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RESUMO

O Mieloma Multiplo (MM) é uma malignidade hematopoiética que possui como
caracteristica principal a proliferacao clonal de células plasmocitarias na medula 6ssea e
como reflexo, danos 6sseo e renal, hipercalcemia e anemia. Seu estabelecimento e
sustentacdo se da através da dependéncia com o estroma medular, no qual os
plasmdcitos neoplésicos interagem com as células do microambiente induzindo a
expressdo de diversas moléculas que resulta em malignidade e resisténcia. Dentre as
moléculas envolvidas no sucesso do estabelecimento do MM destacam- se as galectinas,
em especial, galectina-1, galectina-3, galectina 4, galectina-7 e galectina-9 (Gal-1, Gal-
3, Gal-4, Gal-7 e Gal-9). Diante deste contexto, o presente trabalho tem por objetivo
avaliar os niveis destas galectinas em plasma de pacientes recém-diagnosticados e suas
associacdes com os parametros clinicos e laboratoriais. Bem como, avaliar a expressao
da Gal-9 em modelos celulares da doenca. Para tal, amostras clinicas de sangue periférico
(49) e biopsia de medula (10) foram coletadas de pacientes atendidos no servico de
oncohematologia do Hospital de Cancer de Pernambuco. Além destes, amostras de
sangue de 31 individuos foram usados como controle. A andlise dos niveis plasmaticos
das galectinas pela técnica de ELISA evidenciou uma maior expressao das Galectinas 3,
7 e 9 em pacientes quando comparadas ao grupo controle (p= 0.0142, p= 0.0239 e
p<0,0001 respectivamente). As galectinas 1 e 4 ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas quando comparadas ao controle. Os niveis de GAL-7
correlacionaram-se positivamente com parametros clinicos como uréia, creatinina,
VSH, B2 microglobulina e negativamente com hematdcrito e hemoglobina. Gal-4 se
correlacionou positivamente com niveis de creatinina e negativamente com
hemoglobina. Os niveis de ambas as galectinas foram associados a danos renais e ao
International Staging System. Niveis aumentados de Gal-9 foram correlacionados com
0s niveis de calcio corrigido, hemoglobina, desidrogenase lactica (DHL) e uréia. Os
pacientes que apresentavam niveis aumentados de Gal-9 tiveram menor sobrevida em
relacdo aqueles com valores abaixo da mediana (p= 0,016). Para avaliar Gal-9 como
fator de diagndstico de MM, utilizando o ponto de corte de <2835 pg/ml obteve-se um
valor de area sobre a curva de 0,934. Nos blocos de medula e plasmocitoma dos
pacientes, foi observada uma marcacdo bastante heterogénea para Gal-9, variando de
forte a fraca. No modelo celular, a linhagem de MM1-S, em cocultivo com linhagem
estrmal ou na presenca do meio condicionado ndo apresentou secre¢cdo de Gal-9. Nas

mesmas condi¢des ndo houve deteccdo de Gal-9 na superficie celular. A expressédo



intracelular evidenciou uma diferenca da média de fluorescencia (MFI) na condicdo de
celula estromal com meio condicionado. Em conjunto esses resultados evidenciam o
envolvimento das galectinas no contexto do MM e em especial, a capacidade da Gal-9
como fator associado a pior progndstico em pacientes recém diagnésticados com MM.

Palavras-chave: oncohematologia; glicosilagdo; microambiente medular; glicobiologia.



ABSTRACT

Multiple myeloma is a malignancy of plasma cells originating from the bone marrow
and, as reflex, several related organic damages. MM establishment and sustenance occur
through dependence with bone marrow stroma, in which neoplastic plasma cells interact
with cells of the microenvironment. Neoplastic plasma cells induce the expression of
several molecules, leading to malignancy, aggressiveness and resistance to programmed
cell death. Among the molecules involved in the success of MM establishment are
galectins, especially galectin-1, galectin-3, galectin-4, galectin-7 and galectin-9 (Gal-1,
Gal-4, Gal-3, Gal-7 and Gal-9). In this context, the present study aims to evaluate the
expression of these galectins in the plasma of newly diagnosed patients and their
associations with clinical and laboratory parameters. In addition, we looked at how to
evaluate the expression of these galectins in cell models of the disease Clinical samples
of peripheral blood and bone marrow biopsy were collected from patients seen at the
oncohematology service of the Hospital de Céancer de Pernambuco. The peripheral
blood samples had the plasma separated for further analysis by the enzyme linked
immunonoSorbent assay (ELISA) technique. The analysis of the plasma expression of galectins
showed a greater expression of Galectins 3, 7 and 9 in patients when compared to the control group (p =
0.0142, p =0.0239 and p <0.0001 respectively). Galectins 1 and 4 did not show statistically significant
differences when compared to the control. GAL-7 levels correlated positively with clinical parameters
such as urea, creatinine, VSH, 32 microglobulin and negatively with hematocrit and hemoglobin. Gal-4
correlated positively with creatinine levels and negatively with hemoglobin. The levels of both galectins
have been associated with kidney damage and the Interational Staging System. Increased levels of Gal-
9 were correlated with levels of corrected calcium, hemoglobin, lactate dehydrogenase (DHL) and urea.
Patients with increased levels of Gal-9 had shorter survival than those with values below the median (p
= 0.016). Receiver Operating Characteristic (ROC) curve analysis was performed to determine the
diagnostic capacity of Gal-9. Using a cut-off point of <2835 pg / ml, a high value was obtained for the
area on the curve (UAC = 0.934). In the patients’ marrow and plasmacytoma blocks, a heterogeneous
marking for Gal-9 was obsenved, varying from strong to weak. In the cell model, the MIM1-S strain, in
co-culture or in the presence of my conditioner, did not show Gal-9 secretion. Under the same
conditions there was no detection of Gal-9 on the cell surface and even though there was a marked
intracellular expression, there were no differences between the conditions. Together, these results show
the involvement of galectins in the context of MM and, in particular, the ability of Gal-9 as a factor
associated with a worse prognosis in patients newly diagnosed with MIM.

Keywords: oncohematology; glycosylation; bone-marrow  microenvironment;
glycobiology.
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1 INTRODUCAO

O mieloma mdaltiplo (MM) é uma neoplasia caracterizada pela proliferacdo clonal
plasmocitaria. Responsavel por 10% dos disturbios hematolégicos malignos o MM ¢é
caracterizado por destruicdo esquelética, insuficiéncia renal, anemia e hipercalcemia
(RAJKUMAR et al., 2020). E considerada uma doenca do idoso, com mais de 90% dos casos
ocorrendo apds os 50 anos, sendo a idade média ao diagndstico de 60 anos, no Brasil
(HUNGRIA et al., 2007,2008).

O MM parece surgir a partir de desregulacdo de células plasmaticas no centro p6s
germinativo, o que € apoiado pela identificacdo de mutagdes somaticas na regido varidvel dos
genes das imunoglobulinas, ocorrendo como um evento que o precede. A evolucao se da a partir
de uma condicdo pré-maligna, chamada de gamopatia monoclonal de significado indeterminado
(MGUS), que geralmente € assintomatica e identificada como achado laboratorial acidental
(BRIGLE e ROGERS, 2017). Dois processos moleculares e citogenéticos ja sdo bem
compreendidos e culminam na evolucdo da célula plasmocitaria maligna, s@o eles:
hiperdiploidias e rearranjos no gene da cadeia pesada das imunoglobulinas, observados em
aproximadamente 55% e 40% dos pacientes respectivamente (GLAVEY, 2017).

Vérias terapias sdo aprovadas para o tratamento do MM que associam
corticosteroides, drogas quimioterdpicas classicas e, nos ultimos anos, inibidores de
proteassoma e de histona desacetilase, drogas imunomoduladores e anticorpos monoclonais
visando moléculas de superficie celular (SAN-MIGUEL et al., 2016; LONIAL et al., 2015;
STEWART et al., 2015; LOKHORST et al., 2015). H4 também pacientes que se beneficiam
do transplante de células- tronco hematopoéticas (TCTH) cujo o principal objetivo é melhorar
a resposta terapéutica alcangada com a quimioterapia de primeira linha (BIRD et al., 2011;
MOHTY et al., 2014). No entanto, apesar do progresso no tratamento com a introducdo de
diversas classes de quimioterapicos, 0 MM permanece incuravel com mediana de sobrevida de
3 anos em pacientes com doenca de alto risco (BERGSAGEL et al., 2013).

O MM ¢ uma condicdo heterogénea tanto biolégica como clinicamente resultante das

mudancas complexas, ndo s6 na propria célula do MM, mas também no ambiente circundante
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da medula 6ssea, que fornece sinais de crescimento e sobrevivéncia para as células neoplasicas
(COSTA, DALLA PALMA, GIULIANI, 2019). Células do MM estdo intimamente
associadas ao microambiente da medula 0ssea, com uma variedade de interacbes adesivas
ocorrendo entre a matriz extracelular (MEC) e a superficie das células MM. Em vez de
representar um papel passivo, a propria MEC é um participante ativo na patogénese da doenca
interagindo diretamente com as células plasmaticas por meio da ligacdo de proteinas,
receptores e enzimas moduladoras que sao criticas para a sobrevivéncia e proliferacdo de
células MM (ANDERSON e CARRASCO, 2011). A medida que o MM progride, alteracdes
na expressao génica e proteica ocorrem nas células neoplasicas e em alguns casos ha
independéncia do nicho medular com posterior disseminacgao para sitios extramedulares.

Apesar da clara importancia das interacbes proteicas do microambiente no
estabelecimento e progressdo do MM, ainda h& escassez de estudos que explorem o efeito das
modificacdes sofridas pelas proteinas e como estas sdo capazes de contribuir funcionalmente
no desfecho tumoral. Dentre os principais processos que alteram a expressdo, funcdo e
estruturas das proteinas esta a glicosilacdo (SILSIRIVANIT, 2019). A glicosilacdo é uma
modificacdo proteica pos-traducional frequente, que resulta na adicdo de carboidratos,
chamados “glicanos”, em proteinas e lipidios da superficie celular. Esses glicanos
desempenham um papel crucial nas interagdes célula-célula e célula-matriz através da
modulacdo da adeséo e do trafico celular (SILVA-NETO et al., 2017).

A glicosilacdo é cada vez mais reconhecida como um modulador do fenotipo maligno
de células tumorais, onde a interacdo entre as células e 0 microambiente tumoral é alterada para
facilitar processos como resisténcia a drogas e metastases (PINHO e REIS, 2015; WU et al.,
2016). Alteracdes na glicosilagcdo de moléculas de adesdo da superficie celular, tais como
ligantes de selectina, integrinas e mucinas, tém sido implicadas na patogénese de varias
neoplasias solidas e hematoldgicas, frequentemente com implicagdes prognosticas (VARKI,
KANNAGI E TOOLE, 2009). No entanto, até o momento, a glicosilagdo tem sido
relativamente pouco investigada no MM.

As células MM além de alterar a homeostase medular também se envolvem em uma
cascata de invasdo-metastase, que inclui a disseminacdo de células neoplésicas para
microambientes permissivos anatomicamente distantes (PINHO e REIS, 2015). Este processo
de varias etapas é caracterizado pela invasao celular, egresso via migracéo trans-endotelial para
0S vasos sanguineos, circulacdo, direcdo a tecidos distantes e formacdo de micrometastase
(VALASTYAN e WEINBERG, 2011; TALMADGE e FILDLER, 2010). Estes
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eventos resultam em alteragdes nos glicanos da superficie das células tumorais e,
consequentemente, as interagdes com lectinas endogenas sao impactadas, o que influencia a

potencial metastatico das células tumorais (BIANCHI et al., 2012).

As galectinas sdo uma familia de lectinas imunoreguladoras que se ligam a beta
galactose e sdo expressas por uma grande variedade de células, elas ttm uma gama de funcGes
incluindo a mediacdo da interacdo célula-célula, adesdo célula-matriz e apoptose
(HAUSELMANN e BORSIG, 2014). Varios estudos apontam para um papel das galectinas na
regulacdo das funcdes das células tumorais, como adesdo, invasao e metastase (VASTA, 2012;
RABINOVICH e CROCI, 2012). Além de se ligar a proteinas da matriz extracelular e
conjugados de glicol da superficie celular de uma maneira dependente de carboidratos, as
galectinas também podem estabelecer interacGes independentes de carboidratos com alvos
citosélicos ou nucleares (REILY et al., 2019). Ao considerar as células do MM dentro e fora
do microambiente medular é importante considerar as alteracdes dos glicanos e de seus
ligantes, em especial as galectinas, que podem funcionalmente alterar as propriedades das
proteinas da superficie celular. As multiplas atividades bioldgicas das galectinas sugerem que
essas proteinas sdo alvos terapéuticos potenciais valiosos e podem ser usadas como
marcadores de diagndstico, progndstico e desfecho. Dessa forma, o presente trabalho tem
como objetivo inicial a avaliacdo dos niveis das galectinas 1,3,4, 7 e 9 em plasma de pacientes
com mieloma multiplo e suas associagbes com parametros clinicos e avaliagdo das

consequéncias funcionais decorrentes da modulacdo de galectinas em modelos celulares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mieloma multiplo

2.1.1 Epidemiologia e fisiopatologia

O mieloma multiplo (MM) caracteriza-se pelo acimulo de plasmdcitos neoplésicos (PN)
na medula 6ssea e cursa, na grande maioria dos casos, com a expressao aumentada de uma
proteina monoclonal (proteina M) quantificavel no sangue e/ou urina e varios danos organicos
relacionados (JOSHUA et al.,, 2019). Apesar de ndo ser um cancer comum, € a segunda
oncohematologia mais incidente em todo o mundo (Figura 1). Em muitos paises, como no caso
do Brasil, o0 MM ndo faz parte das estatisticas de cancer o que gera escassez de dados
epidemiologicos.

O MM é predominantemente uma doenca do idoso, com mediana de idade ao diagndstico
de 69 anos; as taxas de incidéncia para homens séo de 7,7 casos por 100.000 pessoas por ano e 4,9
para mulheres, nos Estados Unidos. Os negros séo afetados 2 a 3 vezes mais quando comparados
a individuos brancos. As taxas de mortalidade também sdo 2 a 3 vezes maiores em negros
comparados a brancos sendo 7,9 por 100.000 homens e 5,4 por 100.000 mulheres versus 4,0 por
100.000 homens e 2,5 por 100.000 mulheres, respectivamente. Segundo a American Cancer
Society, nos Estados Unidos, houve mais de 30.000 novos casos e mais de 12.000 mortes no ano
de 2016 (SIEGEL et al., 2014; 2018).

Estatisticas adaptadas da publicacdo da American Cancer Society (ACS) e do banco de
dados da National Surveillance Epidemiology and End Results (SEER) afirma que a taxa de
sobrevida em 5 anos para pessoas com MM ¢é de cerca de 50%. Para os 5% das pessoas
diagnosticadas precocemente, a taxa de sobrevida em 5 anos é de 71%. Se o cancer se espalhar
para uma parte distante do corpo, a taxa de sobrevida em 5 anos é de 48%. As taxas de
sobrevivéncia aumentaram de forma constante ao longo da Gltima década, o que reflete o
impacto do progresso recente no tratamento desta doenca.

No Brasil dados publicados em 2011 revelaram que a incidéncia e prevaléncia do MM
foram de 5.7 e 0.7, respectivamente, a cada 100.000 habitantes na regido do Vale do Paraiba, em
Sdo Paulo (CALLERA et al., 2011). Os dados mais recentes disponiveis sdo de um estudo
conduzido por Curado e colaboradores que descreve a incidéncia, as taxas de mortalidade e as
tendéncias do MM na América Latina. Segundo o estudo, o Brasil apresentou um aumento na

tendéncia de mortalidade para individuos acima de 60 de ambos sexos, sendo 1,4% para homens
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e 0,9% mulheres, mesmo com reducéo do tempo de espera até o transplante de medula 6ssea em
alguns centros de referéncia (SACCILOTTO et al, 2015; CURADO et al., 2018).

Figura 1. Distribuicdo do mieloma multiplo no mundo. O mapa representa a incidéncia de
MM em todo o mundo para ambos 0s sexos no ano de 2016, as regides laranjas e avermelhadas
concentram a maior quantidade de casos notificados. Os paises com maior nimero de incidéncia e
morte sdo Estados Unidos, China e india, respectivamente.

Age-standardized incidence
rate per 100000

> | o409 [Jie-21
0112 B21-35
[Ji12-16 |[W36-63

Fonte: COWAN et al., 2018.

Em 2019, o Observatério de Oncologia publicou em seu site um estudo retrospectivo
dscritivo, sobre a epidemiologia do Mieloma Mdltiplo no Brasil no periodo de 10 anos. O
estudo baseaou-se em dados secundarios e abertos disponibilizados pelo Sistema de
Informagdes Ambulatoriais do SUS- SIA/SUS e em informagGes das bases de dados das
APAC (Autorizagdo de Procedimentos de Alta Complexidade) de Quimioterapia e
Radioterapia do SIA/SUS e as informacdes da base de dados dos Obitos do SIM/SUS, de
todos os estados brasileiros, no periodo de 2008 a 2017. Foi demonstrado que a mediana de
idade dos pacientes foi de 63 anos com predominio de sexo masculino e assim como nos
paises da Europa e dos EUA, nota-se um aumento progressivo das taxas de diagndstico, com
0 nimero de pacientes atendidos quase dobrando no periodo analisado, subindo de 4.860
pacientes em 2008 para 8.439 pacientes em 2017. Foi um crescimento de 174% na
comparacéo entre 2008 e 2017 (Figura 2 (Corréa Neto 2019).

Figura 2 Caracteristicas dos pacientes diagnosticados com Mieloma multiplo e
disturbos relacionados, tratados no Sistema Unico de saude no periodo de 2008 a 2017.
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fepidemiologia-do-mieloma-multiplo-e-disturbios-relacionados-no-brasil/ ACESSO EM 01/01/2021

O MM surge de uma proliferacdo pré-maligna assintomatica de células plasmaticas
derivadas de células B no centro pds-germinal. Alteracbes genéticas, mudancas ambientais e
microambientais levam a transformacdo dessas células em neoplésicas. Mais comumente a
evolugdo se da a partir de uma gamopatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS)
que progride para mieloma multiplo indolente (MMI) e, finalmente, para mieloma multiplo
sintomatico ou ativo (MMS) (BIANCHI E ANDERSON, 2014). Os mecanismos
etiopatogénicos exatos que levam ao MM sdo desconhecidos, mas varias alteragdes foram
identificadas. A progressao para as formas sintomaticas no MM requer uma sucessdo de eventos
genéticos nas células acometidas (Figura 3) e de alteracbes no microambiente tumoral que
dardo suporte ao crescimento dos plasmocitos neoplasicos (PALUMBO e ANDERSON, 2011;
KUEHL e BERGSAGEL, 2012) bem como servirdo de arcabouco para o desenvolvimento de
todos os danos organicos relacionados ao MM.

Figura 3. Alteragdes genéticas na patogénese do MM. Algumas anormalidades
cromossémicas tais como trissomias e translocagfes nas cadeias pesadas das imunoglobulinas estdo
comumente presentes nos PN. Além destas, hd também translocagfes secundarias e mutacGes
envolvendo MYC, RAS e TP53 que desempenham um papel fundamental na determinacdo do tumor,
progressao e resisténcia a drogas.
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Fonte: PALUMBO e ANDERSON, 2011, modificado.

Os PN acumulam varias lesdes genéticas, como translocacfes, mutagdes, dele¢bes ou
amplificagdes, que levam a desregulacao de diferentes vias proliferativas. No MM, as principais
translocac0es ja descritas envolvem os loci das imunoglobulinas, potencializando o controle de
diferentes grupos de oncogenes como ciclinas (D1, CCND3, FGFR3), MYC, MAF e MAFB.
Um evento genético posterior € a mutacdo e a dele¢cdo do cromossomo no locus 17p13, que
carrega 0 gene onco-supressor p53. Outras mutagdes recorrentes envolvem genes da via ERK
(NRAS, BRAF e KRAS) e da via do fator nuclear-kappa B (NF-kB) (CYLD, TRAF3 e
BIRC2/3) (GONZALEZ, et al., 2007; ANNUNZIATA et al., 2007; MORGAN, WALKER e
DAVIES, 2012). Além das alteragdes moleculares das células plasmaticas, interacGes
anormais entre as células plasmaticas e a medula éssea, bem como a angiogénese aberrante,
sdo marcas da progressédo da doenga.

2.1.2 Critérios diagndsticos

Diante da suspeita clinica, o primeiro passo para o diagnostico no MM ¢ a identificacdo
do aumento de PN (acima de 10%) em um tecido, quase sempre na medula 6ssea. Os
plasmoécitos sdo grandes, redondos ou elipticos, com abundante citoplasma basofilico e um
nucleo localizado excentricamente, com cromatina grosseiramente concentrada (Figura 4). PN
podem ser encontrados infiltrando também outros tecidos, como pele, 6rgdos e tecidos
parenquimatosos e no caso de estagios avangados a corrente sanguinea (leucemia plasmocitica).

A avaliacdo da quantidade de PM é feita por meio de mielograma e biopsia de medula, em
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pacientes com MM ndo secretor, o diagnostico é baseado na presenca de 30% de PM na medula

0ssea ou de um plasmocitoma comprovado por biopsia (DURIE et al, 2003).

Figura 4. Morfologia dos PN no MM. Morfologicamente os plasmécitos apresentam um
aspecto ovoide com nicleo esférico e deslocado do centro da célula. A) Devido a hipertrofia do reticulo
endoplasmatico rugoso, seu citoplasma apresenta basofilia, é possivel ver areas com Golgi
predominante (seta preta). No MM é possivel ver formas aberrantes, binucleadas (seta vermelha) ou
multinucleadas; figuras mit6ticas; e nucléolos proeminentes. B) Imunohistoquimica com marcagdo de
CD138 e consequente identificagdo dos PM na medula dssea.

A)

h &

Fonte: https://ccr.cancer.gov/news/inthejournals/landgren, acesso em 30 de maio de 2018 as

14:30.

Imunofenotipicamente, os PN expressam fortemente CD138 e CD38 e cadeia leve
monotipica (k ou ). Ao contrario dos plasmdcitos normais, os PM normalmente ndo
apresentam expressdo de CD19 (antigeno de linfécito B), CD27 e CD45 (proteina tirosina
fosfatase C do tipo receptor), e expressam CD56 de forma aberrante também conhecida como
molécula de adesdo celular neuronal 1 (NCAM1) (BIANCHI E ANDERSON, 2014 (Figura
5). Essas diferencas fornecem uma base para o0 uso da citometria de fluxo multiparamétrica
para diagnostico e monitoramento (BIANCHI E ANDERSON, 2014).

Figura 5. Imufenotipagem de PN em aspirado medular. Nos PN h& também expressdo
aumentada de CD28 (glicoproteina de superficie CD28 especifica para células T) e CD38. (adenosina
difosfato) ciclico (ADP) - ribolase hidrolase 1).


http://www.infoescola.com/citologia/reticulo-endoplasmatico-liso-rugoso/
http://www.infoescola.com/citologia/reticulo-endoplasmatico-liso-rugoso/
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Além dos achados celulares, em 2003 o International Myeloma Working Group
(IMWG) definiu alguns critérios de diagndstico com intuito de agrupar as manifestaces
clinicas tipicas no mieloma mdaltiplo, sendo elas: hipercalcemia, disfuncéo renal, anemia e dor
0ssea, sob 0 acronimo CRAB. Esses critérios sdo usados para distinguir entre MM ativo e seus
estados precursores, MGUS e MMI, essa distingdo € relevante ndo s6 para classificacdo e
diagndstico, mas também na decisdo quanto ao inicio da terapia e o progndstico. (NAKAYA et
al., 2017).

A anemia esti presente em cerca de 60% a 80% dos pacientes no momento do
diagndstico (IBRICEVIC-BALIC et al, 2016). Geralmente esta relacionada a inibicdo da
producdo de precursores eritrdides devido a infiltragdo medular e/ou a disfuncdo renal
(BIRGEGARD; GASCON; LUDWIG, 2006). Diversos estudos, porém, descrevem um outro
mecanismo funcional que envolve a participacdo do horménio hepcidina e da interleucina 6
(IL-6), presentes em maior quantidade tanto na urina quanto no soro de pacientes. A
superproducdo de hepcidina, induzida pela IL-6, resulta em reducdo de ferro sérico disponivel
para eritropoiese, exacerbando os efeitos da anemia associados ao tumor (SHARMA et al,
2008; GANZ e NEMETH, 2011; MAES et al, 2010 MANOLOV et al, 2018).
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A doenca 6ssea no MM ¢ a caracteristicas mais importante da doenca, com cerca de
80% dos pacientes apresentando dor 6ssea no momento do diagndstico e até 90% dos pacientes
desenvolvendo lesdes Gsseas durante o seu curso (MELTON et al., 2005; RODMAN, 2009). A
doenca déssea no MM tem impacto direto na qualidade de vida e tem influéncia negativa na
progressdo da doenca. Mais de 80% dos pacientes tém diferentes graus de danos nos 0ssos, 0
que é chamado de doenca 0Ossea relacionada ao mieloma (DMO). Dor Gssea intensa, lesdes
osteoliticas, fraturas patoldgicas, colapso vertebral e hipercalcemia sdo os sintomas comuns
de DMO. (PANARONI et al., 2017). Comparados a outros pacientes com mieloma sem
DMO, os pacientes com fratura patologica teriam mortalidade 20% maior e custariam 50.000
dolares a mais pelo atendimento (SCHULMAN;KOHLES,2007; SAAD et al., 2007).

O microambiente medular € um dos principais contribuintes para o crescimento do
tumor e o processo destrutivo. O remodelamento 6sseo esta alterado no MM e é caracterizado
pela ativacdo generalizada dos osteoclastos, que resulta em reabsor¢édo 0ssea exacerbada e pela
funcdo osteoblastica suprimida com consequente reducdo na formacgdo 6ssea (DELGADO-
CALLE; BELLIDO; ROODMAN, 2014). Os fatores produzidos pelos PM que podem
aumentar a atividade osteoclastica incluem o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), proteina
inflamatoria macrofagica-1a (MIP-1a), interleucina-3 (1L-3) e interleucina-6 (IL-6) (CHOI ET
AL., 2000; GIULIANI ET AL., 2004; LEE ET AL., 2004; GUNN ET AL., 2006;
ROODMAN, 2010; YACCOBY, 2010). Outras moléculas derivadas de ostedcitos que regulam
a atividade de osteoblastos e osteoclastos ao liberar fatores paracrinos, sdo o receptor do fator
nuclear kappa B (RANKL) e a osteoprotegerina (OPG), que regulam localmente a formacéo e
reabsorcao 6ssea (BOLZONI et al., 2018).

Outro dano organico comum é o comprometimento renal presente em 50% dos pacientes
durante a progressdo do MM e ocorre principalmente como resultado do dano tubular direto
pelo excesso de paraproteina, niveis elevados de calcio e/ou acido Urico, infeccdo, e os efeitos
dos medicamentos como antibioticos nefrotoxicos, medicamentos anti-inflamatdrios ou agentes
de contraste ou corantes wusados para estudos diagndsticos (ELEUTHERAKIS-
PAPAIAKOVOU et al., 2007; DIMOPOULOS et al., 2008). Em alguns pacientes com
proteinuria de Bence-Jones o acumulo de cadeias leves causa danos tubular severo e resulta na
sindrome de Fanconi, um tipo de dano tubular renal seletivo que resulta na presenca de ami-
noécidos e fosfatos na urina, que por sua vez pode causar doenga 6ssea metabdlica (IMWG,
2017).
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Além dos critérios CRAB, ha ainda diversas manifestagdes clinicas comumente
relatadas pelos pacientes (Quadro 1) e que séo resultado da presenca de pelo menos 1 desses 3
mecanismos patogénico do MM:

Falha da medula dssea secundéria a infiltragdo por PM;
Deposicao/precipitacdo de 1g monoclonal ou de cadeias leves livres;
Alteracdo em citocinas na medula 0ssea.

Quadro 1. Mecanismos patogénicos, sinas e achados diagnésticos mais comuns no MM. Na
tabela estdo descritos alguns dos sinais e sintomas / sinais mais comuns apresentados pelos pacientes
com MM recém-diagnosticado, além dos seus achados diagndsticos correlatos e mecanismos
patogénicos subjacentes.

Sinais e sintomas

Achados diagndsticos

Mecanismos patogénicos

Dor nas costas/0ssos,
compresséo da medula
espinhal, cauda equina

Lesdes liticas, fraturas
patogénicas

Mieloftise, plasmocitoma
solitario, aumento da
osteoclasogénese, inibigédo de
osteoblastos

Fadiga, indisposicao

Mieloftise, diminuicdo da

Anemia producéo de EPO, hemdlise
Deposicdo de cadeia leve,
nefropatia do mieloma,

Dano renal vasoconstri¢do induzida por

hipercalcemia, amiloidose
AL, nefropatia por urato

Hipercalcemia

Desbalango de OC/OB
secundario ao efeito direto do
MM e citocinas na MO

Hepatite, disfun¢do hepética

Deposicdo amiloide,
infiltracdo de CMM

Hipogamaglobulinemia,

Encefalopatia

InfeccBes recorrentes . Mieloftise
leucopenia
Hipercalcemia Ver acima
Dano renal agudo Ver acima

Pico M elevado, tipicamente
IgM; viscosidade sérica
elevada

Hiperviscosidade

Neuropatia periférica

Poliradiculopatia

Amiloidose AL,
crioglobulinemia do tipo 1,
plasmocitoma

Cefaleia, convulsdes,
distarbios visuais

Pico M elevado, tipicamente
IgM; viscosidade sérica
elevada

Hiperviscosidade

CMM presentes no liquido
cefalorraquidiano, aumento
leptomeningeal na RM

Infiltracdo do MM no
sistema nervoso central
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Paralisia do nervo cranial

CMM presentes no fldido
cérebro-espinal, aumento
leptomeningeal ha RM

Infiltragdo do MM no
sistema nervoso central

Dificuldades respiratorias

Cardiomiopatia restritiva ou
dilatada

Amiloidose AL cardiaca

Efusdo pleural

Infiltracdo de CMM,
plasmocitoma

Edema pulmonar

Hiperviscosidade

Infiltrado pulmonar

Amiloidose AL pulmonar,
plasmocitoma

Sangramentos, petequias

Pico M elevado, tipicamente
IgM; viscosidade sérica
elevada

Hiperviscosidade

Trombocitopenia

Mieloftise

Pdrpura

Crioglobulina do tipo |

Criogobulinemia do tipo |

Teste de cadeia leve livre
(Freelite) anormal,
comumente com cadeia
lambda

Amiloidose AL

Acrocianose

Crioglobulinemia do tipo |

Crioglobulinemia do tipo |

Fonte: Adaptado de BIANCHI E ANDERSON, 2014.

Durante décadas, o diagndstico do MM exigiu a presenca de todos os critérios CRAB,
esta condicdo era destinada, principalmente, para impedir que pacientes com MGUS e MMI
recebessem doses de quimioterapia toxicas e desnecessarias (RAJKUMAR; LARSON, KYLE,
2011; LARSEN et al.,, 2013). Em 2014, a revisdo IMWG permitiu 0 uso de outros
biomarcadores especificos para definir a doenca, além dos recursos CRAB estabelecidos,
chamados de “eventos definidores de micloma”. Dentre eles: hiperviscosidade sanguinea,
amiloidose e infeccdo por repeticdo (mais de 2 episddios em 12 meses). A presenca de pelo
menos um desses marcadores juntamente com a contagem de plasmocitos no mielograma, razéo
kappa/lambda e analise das lesbes dsseas sdo consideradas suficientes para o diagnostico de
mieloma mdaltiplo, independentemente da presenca ou auséncia de sintomas ou carateristicas
CRAB (RAJKUMAR, 2016).

Os testes recomendados para o diagnéstico de mieloma incluem a realizacdo de um
exame detalhnado com histéria médica e exame fisico, exames laboratoriais de rotina
(hemograma completo, analise quimica, eletroforese de proteinas séricas e urinarias com
imunofixacdo e quantificacdo de proteina monoclonal) e exame da medula dssea (biopsia e
aspirado para citogenética). A radiografia convencional da coluna vertebral, cranio, torax,

pelve, imeros e fémures continua sendo o padrdo para identificar lesdes 6sseas mielorelizadas.
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A ressonancia magnética (RM) é recomendada para avaliar sintomas em pacientes com
resultados normais na radiografia convencional e em todos os pacientes com radiografias
sugerindo a presenca de plasmocitoma solitario (KYLE et al., 2009; FONSECA et al, 2009).

O prognostico do MM pode ser determinado por varios fatores que identificam cada
paciente segundo seu risco. Em 1975, o sistema de estadiamento Durie-Salmon foi
desenvolvido baseado numa combinacéo de fatores (hemoglobina, célcio sérico, concentracao
do componente monoclonal e acometimento 6sseo) que se correlaciona com a massa tumoral
(DURIE E SALMON, 1975). De acordo com esse sistema, existem trés estagios, chamados de
estagios I, I1 ou I (1, 2 ou 3). Cada estdgio é ainda classificado em A ou B, dependendo de a
funcdo renal ter sido afetada. A classificagdo B significa que ha dano renal significativo
(GREIPP ET AL., 2005; MARTINEZ 2007).

Em 2005, um novo sistema de estadiamento foi desenvolvido pelo International
Myeloma Working Group (IMWG), avaliando a 2 microglobulina sérica (f2-M) como
potencial fator progndstico. A combina¢do de P2-M e albumina sérica forneceram uma
classificacdo mais poderosa, simples e reprodutivel, surgindo assim o International Staging
System (ISS), agora usado mais comumente para classificar o mieloma multiplo. O ISS possui
3 estagios baseados na dosagem da albumina sérica e nos niveis sericos de 32-M. Em agosto de
2015 o IMWG publicou o Sistema de Estadiamento Internacional Revisado (R-1SS) (Tabela 1)
para 0 MM afim de incorporar dois fatores progndsticos adicionais: risco genético avaliado por
FISH e nivel de LDH.

Tabela 1. Estadiamento conforme Durie- Salmon e indice progndstico

internacional (ISS) do mieloma multiplo.

FATOR PROGNOSTICO | CRITERIOS

Estadio ISS | B2 microglobulina sérica < 3,5 mg/L, albumina sérica > 3,5 g/dL
1l Estadio ISS nem | nem Il
] B2 microglobulina sérica > 5,5 mg/L
(A por Alto risco Presenca de del(17p) e/ou translocacao t(4;14) e/ou translocacao t(14;16)
iHSH Risco padrao (A ndo alto risco
LDH Normal LDH sérica < o limite superior do normal
Alto LDH sérica > o limite superior do normal

Um novo modelo para estratificacao de risco para mieloma muiltiplo

Estadio | Estadio ISS | e CA de risco padrao por iFISH e LDH normal
RS Estadio R-1SS nem | nem I
] Estadio ISS Il e CA de alto risco por iFISH ou LDH alta

Abreviacoes: CA, anormalidades cromossomicas; iFISH, hibridizacao por fluorescéncia in situ interfase;
ISS, Sistema de Estadiamento Internacional; DLH, desidrogenase lactica, R-ISS, Sistema de Estadiamento Internacional Revisado.
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Fonte: Publicacdo do International Myeloma Foundation Latin America.

2.1.3 Tratamento

O cenario para o tratamento do MM tem se transformado radicalmente durante a tltima
década gracas a introducéo de varios novos farmacos com diferentes mecanismos de agédo, o
que levou a doenca de um status intratdvel a uma que ainda ndo é curdvel, mas tratavel
principalmente com terapia ambulatorial (POZZI et al., 2013; KUMAR et al., 2013, 2016).
Antes dos novos agentes talidomida, lenalidomida e bortezomib estarem disponiveis, 0 MM foi
caracterizado por uma relativamente fraca profundidade de remissdo com opgdes de
quimioterapia convencional, como melfalano + prednisona (MP) ou vincristina-adriamicina-
dexametasona (VAD) (KYLE e RAJKUMAR, 2008). A quimioterapia de alta dose com
transplante autélogo de células-tronco (ASCT) foi a primeira intervencdo demonstrada por
melhorar a sobrevida global quando comparada aos regimes convencionais e rapidamente se
tornou a meta padréo para todos os pacientes com MM (CHILD et al, 2008; PREESHAGUL,
VAN BESIEN e MARK, 2014).

Novos agentes foram desenvolvidos no final da década de 1990 e inicio de 2000 -
comecando com as chamadas drogas imunomoduladoras (IMIDs), tais como a talidomida e
lenalidomida e seguidos pelos inibidores de proteassoma (IPs), bortezomib, carfilzomibe e o
ixazomibe. Mais recentemente, anticorpos monoclonais (MAbs), como o ataratumumab e o
elotuzumab, e os agentes de acetilacdo histona, como o panobinostat, também foram aprovados
a Food and Drug Administration (FDA) (RAJKUMAR, 2016). A disponibilidade de tantos
novos agentes levou ao desenvolvimento de uma infinidade de opcGes de tratamento viaveis
que também alteraram o paradigma da terapia.

A talidomida foi o primeiro IMID desenvolvido e utilizado para o tratamento de MM,
embora nédo seja usado com frequéncia devido sua capacidade de gerar neurotoxicidade, fadiga
e constipacdo pode ainda ser um agente Util, especialmente em pacientes com insuficiéncia
renal ou citopenias, nos quais pode ser usado com segurangca em combina¢do com outros
agentes, como agentes alquilantes, dexametasona e IPs com bom efeito (MORGAN et al., 2011,
CAVO etal., 2012; STEWART et al., 2015; SONNERVELD et al., 2015). A lenalidomida é
uma IMiD de segunda geracdo que € mais potente e geralmente tem um perfil de seguranca
melhor do que a talidomida. E aprovada para terapia inicial para mieloma e doenca reincidente.
A sua combinacgdo com dexametasona tem sido o padrdo de tratamento para mieloma multiplo

recorrente de acordo com dois grandes ensaios clinicos randomizados (WEBER et al., 2007;
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DIMOPOULOS et al., 2009). Também pode ser combinado com IP, agentes alquilantes, e
MADs, levando a altas taxas de resposta (RICHARDSON et al., 2010; REECE et al., 2015;
PLESNER etal., 2016). A pomalidomida foi aprovada pela Food and Drug Administration para
terapia combinada com dexametasona em pacientes com recaida e parece induzir respostas
mesmo em pacientes resistentes a lenalidomida ou refratarios (SAN MIGUEL et al., 2013). A
associacdo de pomalidomida, bortezomibe e dexametasona estd associada a uma taxa de
resposta de 65% e 80% em pacientes refratarios a lenalidomida, mesmo com exposicao prévia
aum IP (LACY etal., 2015).

O mecanismo de acdo da talidomina e seus derivados se da pela ligacdo ao cereblon, um
componente critico do complexo de ligase de ubiquitina E3, resultando na rapida ubiquitinagcdo
e degradacdo de dois fatores especificos de transcri¢do de células B, Ikaros (IKZF 1) e Aiolos
(IKZF3) (Figura 6) e acimulo toxico de proteinas que levam a morte celular. Além disso, eles
podem causar citotoxicidade mediada por radicais livres induzindo dano direto ao DNA. Eles
também tém propriedades inibitdrias anti-angiogénicas, imunomoduladoras e fator de necrose
tumoral alfa (ITO et al., 2010; KRONKE et al., 2014; LEE et al., 2014).

Figura 6. Principal mecanismo de acéo dos IMID’s. A talidomida bem como seus analogos,
se ligam a proteina cereblon (CRBN), que ativa a atividade enzimatica do complexo de ubiquitina ligase
CRBN E3. Os fatores de transcricao lkaros (IKZF1) e Aiolos (IKZF3) sdo modificados com moléculas
de ubiquitina (Ub), visando a protedlise. Isso altera a funcdo das células T e B, com um resultado toxico
para as células do mieloma multiplo.
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Fonte: Stewart, 2014.

Os inibidores do proteassoma sdo considerados componentes criticos de qualquer
esquema sendo usado para tratar pacientes com MM de alto risco ou pacientes com insuficiéncia
renal. Podem estar associados a um risco aumentado de cardiotoxicidade, e essa complicacédo
potencial deve ser lembrada quando os pacientes apresentam sintomas de insuficiéncia cardiaca
congestiva. Os representantes dos IP’s usados no tratamento do MM sdo o bortezomibe,
carfilzomibe e o ixazomibe (YUI et al., 2016; GRANDIN et al., 2015; HIDESHIMA et al.,
2016).

O bortezomibe é um IP reversivel de primeira classe que € administrado por via
parenteral. Juntamente com a dexametasona, pode ser combinado com ciclofosfamida,
talidomida e lenalidomida, resultando em regimes altamente ativos para mieloma multiplo
reincidente (REEDER et al., 2009; PINEDA-ROMAN et al., 2008; RICHARDSON et al.,
2009). O Carfilzomib é um novo tetrapeptideo de epoxicetona que se liga e inibe
irreversivelmente ao proteassoma. E administrado por via intravenosa foi aprovado para 0 MM
em recidiva e refratario em 2013 para pacientes que foram previamente tratados com
lenalidomida e bortezomibe (SIEGEL et al., 2010). Os principais efeitos adversos do
carfilzomibe sdo fadiga, anemia, nausea, trombocitopenia e hipertensdo (DIMOPOULOS et al.,
2016). A incidéncia de neuropatia com carfilzomib € baixa e, portanto, o carfilzomibe é um
agente atraente em pacientes com neuropatia preexistente e nos quais a terapia com um IP é
considerada importante. J4 o ixazomibe é o primeiro IP oral aprovado pela Food and Drug
Administration em 2015 para terapia de mieloma multiplo em recidiva em combinagdo com
lenalidomida e dexametasona (MOREAU et al., 2016). Embora o risco de neuropatia periférica
associada ao ixazomibe seja menor do que com o bortezomibe, esta associada a uma maior
incidéncia de toxicidade gastrointestinal (nauseas, vomitos e diarréia).

O daratumumabe e o elotuzumabe s&o anticorpos monoclonais utilizados no tratamento
do MM, voltados para 0 CD38 e 0 SLAMF7 respectivamente (LONIAL et al., 2015, 2016;
LAKHORST et al., 2015). O daratumumab, aprovado pela FDA em 2015, pode ser utilizado
como monoterapia em pacientes que receberam pelo menos menos trés terapias prévias,
incluindo um inibidor de proteassoma e um agente imunomodulador ou sdo duplamente
refratarios, segundo os estudos CASTOR E POLLUX, demonstra ainda mais atividade quando
combinado com Pls ou IMiDs ( PALUMBO et al., 2016; DIMOPOULOS et al., 2016).0

daratumumab mata as células do mieloma através de varios mecanismos, incluindo
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citotoxicidade celular dependente de anticorpos, citotoxicidade dependente de complemento e
por interferir com a atividade enziméatica de CD38 ( DE WEERS et a., 2011; HORESTEIN et
al., 2015).

O elotuzumab é um MAb que tem como alvo a molécula sinalizadora de ativacdo de
linfécitos, SLAMF7, que é expressa nas células natural killer (NK), linfdcitos T ativados e
plasmacitos. Foi o primeiro MAb aprovado para terapia nos pacientes em recidiva, embora ndo
tenha atividade de agente Unico contra MM (DINGLI et al., 2017). A maioria das células do
MM expressa a molécula sinalizadora de ativacao de linfocitos F7, e essa sinalizacdo independe
da anormalidade citogenética subjacente que conduz a doenca. O mecanismo de agdo do
elotuzumabe se da pela ativacdo direta de células NK bem como por citotoxicidade celular
dependente de anticorpos (COLLINS et al., 2016).

Outra classe de medicamentos utilizados incluem os agentes alquilantes. Os
representantes dessa classe sdo: ciclofosfamida, melfalano e bendamustina. Embora possam ser
usados com agente Unico, quase sempre sao usados na terapia combina com IMIDs e IP e até
mesmo com o corticoide dexametasona (MOREAU ET AL., 2011; KUMAR et al., 2012;
KHAN et al., 2012; LINTZSCH et al., 2012; LUDWING et al., 2014; MATEOS et al., 2016)

A ciclofosfamida é usado como agente Unico para terapia de manutencdo apods
transplante autélogo de células-tronco (ASCT) (COOK et al., 2014). Enquanto que o
melfalano (agente mais antigo para o tratamento) tem seu uso estabelecido como o agente
condicionante de escolha antes do ASCT e para pacientes que ndo séo candidatos a ASCT. Os
principais efeitos adversos associados aos agentes alquilantes séo fadiga, erupcéo cuténea, dor
de cabeca, constipagéo e citopenias.

Varios agentes estdo sendo estudados atualmente em ensaios clinicos com resultados
promissores principalmente para terapia com pacientes em reicidiva. Dentre esses estdo um IP
oral, oprozomib; Selinexor um inibidor oral da quinase dependente de ciclina; Venetoclax,
inibidor seletivo da exportina 1; Isatuximab, inibidor seletivo de bcl-2 e um novo MAb que
também tem como alvo CD38 e pode ter um perfil farmacol6gico mais favoravel do que o
daratumumab (RICHARDSON et al., 2016; KUMAR et al., 2015; ROSEBECK et al., 2016;
RAJAN et al., 2016; ZAGOURI et al., 2016). Outros agentes em ensaios iniciais incluem
inibidores do checkpoint imunolégico (pembrolizumab e nivolumab). O surgimento desses e
de novas terapias de combinagéo criam um novo paradigma para o tratamento do MM.

Dado o aumento nas opcdes terapéuticas disponiveis para pacientes com MM, um dos
principais desafios para médicos e o6rgdos de financiamento € decidir quais agentes usar e em

que ordem e / ou combinacdo, as opgOes de tratamento podem variar dependendo se o
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paciente tem mieloma multiplo recém-diagnosticado, é elegivel para transplante, tem mieloma
maltiplo recidivante e / ou refratdrio ou é considerado ter doenca de alto risco
(GOLDSCHMIDT et al.,2019). No geral, no esquema de inducédo 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) (Figura 7).
(Rajkumar e Kumar 2016; (D'agostino et al. 2019).

Figura 7. Conduta clinica para pacientes de MM recém-diagnosticados. Estéo listados 0s
principais, ndo todos, esquemas quimioterapicos de tratamento usados em pacientes recém-
diagnosticados elegiveis ou ndo ao transplante.
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Fonte: Adaptado de Rollig, Knop e Bornhauser, 2015.

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 sao mais restritos e em geral composto por Ciclofosfamida, Talidomida
e Dexametasona (CTD) ou Talidomida e Dexametasona (TalDexa), para 0s 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

progressdo inferiores aos esquemas utilizados no mundo, assim como, quando comparado aos
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pacientes tratados na medicina privado em nosso proprio pais (Brasil 2015).

2.1.4 Microambiente do mieloma multiplo

Os PN sdo extremamente dependentes do microambiente medular, que inclui a matriz
extracelular e muitos tipos de células, tais como: células estromais, osteoclastos, osteoblastos,
células imunes (linfdcitos T, células dendriticas) e outras células hematopoiéticas. A interacao
entre os PM e as células da medula 6ssea ocorre principalmente através de comunicacao
positiva e negativa entre moléculas de adesdo, quimiocinas e fatores de crescimento que
suportam a sobrevivéncia e a proliferacdo dos clones malignos (ESTEVE e ROODMAN, 2007,
ANDERSON e CARRASCO, 2011).

Estimulos adicionais, como a hipoxia, resultam na ativacdo do fator induzivel por
hipoxia (HIF-1a) e secre¢do de moléculas proé angiogénicas, como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento
de hepatécitos (HGF), angiopoietina (ANG)-1 e osteopontina (OPN), que podem atuar tanto
como quimiotaticos ou se ligarem aos receptores nas ceélulas endoteliais, promovendo
proliferacdo (HU et al., 2010; KUEHL e BERGSAGEL, 2012).

Além disso, os PM aderem a matrix extracelular através de moléculas, como
fibronectina e colageno tipo | e interagem com células estromais da medula (BMSCs) usando
diferentes complexos moleculares como VLA-4, VCAM, CD38 e ICAM (Figura 8). Todas
essas interagdes suportam a producédo de fatores sollveis que sustentam o crescimento dos PM.
Dentre os principais fatores de crescimento esté a interleucina 6 (IL-6) secretada tanto pelos
PM quanto pelas células estromais da medula éssea, € capaz de promover a proliferacdo de
células  do mieloma e  protege-las da  apoptose (LAUTA, 2011).
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Figura 8. Interacdo entre os plasmécitos malignos (PM) e células estromais da medula no
microambiente tumoral. Anormalidades genéticas alteram a expressdo de moléculas de adesdo nas
células do mieloma, bem como respostas a estimulos de crescimento no microambiente. A parte inicial
da interacdo entre os PM e as células do estroma se da por moléculas de adesdo celular. Essa interacdo
aumenta a producéo de fatores de crescimento, como a interleucina 6 e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), que estimula tanto as células plasmaticas quanto a angiogénese tumoral. H4 também
0 aumento da atividade litica resultante no desbalan¢o da atividade osteoclastos/osteoblastos.
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Fonte: Adaptado de PALUMBO, 2011.

A expressdo e ativagdo de moléculas de adesdo sdo essenciais para mediar as interacfes
celulares. As integrinas, incluindo o VLA-4 (04p1), facilitam a ligacdo das células do mieloma
as células do estroma através da molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1), e as células
extracelulares componentes da matriz tais como fibronectina (KATZETAL et al., 2010).
Fatores de crescimento como 0 TNF-a podem regular expressdao de VLA-4 em células de
mieloma, aumentando o "homing" e a adeséo a fibronectina e células estromais. O CD138, um
marcador de superficie celular comumente usado para identificar os PM é um proteoglicano
responsavel pela ligacéo as proteinas da matriz extracelular, bem como por regular a atividade
da integrina (HIDESHIMA et al., 2001; MORGAN et al., 2007; SHAY, HAZLEHURST e
LYNCH, 2016).
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Além disso, tanto as BMSCs quanto os PM secretam enzimas proteoliticas, as
metaloprotease 1, 2 e 9 que ajudam a remodelar o compartimento extracelular peladegradacgéo
de constituintes principais na membrana basal e matrix extracelular e a migracdo das células
endoteliais (VACCA et al., 1999; SEGARRA et al 2005; COHEN et al., 2014). A interacéo
entre as células MM e endoteliais, além de apoiar 0 processo angiogénico, favorece o retorno
dos PM para a medula 6ssea apoiando sua sobrevivéncia (DE BRUYNE et al., 2006; ABDI,
CHEN e CHANG, 2013).

O MM ativo tem como caracteristica chave a presenca de lesdes 6sseas, que se dao
principalmente pelo desequilibrio entre a atividade de osteoclastos e osteoblastos, suportada
majoritariamente na medula 6ssea (ROODMAN, 2009). Esta claro que a supressdo da atividade
dos osteoblastos é responsavel tanto pelo processo osteolitico quanto pela progressdo da carga
do tumor MM. Sugere-se que 0s mecanismos pelos quais 0s osteoblastos participam na
estimulacdo e sobrevivéncia dos PM relacionam-se com a maior secrecdo de IL-6 e bloqueio a
morte celular programada mediada por TRAIL, pela secrecdo de osteoprotegerina (OPG)
(BARILLE etal., 1995; SHIPMAN, CROUCHER, 2003; KAWANO et al., 2015).

Além disso, os PM interagem com BMSCs e pré-osteoblastos, atraves da ligacdo com a
molécula de adesé@o de células neurais (NCAM), também chamada de CD56, e suprimem a
atividade do principal fator de transcricdo pro-osteoblastogénico, fator de transcricdo
relacionado ao Runt (Runx)-2, levando a uma inibicao da diferenciacdo de osteoblastos (OB) (
ELY, KNOWLES, 2002; GIULIANI et al., 2005). Os PM tém ainda a capacidade de inibir a
diferenciacdo dos OB’s através do bloqueio da ativacdo da via ndo candnica Wnt, mais
precisamente agindo no receptor Wnt-5, ROR-2 e o Dickkopf-1 (DKK1) (TIAN et al., 2003;
GIULIANI, RIZZOLI, ROODMAN, 2006; CAPOCEFALO et al., 2013).

O DKK1 é um inibidor da via de sinalizacdo Whnt, que atua ligando-se a LRP5 / 6,
impedindo a sinalizacdo Wnt e levando a translocagdo da b-catenina para o nucleo (BAFICO
et al., 2001). Seus niveis elevados tanto na medula quanto no sangue periférico mostraram-se
associados a presenca de lesdes 0sseas focais. Estudos demonstraram que o bloqueio de DKK1
e a ativacdo da sinalizacdo Wnt previnem a doenca 6ssea no MM e estdo associados a uma
reducdo na carga tumoral (YACCOBY et al., 2007; EDWARDS et al., 2008). Fulciniti e
colaboradores evidenciaram que anticorpo anti-Dkk1 aumentou a diferenciacdo de osteoblastos
e reduziu a secrecéo de IL-6, in vitro e in vivo aumentou o nimero de osteoblastos (FULCINITI
et al., 2009). QIAN e colaboradores desenvolveram uma vacina de DNA (DKK1-DNA) em
modelo murino de mieloma, MOPC-21, e os resultados mostraram que a vacinacdo ativa
usando a vacina DKK1 ndo s6 foi capaz de proteger os camundongos do desenvolvimento,
mas também foi terapéutica contra 0 MM estabelecido (QIAN et al., 2012).

As células do mieloma também promovem no seu microambiente medular a formacéo

de osteoclastos através da expressdo enddgena do RANKL, do fator de necrose tumoral alfa
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(TNFa) e da proteina inflamatoria macrofagica lalfa (MIP1a) (HAN et al., 2001; FERRUGIA

et al., 2003; HEIDER et al., 2003). O RANKL é um membro da familia do fator de necrose
tumoral (TNF) e desempenha um papel importante da osteoclastogénese implicada na doenca
6ssea no MM, pelo aumento na atividade dos osteoclastos através da ligagdo do RANKL ao seu
receptor, nas células precursoras dos osteoclastos, o que promove sua diferenciacdo pela via da
NF-jB e JunNterminal quinase (ROODMAN, 2009). O envolvimento de RANKL na inibig&o
da apoptose em células de MM foi observada em alguns estudos. O blogueio da forma soltvel
de RANK, expressas apenas por células priméarias de MM, demonstrou modular a perda 6ssea
e a carga tumoral, em modelos MM in vivo (BODY et al., 2006; SCHMIEDEL et al., 2013).
Uma vez gerados, 0s osteoclastos formam um selo de reabsor¢do na superficie da matriz
6ssea mineralizada e degradam o 0sso secretando acido cloridrico e colagenases acidofilicas,
como a catepsina K (CROCKETT etal., 2011). Hipotetiza-se que os PM também podem induzir

3

a destruicdo Ossea diretamente, formando células “semelhantes a osteoclastos” capazes de
reabsorcdo Ossea pelo menos in vitro. Curiosamente, 30% dos nucleos de osteoclastos em
pacientes com mieloma foram identificados como contendo cromossomos transcricionalmente
ativos da origem das células do mieloma, sugerindo que as células do mieloma podem se fundir
com os osteoclastos normais e, potencialmente, influenciar sua funcionalidade (CALVANI et

al., 2005; ANDERSEN et al., 2007).

2.2 Galectinas: mdleculas chave no estudo da glicobiologia

Por muito tempo, as areas de acidos nucléicos, proteinas e lipidios reuniram toda a
atencdo de pesquisadores no mundo. Os carboidratos, porém, apenas recentemente passaram a
receber maior atengdo por meio da expansdo da glicobiologia. A glicobiologia € um ramo da
ciéncia que busca o entendimento das modificacdes moleculares e funcdes provenientes dos
carboidratos e seus conjugados (GHAZARIAN, IDONI, E OPPENHEIMER, 2011). Cada
glicoconjugado é composto por uma porc¢édo de carboidrato (também chamado de glicano), com
tamanhos e complexidades variaveis (WIEDERSCHAIN, 2013). Através da regulacgéo rigidae
acao dinamica de uma variedade de enzimas, glicosiltransferases e glicosidases, a glicosilacdo
é capaz de produzir uma ampla gama de estruturas de glicano, que pode existir livre ou
conjugado a proteinas ou lipidios (FUSTER e ESKO, 2005; VARKI et al., 2015; PINHO e
REIS, 2015).

Os glicanos tém grande impacto na sinalizagédo celular, geralmente estdo associados a
mecanismos celulares que envolvem interacGes célula-célula, célula-matriz extracelular,
resposta imune e transducdo de sinal (MONNEAU; ARENZANA-SEISDEDOS e LORTAT-
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JACOB, 2016; DRAKE, 2015). Estima-se que mais de 50% das proteinas humanas tenham

uma porcdo de carboidratos, e que este processo representa uma das mais importantes
modificagfes pos-traducionais da proteina (CHRISTIANSEN et al., 2014; MUNKLEY e
ELLIOTT, 2016). Sabe-se, porém, que os glicanos apresentam diferentes padrdes nas células
neoplasicas e microambiente tumoral. A glicosilacdo aberrante foi amplamente reconhecida
como uma marca registrada do tecido neopldsico com implicacdo em diferentes etapas da
progressdo tumoral de todas as caracteristicas do cancer (SILVA-FILHO, 2017). Durante a
progressao do cancer, a expressdo de diferentes padrGes de glicosilacdo da superficie celular,
incluindo O-glicanos simples truncados, alteragcGes na ramificacdo de N-glicano, sialilacdo
aumentada e fucosilagdo levam a proliferacdo tumoral, invasdo, transicdo epitelial-
mesenquimal, metastase e angiogénese (SHETA et al.,2016; QIAO et al., 2016; LUCENA et
al., 2016, WU et al., 2016).

Figura 9. Os glicoconjugados contribuem de varias maneiras para os hallmarks cancer e
auxiliam na formacdo de metéstases. Receptores de tirosina quinases (RTKs) sdo ativadas pela
alteracdo da glicosilacdo, pela expressao de gangliosideos e galectinas, levando ao aumento da migracao,
invasdo e proliferacdo de células cancerigenas. Interacdes célula-célula e célula-matriz s8o moduladas
por glicosilacdo, resultando em fendtipos de células cancerigenas migratérias. Proteinas de ligacdo ao
glicano, como siglecs e galectinas, regulam a resposta imune, permitindo a tolerdncia imunoldgica. Os
epitopos de Sialyl Lewis sdo ligantes para selectinas e contribuem para as células cancerigenas e
interacOes endoteliais, facilitando o extravasamento e a formagdo de metéstases.

Ativacio de RTK Imunomodulagdo

. Contribuigdo
Célulatumoral B 4as galectinas
Células do P Fatores de
microambiente crescimentoe
tumoral ... quimiocinas
Matriz Y 4 Glicano
extracelular s s

Disfuncéo de caderina

Metastase

p g ﬁ —3 Biomarcadores

sorolégicos

Ancoragem ao ligante Extravasamento

Modulagdo da interagdo
célula-matriz

Fonte: Rodrigues, 2018.

As células tumorais expressam diferentes subconjuntos de epitopos de glicanos que
podem ser reconhecidos por proteinas ligadoras de carboidratos. As selectinas e seus ligantes,
por exemplo, medeiam um sistema altamente regulado de adesdo celular entre leucécitos e
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células endoteliais vasculares, um processo importante durante a inflamagdo (MARTH,

GREWAL, 2008; ZARBOCK, LEY, MCEVER, 2011), que é utilizado pelas células tumorais
no processo tumoral e de metastizacdo (Figura 9). Além disso, os glicanos também estdo
envolvidos na modulacao da resposta imune com proteinas de ligacdo ao glicano, como siglecs
e galectinas, regulando as principais fungdes das células imunes (MACAULEY, CROCKER,
2014; JOHANNESSEN, LEPENUS, 2017). Como chave na ligacdo ao glicano, as galectinas

desempenham um papel fundamental na modulacao da resposta no contexto tumoral.

Galectinas séo proteinas ligadoras de beta galactosideos e fazem parte da familia das
lectinas que apresentam um dominio conservado de reconhecimento de carboidratos (CRDS),
atualmente existem 15 proteinas pertencentes a essa familia (GORDON-ALONSO, BRUGER
e VAN DER BRUGGEN, 2018). Mesmo sendo a ligacdo a carboidratos o modo de acdo
classico da galectina, elas também podem interagir com outras proteinas de maneira
independente de carboidratos (WELLS e MALLUCCI, 1991). Sao proteinas encontradas no
nacleo, no citoplasma e no espaco extracelular. As galectinas intracelulares presumivelmente
estabelecem interacdes proteina-proteina, enquanto as galectinas extracelulares interagem
principalmente com glicanos que decoram as glicoproteinas (NAGAE e YAMAGUCHI, 2015).
As principais fontes de galectinas extracelulares no céncer sdo mieloides e células
neoplésicas, mas outras células, como células mesenquimais e células linféides, também podem
secretar galectinas (MATARRESE et al., 2005; GIESEKE et al., 2010, RABINOVICH e
TOSCANO, 2015). As galectinas reconhecem varios padrdes de glicano e formam “redes” de
galectina-glicano cuja forca de ligacdo se correlaciona com o numero de interacdes
estabelecidas (GORDON-ALONSO, BRUGER e VAN DER BRUGGEN, 2018).

Em termos estruturais as galectinas podem ser classificadas como diméricas e em
tandem. A galectina-3 é a Unica proteina desta familia que possui um CRD e um dominio
diferente das demais, responsavel por sua forma quimérica. Acredita-se que a pluralidade
estrutural presente neste grupo molecular esta diretamente relacionada a complexidade das
funcdes e informacdo geradas no microambiente celular (Figura 10). As galectinas podem
frequentemente ser moduladores negativos e positivos dos mesmos processos, sugerindo
plasticidade em isoformas, modificacBes pos-translacional e/ou diferencas na localizag&o.

Figura 10. Estrutura das galectinas e sua localizacdo intra e extracelular. (A) As
galectinas diferem entre si devido seu CRD e por seus dominios de ligacdo a outrasmoléculas.
(B) Nas celulas, as galectinas podem se ligar a receptores membranares e a moléculas da matriz,
ocupar o citoplasma e no nucleo podem interagir com ribonucleases (RNP) tudo isso a depender
do estimulo que recebem.
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Fonte: Gonzalez-Sanchez, Nava, 2014.

2.2.1 Galectinas no contexto tumoral

As galectinas se envolvem em interagOes diretas proteina-proteina, influenciando a
sinalizacdo celular, a progressao do ciclo celular e apoptose (LIU et al., 2011). Em consonancia
com essa diversidade funcional, qualquer disfuncdo ou expressdo alterada tem sido
frequentemente associada a diversas doencas, incluindo cancer (BALAN, NANGIA-MAKKER
e RAZ, 2010; GIORDANO, CROCI e RABINOVICH, 2013). Nas ultimas duas décadas, tem-
se mostrado a contribuicdo das galectinas para muitas caracteristicas do cancer, incluindo
sinalizag&o proliferativa sustentada, resisténcia a sinais de morte celular, evaséo de vigilancia
imunoldgica, inducdo de angiogénese e ativacdo do potencial metastatico (LIU e
RABINOVICH, 2005; YANG e RABINOVICH,2008; RABINOVICH e CROCI, 2012).

Esforcos vém sendo feitos para desenvolver terapias direcionadas as galectinas,
variando de ligantes de carboidratos competidores a pequenas moléculas de ligacGes nao-
carboidratos e anticorpos bloqueadores (OBERG, LEFFLER E NILSSON, 2011). No entanto,

para implementar com sucesso esses inibidores em terapias futuras € fundamental identificar
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onde e como se da a expressao destas. No estudo publicado por Thijssen e colaboradores em
2015, foram identificados mais de 200 estudos originais sobre o padrdo de expressédo de
galectinas em pacientes com cancer. A maioria dos estudos (70%) eram focados em galectina-
1 e galectina-3, enquanto tumores do trato digestivo e o sistema reprodutivo foram os tipos mais
estudados, representando pouco mais de 50% (Figura 11).

Figura 11. Andlise da expressdo de Galectinas em diversas neoplasias. A) Apresentacéo de
estudos que analisaram a expressao de galectinas especificas em pacientes com cancer. B) Distribuicéo
de estudos sobre os diferentes sistemas de drgdos e tecidos.
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Fonte: Adaptado de Thijssen et al., 2015.

No tecido hematopoiético, as galectinas desempenham um papel fisiol6gico importante
devido aos seus efeitos pleiotrépicos na medula 6ssea e no microambiente com consequente
associacao clinica (Quadro 2), bem como, na criagdo de interacOes especificas de galectina-
glicano entre as células hematopoiéticas e estromais, sustentando a formagdo de um nicho
microambiental (RABIVINOVICH e VIDAL, 2011).

Quadro 2. Alta expressdo de galectina associadas a caracteristicas clinicas em
oncohematologias.
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Malignidade hematolégica Galectina Funcdo/associado com Referéncia
Tipo Subtipo
Hodgkin Galectina-1 Carga tumoral Ouyang et al, 2013
Aspectos clinicos adversos
N&o Hodgkin Galectina-1 Invasédo Suzuki e Abe, 2014
(LAGC)
Galecina-1 Evasdo imune (ambiente Cedeno-Laurent et al,
(LCCT) tolerogénico Th2) 2012
Linfoma Galectina-3 Protecdo de apoptose Hoyer et al, 2004
(LDGCB, induzida por Fas
LEP)
Galectina-7 Aumento de inducdo de Demers, Magnalo e St-
metastase Pierre, 2005
Baixa sobrevida (modelo
murino)
LCP Galectina-1 Agressividade Storti et al, 2016
LLA pré-B Galectina-3 Resisténcia a droga Fei et al, 2015
LMA Galectina-3 Alta taxa refratéria Cheng et al, 2013
Baixa sobrevida global Gao et al, 2013
Ruvolo et al, 2016
Resisténcia a droga Hu et al, 2015
Galectina-9 Evaséo imune Goncalves et al, 2017
Leucemia Zhou et al, 2011
Galectina-12 Baixa sobrevida global El Leithy et al, 2015
LLC Galectina-1 Estroma pré-tumoral Croaetal, 2013
Galectina-9 Progressdo da doenca Taghiloo et al, 2017
LMC Galectina-1 Resisténcia a droga Luo et al, 2016
Galectina-3 Resisténcia a droga Kobayashi et al,2010
LPA Galectina-3 Baixa sobrevida livre de Gao et al, 2013
recaida
Galectina-1 Agressividade Storti et al, 2016
Mieloma Baixa sobrevida global
L Galectina-3 Pro-tumoral Strutly et al, 2010
maltiplo Galectina-9 Antiproliferativa Kobayashi et al, 2010

Fonte: Adaptado de Gordon-Alonso, Bruger e van der Bruggen, 2018.

Durante o desenvolvimento das células T, no timo, as galectinas-1, -3, -8 e -9 induzem
a apoptose dos timacitos, favorecendo a interacdo entre timaocitos e células epiteliais do timo.
Uma vez na periferia, as galectinas regulam a homeostase das células T. Gal-1 prolonga a
sobrevivéncia de células T virgens, induz a apoptose de Th helper (Th)1 e Th17 e protegem as
células Th2, promovendo a liberacdo de citocinas anti-inflamatorias (interleucina (IL) -4, 1L-5
e IL-10) (ZHU et al., 2005; RABIVINOVICH e VIDAL, 2011). Além disso, a alta expressdo
de Gal-1 se correlaciona com a progressdo da doenca, agressividade e baixa sobrevida na
leucemia linfocitica crénica (LLC) e MM (CROCI et al., 2013; STORTI et al., 2016). Em
ambos os casos, a galectina-1 € secretada pelo estroma tumoral e favorece o crescimento e a
sobrevida do tumor. A galectina-9 interage com sua imunoglobulina de células T receptoras e
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contendo o dominio 3 da mucina (TIM-3) na superficie das células Thl, levando a sua apoptose.
Galectina-1 e -9 induzem a expansdo das células reguladoras FoxP3 + T (Treg).

Na diferenciacdo de células B, a galectina-1 cria uma sinapse entre o receptor das células
pré-B (pré-BCR) nas células pré-B e nas BMSC's, levando a agregacao e sinalizacdopré-BCR
(ELANTAK et al., 2012). Na periferia, a galectina-1 é regulada positivamente em plasmdcitos
pela ativacdo da proteina de maturacgéo induzida por linfocitos B (BLIMP)-1 e, com a galectina-
8, promove a producdo de imunoglobulinas (TSAI et al., 2011). Por outro lado, a galectina-3
intracelular favorece a diferenciacdo em relagéo as células B de memoria. Posteriormente, as
galectinas regulam as funcdes celulares que apresentam antigénio; em particular, a galectina-1
induz o fendtipo tolerogénico de células dendriticas (DC) e a migracdo de macrdofagos para o
fendtipo M2 (STAROSSOM ET AL., 2012) e A galectina-9 estimula as DCs e ativa a
imunidade inata (ANDERSON, 2007). Finalmente, a galectina-3 também esta envolvida na
homeostase dssea. Camundongos deficientes em galectina-3 exibem atividade de osteoclastos
e, in vitro, a galectina-3 interfere na sinaliza¢éo do ativador do receptor do fator nuclear kappa-
B ligante (RANKL) em osteoclastos, reduzindo sua diferenciacéo.

No MM, as galectinas ja se mostraram associadas em multiplos processos bioldgicos e
podem ser um alvo terapéutico atrativo, bloqueando o crescimento tumoral. Anélises de dois
conjuntos de dados independentes de expressdo génica revelaram que o alto nivel de
expressdo do gene da galectina-1 (LGALSL1) em células MM CD138+ estava correlacionado
com reducdo da sobrevida global dos pacientes (GLAVEY et al., 2017; STORTI et al., 2017).
Recentemente, foi publicado que o nivel de galectina-1 no soro de pacientes recém
diagnosticados era significativamente (limitrofe) maior quando comparados com controles
saudaveis, embora sem associacdo com parametros clinicos e sobrevida (ANDERSEN et al.,
2017). Além disso, a galectina-1 foi identificada como uma proteina associada a matriz
extracelular que caracteriza apenas 0 MM e ndo a matriz de pacientes com MGUS ou
controles saudaveis. No mesmo trabalho, Storti e colaboradores mostraram que a supressao de
LGALS1 por um vetor lentiviral sShRNA leva a regulacdo positiva de moléculas anti-
angiogeénicas e negativa de moléculas pro-angiogénicas como a MMP-9.

A galectina-3 é considerada uma proteina pro-angiogénica e pro-metastatica, sua
expressao € variavel tanto em linhagens quanto em células primarias de MM (RABINOVICH
e TOSCANO, 2009). O polissacarideo GCS-100, antagonista de galectina-demonstrou inibir as
respostas as citocinas TNFa, IGF-1 e IL-6 pelas linhagens celulares de mieloma bem como
modifica o ciclo celular pelo acumulo nas fases sub-G1 e G1 e induz a apoptose nas células
(CHAUHAN etal., 2005; STREETLY etal., 2010). Além disso, 0 GCS-100 supera a resisténcia
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ao bortezomibe e aumenta a apoptose induzida por dexametasona (CHAUHAN et al., 2005).

No estudo conduzido por Mirandola e colaboradores utilizando a galectina-3C, uma forma
truncada da galectina-3 que atua como um inibidor negativo foi observado que o mesmo exibiu
modestos efeitos antiproliferativos nas células MM, porém, inibiu a quimiotaxia e a invasdo de
células U266 por meio do fator derivado de células estromais (SDF)-1a. Além disso, galectina-
3C facilitou a atividade do inibidor de prioteossoma, bortezomibe, usado para o tratamento do
MM (MIRANDOLA et al., 2011).

Outra galectina envolvida na patogénese do MM é a galectina-8. Em um estudo
publicado recentemente, Friedel e colaboradores relataram que a galectina-8 esta presente no
soro de cerca de 45% dos pacientes com MM e esta correlacionada com o desfecho dos
pacientes. In vitro as suas isoformas (Gal-8S e Gal-8L) se ligam a células de MM e Gal-8L
induz a adesdo de células a matrix extracelular mais fortemente que Gal-8S tanto em testes
estaticos quanto sob teste de estresse dinamico de cisalhamento, inclusive apds estimulo com
TNF-o (FRIEDEL et al., 2016).

Diferentemente das galectinas vista até entdo, a galectina-9 tem um efeito
antiproliferativo nas células cancerigenas. Nas celulas MM, a inducdo apoptoética por Gal-9 €
mediada pela ativacdo de caspase-3, -8 e -9, além disso, o tratamento com Gal-9 provoca uma
regulacdo positiva de c-Jun e JunD, a fosforilacdo da proteina H2AX e a ativacdo das vias INK
e p38/MAPK que, em conjunto, suportam o processo pré-apoptético (KOBAYASHI et al.,
2010). Além disso, An e colaboradores explorou o papel da galectina-9 na osteoclastogénese e
na imunossupressao no MM. Foi observado que Gal-9 teve efeito apoptotico em células T efeito
sem que houvesse efeito algum nas linhagens de MM. Foi visto também que Gal-9 € expressa
por osteoclastos (OC) maduros, mas ndo por precursores (mondcitos) ou por PM’s.
Posteriormente, o plasma de pacientes com MM bem como da medula éssea mostra niveis
significativamente mais altos de galectina-9, em comparacdo com controles saudaveis (AN et
al., 2016).

Figura 12. Galectinas no microambiente medular do MM. Galectina-1 esté presente na MEC
de pacientes com MM, in vitro induz a secre¢do de moléculas pré-angiogénicas e inibe a producédo de
anti-angiogénicas. A galectina-3C reduz a quimiotaxia e invasdo de células MM e a secregdo de
proteinas pro-angiogénicas. A Gal-8 é produzido por CEs e medeia a adesdo entre PM’s e CEs. A
galectina-9 é secretada pelos COs e pode mediar a inibigdo da atividade das células T.
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Conforme visto, as galectinas tém efeitos pleiotrépicos no microambiente medular,

desempenhando um papel na sobrevivéncia, apoptose, propriedades angiogénicas das células

do MM. Com base nisso, é de extrema importancia o conhecimento acerca da sua expressao

nos pacientes bem como no estudo dos processos guiados por elas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o papel das galectinas 1,3,4,7 e 9 no Mieloma multiplo e sua utilizagdo como

possivel biomarcador clinico.

3.2 Objetivos especificos

o Investigar os niveis plasmaticos e a expressao tecidual de galectinas presentes em
pacientes recém diagnosticados com mieloma mdaltiplo;

o Associar 0s niveis e expressdo das galectinas com os parametros clinicos e laboratoriais
e indicadores de resposta a terapia dos pacientes;

o Caracterizar um modelo celular para expressao de galectinas visando avaliar suas

consequéncias funcionais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo prospectivo.

4.2 Populagéo de estudo

4.2.1 Pacientes
Foram coletadas amostras de 53 pacientes ndo tratados, com suspeita clinica de mieloma

maltiplo por apresentarem pico monoclonal em eletroforese de proteinas e/ou caracteristicas
clinicas como anemia, hipercalcemia, elevacdes de ureia e creatinina sérica, lesdes liticas ou
fraturas patoldgicas. Encaminhados ao ambulatério de Onco- hematologia do Hospital do

Cancer de Pernambuco (HCP) para diagndstico e tratamento.

Dos 53 pacientes coletados entre maio de 2016 a janeiro de 2019, ap6s a revisdo do
diagnostico, 4 pacientes foram excluidos do estudo. Trés por apresentaram tumores nao
hematoldgicos e 1 por falta de amostra suficiente para realizagdo dos testes laboratoriais.
Foram incluidos na nossa coorte 49 pacientes com diagnostico confirmado e apds assinatura

do termo de consentimento livre e esclarecido.

4.2.2 Controles
Foram convidados 31 individuos saudaveis pareados por sexo e idade, que ndo estavam

em uso de medicamentos imunomoduladores, sem historico prévio de cancer e que aceitaram

assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice A).

4.3 Critérios de elegibilidade

4.3.1 Critérios de inclusdo
Para inclus@o no estudo, os pacientes receberam informacdes sobre o projeto e apenas

foram incluidos no trabalho apds a assinatura do termo de consentimento livre (Apéndice B) e
esclarecido, para tal cumpriram os seguintes pré requisitos:

- Maiores que 18 anos;

- Pacientes com gamopatia monoclonal em investigacdo de mieloma maltiplo e/ou com alguma
alteracdo clinica sugestiva de mieloma mdaltiplo;

- Pacientes que tinham condicdes clinicas de serem submetidos a bidpsia de medula 6ssea em
crista iliaca posterior;

- Pacientes virgens de tratamento, excetuando-se uso de corticoide em doses de até 1 mg/kg/dia
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de prednisona ou até 10 mg/dia de dexametasona por menos de 10 dias.

- N&o ter nenhuma alguma outra oncologia associada.

4.4 Captacdo e acompanhamento dos pacientes

Todos os pacientes que preencheram os critérios de inclusdo foram convidados a
participar do estudo. Receberam a orientagéo de que todos os exames e amostras coletados para
0 estudo ja faziam parte dos exames de investigacdo e estadiamento de rotina, € que o
diferencial seria apenas uma quantidade maior de amostras coletadas, além da retirada do
excedente do bloco de parafina das bidpsias de medula dssea para a revisdo dos casos. Apds
assinarem o TCLE tiveram suas amostras coletadas. As informaces clinicas e de tratamento
foram obtidas dos prontuérios para o preenchimento do formulario com dados clinicos e
laboratoriais de rotina de diagnostico e acompanhamento dos pacientes. (Anexo A). Os exames
de controle pds tratamento foram realizados no mesmo momento em que 0s pacientes passavam
pela reavaliacdo na rotina clinica de acompanhamento (entre 4 e 6 meses de tratamento), a
decisdo deste momento ficou exclusivamente a cargo do médico, ndo tendo o estudo qualquer

interferéncia nesta decisao.

4.5 Coleta de amostras biologicas

Nos pacientes com mieloma multiplo e nos controles saudaveis, foram coletados 8 mL
de sangue periférico em tubo com anticoagulante, acido etilenodiamino tetra-acético (BD
Vacutainer®) para realizacdo de ELISA. A biopsia de medula 6ssea foi realizada através da
técnica por puncdo com agulha modelo Jamshidi, em umas das cristas iliacas posteriores, com
expectativa de fragmento 6sseo de pelo menos 1,5 cm, aceitando-se fragmentos menores devido

a fragilidade 0ssea.
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Os fragmentos de medula dssea ap6s coletados foram fixados em formol tamponado,
enviados inicialmente ao servico de patologia do HCP e ap6s processamento padrao, osblocos
de parafina excedentes foram retirados e levados para laboratorio de Imunomodulacéo e Novas
Abordagens Terapéuticas-LINAT para confec¢do de laminas e realizacdo de imunoistoquimica/

imufluorescencia.

4.6 Ensaio imunoadsorvente ligado a enzima (ELISA)

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 obtengdo do plasma
rico em plaguetas. Posteriormente, o plasma foi separado em aliquotas de 1 mL e centrifugado
a 14000 RPM por 10 minutos para obtencdo do plasma pobre em plaquetas (PPP). Foram
feitas aliquotas de 500 pL e congeladas em freezer a — 80°C, até a realizagdo dos testes
laboratoriais. A determinacdo da concentracdo de galectinas no plasma foi feita pela técnica de
ELISA sanduiche utilizando os kits para Gal-1, Gal-3, Gal-4, Gal-7 e Gal-9 humanos (R&D
Systems), seguindo as instru¢des do fabricante. Em linhas gerais o anticorpo de captura foi,
inicialmente, adsorvido na placa de 96 pocos. Depois o0 plasma dos pacientes diluido 2 vezes foi
adicionado, na presenca do antigeno houve a ligacdo ao anticorpo. Por ultimo, um segundo
anticorpo (anticorpo de deteccédo) ligado a enzima foi adicionado. A intensidade de cor gerada
resultante da reacdo foi proporcional a quantidade de antigeno na amostra e a leitura da
absorbancia foi realizada utilizando a leitora de placas Human Reader HS (Human,
Wiesbaden, Germany). A analise foi feita no software GraphPad®Prism (Graphpad Software
Inc, EUA) e as concentragcfes expressas em pg/ml. Os limites minimos de deteccdo para 0s
kits Gal-1, Gal-3, Gal-4, Gal-7 and Gal-9 kits were 150, 31.25, 62.5, 78.12, 46.87 pg / ml,

respectivamente.

4.7 Imunohistoquimica

Foram obtidos cortes histologicos de 3 pum de espessura, dispostos em laminas
adesivas tratadas com organosilano e mantidos em estufa a 60°C por 24 horas seguido de
desparafinizacdo das ldaminas em xilol em estufa a 60°C por 1 hora, hidratacdo em gradiente de
alcool (100%, 95%, 70% e 50%) por 5 minutos cada e agua corrente pelo mesmo tempo. A
recuperacdo antigénica foi realizada em banho maria a 96°C por 20 minutos em Target
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Retrieval Solution, High pH 9 (Dako) 10mM, pH 7. O bloqueio de peroxidases endogenas foi
feito com Dual endogenous enzyme block (kit Dako envision duoflex) por 10 minutos e o
bloqueio de sitios inespecificos com PBS/BSA por 1 hora. Para a marcacéo foi adicionado o
anticorpo primario monoclonal anti-galectina 9 (1:100), diluido em PBS por 1h. Como
anticorpo secundario foi usado Dako Envision Duoflex-HRP por igual tempo. Apos serem
lavadas novamente com PBS, foi adicionado DAB por 5 minutos. A contra coloracgéo foi feita
com hematoxilina e a desidratacdo das laminas em sucessivos banhos em alcool de diferentes
concentragdes. Por ultimo, as laminas foram montadas com Entellan (Merck) e analisadas no
microscopio de fluorescéncia Eclipse Ts2 Nikkon. Como controles negativo e positivo foram

usados cortes de tecino renal.

4.8 Cultura de células

Para avaliacdo nos modelos celulares, foi usada a linhagem de mieloma multiplo,
MM.1S. A referida linhagem foi obtida da American Type Cell Culture (ATCC, USA)
mantida em estufa a 37°C contendo 5% de CO2 cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco),
suplementada com L-Glutamina, 10% de Soro Bovino Fetal (Lonza), 10mM de HEPES
(Gibco) e 200U/mL de Penicilina/Estreptomicina (Gibco). A linhagem de estroma medular,
HS-5, foi cultivada em iguais condigdes. O crescimento celular foi acompanhado diariamente
com a utilizacdo de microscopio invertido e a troca de meio realizada sempre que necessario

para manter a viabilidade das células. As células foram negativas para o teste de micoplasma.

4.9 Avaliacao dos niveis de galectina soltvel
Para avaliagdo dos niveis de Gal-9 soluvel, as linhagens HS-5 e MM1-S foram cultivadas

e plaqueadas 1x10° células em placa de 6 pocos. Apos 24 horas, as células MM foram
adicionadas as células HS-5 na condicdo de cocultivo. Para a condigdo de meio condicionado
foi utilizado meio de 72 horas de exposi¢édo da linhagem MM1-S e adicionadas ao poco
contendo células HS-5 e virce versa. Foram retiradas aliquotas de 500ul de cada condi¢do nos
tempos de 2,4,6,12,24,48 e 72 horas para avaliagdo dos niveis de Gal-9 soluvel pela técina de
ELISA sanduiche.

4.10 Citometria de fluxo

Para marcacdo de Gal-9 na superficie celular as células foram coletadas dos pogos

apos 48 e 72 horas de cultura. A linhagem estromal foi deaderida do po¢o com uso de tripsina
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0.5% + Edta 1mM. As células foram entdo lavadas duas vezes com solugédo salina tamponada
com fosfato (PBS) o pellet celular foi ressuspendido e PBS e dividido em dois tubos de
poliestireno (controle sem marcacdo e marcado). Em seguida, as células foram incubadas com
anticorpo anti-galectina-9 humana conjugada a ficoeritrina (PE) (BioLegend, San Diego, CA,
EUA) por 30 minutos a 37°C Para as condi¢des que continham a linhagem MM-1S foi feita
marcacdo com antiCD-38 PE-Cy5 (BioLegend, San Diego, CA, EUA). Os dados foram
adiquiridos em um citémetro de fluxo (FACSAria Il; BD Biosciences).

Em seguida, foram realizadas 2 lavagens consecutivas com PBS. Para marcagédo
intracelular forma adicionados 2 mL do reagente Fixation/Permeabilization (eBiosciense) por
40 minutos a 37°C  Passado o tempo da incubagéo as células foram lavadas duas vezes com
permeabilization buffer (eBiosciense) e marcadas nas mesmas condi¢fes anteriormentes
descritas. ApoOs a incubacdo, foi realizada uma ultima etapa de lavagem, em seguida foi
realizada a aquisicdo no citdmetro de fluxo. Os dados foram analisados usando o software
FlowJo (TreeStar).

4.11 Anaélise estatistica

Todas as variaveis foram analisadas em termos de normalidade, usando o teste de
normalidade de D"Agostino e Omnibus Pearson. A analise estatistica foi realizada usando o
GraphPad®Prism6 (Graphpad Software Inc., EUA). As varidveis continuas foram
comparadas com teste ndo paramétrico de MannWhitney U-test. Os dados quantitativos serdo
apresentados como mediana, minimo e méaxima. As variaveis categoricas foram apresentadas
em numero (N) e percentual (%) e analisadas pelo teste do Chi-quadrado. A correlagéo entre
variaveis foi determinada calculando o coeficiente de correlagdo de Spearman, foi
considerada uma correlagdo fraca com r < a 0,5; correlacdo moderada entre 0.5 a 0.7,
correlacdo forte 0.7 a 0.9 e acima de 0.9 muito forte. As comparagdes estatisticas entre
pacientes e individuos controles saudaveis foram realizadas pelo teste T ndo paramétrico

(Wilcoxon). Valores considerados significativos, p< 0,05.

4.12 Considerac0es éticas

Os protocolos estabelecidos foram enviados aos Comités de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos dos centros participantes: HCP e UFPE, bem como o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido do Protocolo de Pesquisa, respeitando os aspectos éticos e legais vigentes,



de acordo com a Resolucdo 466/2012. Numero do parecer: 2.177.317 (Anexo B).
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5 RESULTADOS

CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS

Dos 49 casos incluidos no estudo, houve leve predominancia do sexo
masculino (57,1%), sendo 28 homens e 21 mulheres, desses, 67,3% se autodeclaravam
pardos (33/49), 20,4% negros (10/49) e 12,2% brancos (6/49). A mediana de idade foi
de 60 anos, variando de 39 a 85 anos. O intervalo em meses referido entre surgimento
de algum sintoma e o diagnostico, variou de 1 a 36 meses, com mediana de 6 meses. O
sintoma mais frequentemente reportado foi dor Gssea, presente em 100% dos pacientes
no momento do diagndstico, seguido de fraqueza (40/48, 83,3%). Fraturas patoldgicas
ja estavam presentes em 56,3% (27/48) dos pacientes. O relato de infeccdes por
repeticéo esteve presente em 23,4% dos casos (11/47) e 42,6% (20/47) relataram perda
de peso.

Utilizando-se os valores de classificagdo segundo os critérios de estadiamento
de Durie- Salmon (DS), a maioria dos pacientes estavam entre os estadios mais
avancados: I11A ou IlIB, 66% (31/47) e 23,4% (11/47), respectivamente. J& em relacao
ao International Staging System- ISS, dentre os 45 pacientes passiveis de calculo
(valores de B2 microglobulina), a distribuigdo foi a seguinte: ISS1- 12 casos (26,7%),
ISS2- 11 casos (24,4%) e 1SS3- 22 casos (48,9%). Os pacientes que possuiam
imunufixacao sérica (34) tiveram seu perfil de subtipos distribuidos da seguinte forma:
IgG Kappa correspondendo a 41,2%, seguido de cadeia leve isolada (kappa ou lambda e
IgA Kappa 17,6% cada. Os demais dados estdo descritos na tabela 2.

Dos que possuiam dados laboratoriais descritos nos prontuérios, 30,6%
pacientes apresentava alteracdo de funcéo renal (15/49). Dos 45 pacientes com dados
sobre célcio sérico, 13,3% (6) apresentaram-se com hipercalcemia (célcio sérico >
12mg/dL), e 51,1% dos casos ja tinham algum grau de anemia (24/47) (Hemoglobina
<10 g/dL). Os valores de hemoglobina variaram de 5,6 a 17,5 g/dL, com mediana de
10,1 g/dL. A dosagem de beta2 microglobulina esteve aumentada em 85,4% (35/41)
(VR: 2000 ng/mL) dos pacientes. A mediana dos niveis de beta2 microglobulina foi de
4482 ng/mL (1438 a 20.000 ng/mL. A quantificacdo de plasmdcitos através da
contagem em aspirado de medula dssea apresentou como principal dificuldade um
grande numero de aspirados hemodiluidos, com contagem variando de 0-96% de
plasmdcitos (mediana = 16 plasmocitos/250 células contadas). No grupo com contagem
abaixo de 10%, que excluiria o diagnéstico de mieloma maultiplo, havia a positividade
através da quantificacdo de plasmdcitos em bidpsia de medula dssea. Quanto a presenca
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ou ndo de plasmocitoma 66% dos casos possuiam (31/47), todos acometendo tecido

0sseo.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes com MM.

. Patients
Clinical and laboratory features (n = 49)
No.

Sex \

Female 21 42.9

Male 28 57.1
Death

No 36 26.5

Yes 13 735
Renal Function

No 34 69.4

Yes 15 30.6
Hypercalcemia

No 38 80.9

Yes 9 19.1
Anemia

No 22 45.8

Yes 26 54.2
Plasmocytoma

No 16 34.0

Yes 31 66.0
Bone Fracture

No 21 43.8

Yes 27 56.3
Weakness

No 8 16.7

Yes 40 83.3
Weight loss

No 27 57.4

Yes 20 42.6
Recurrent Infection

No 36 76.6

Yes 11 234
Gamma monoclonal peak

No 6 13.3

Yes 39 86.7
Bone marrow biopsy, >10% plasmocytes

Negative 7 15.9

Positive 37 84.1
Durie Salmon *

1A 2 4.3

A 3 6.4

A 31 66.0

"B 11 234
ISS

| 12 26.7

1| 11 24.4

" 22 48.9

Seric Immunofictation

1gG Kappa

1gG Lambda

IgA Kappa

IgA Lambda

Free light chain (Kappa or
Lambda)

IgM Kappa

Age (years), median

Interval

Time for symptoms (months),
median

Interval

Hemoglobin (g/dL), median
Interval

Hematocrit (%), median
Interval

Platelets (x10%/L), median
Interval

LDH (U/L), median

Interval

Urea (mg/dL), median
Interval

Creatinine (mg/dL), median
Interval

Seric calcium (mg/dL), median
Interval

Seric albumin (g/dL), median
Interval

Total protein (g/dL), median
Interval
Beta-2-microglobulin (ng/mL),
median

Interval

Plasmocytes in mielogram (%),
median

Interval

14 41.2
2 6.0
6 17.6
5 14.6
6 17.6
1 3.0

60
39.0-85.0

6.0

1.0-36.0
10.1
56-175
30.2
16.7 -59.7
228.5
33.9-660.0
185.0
83.6 —446.0
39.5
12.0-222.0
1.0
0.45-22.3
9.75
5.19-14.27
3.5
2.10-5.30
8.05
3.31-145

4,482.0
1,438.0 — 20,000.0
16.0
0.0 —96.0
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AVALIACAO DOS NIVEIS PLASMATICOS DE GALECTINAS

A andlise plasmatica dos niveis das galectinas 1 [1,1650 (150-55,550) pg/ml] e 4 [7,79.25
(62.5-3,404.25) pg/ml] nos pacientes ndo evidenciou diferencas estatisticas quando comparadas
a individuos saudaveis de mesmo sexo e média de idade (Figura 13). Mediana, maxima e minima
dos controles: [ 7,600(150-45,350) pg/ml] e [955.5 (366.75-2,729.25) pg/ml], respectivamente.

Figura 13. Expressdo das galectinas 1 e 4 em plasma de pacientes diagnosticados
com MM e de individuos saudaveis pareados por sexo e idade. A comparacao foi feita
utilizando os valores da concentragdo plasmatica segundo o kit de ELISA para galectinas, 0s
valores sdo dados em pg/mL e os graficos foram gerados pelo software GraphPad®Prismeé.
MM= pacientes de mieloma matiplo. CG= grupo controle.
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A andlise dos niveis das galectinas 3, 7 e 9 evidenciou valores
plasmaéticos elevados quando comparadas a individuos saudaveis de mesmo sexo e
média de idade, valor de [2501 (352-8252) pg/ml], [3,846 (156.25-30,606) pg/ml] e [4,939
(2,144-18,152) pg/ml], respectivamente (Figura 14). Mediana, maxima e minima dos
controles para galectina 3 de: [1,741.33 (118-5,364.66) pg/ml], galectina 7 [1,086 (78.12-
21,726) pg/ml e galectina 9 [2,454 (1,429-5,019) pg/ml] . Essa maior expressao mostrou-se
estatisticamente significativa com valores de p=0,0214 para Gal-3, p= 0.0239 para Gal-
7 e p=p<0,0001 para Gal-9.

Figura 14. Expressdo das galectinas 3, 7 e 9 em plasma de pacientes diagnosticados
com MM e de individuos saudaveis pareados por sexo e idade. A comparacdo foi feita
utilizando os valores da concentragdo plasmatica segundo o kit de ELISA para galectinas, 0s
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valores sdo dados em pg/mL e os graficos foram gerados pelo software GraphPad®Prismeé.
MM-= pacientes de mieloma matiplo. CG= grupo controle.
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Na andlise de correlacdo dos niveis das galectinas com os dados laboratoriais
dos pacientes, tais como hemoglobina, célcio corrigido, hematdcrito, ureia e creatinina,
ndo foi possivel encontrar correlagdo para as galectinas 1 e 3. J& a galectina 4 apresentou
correlagdo positiva com o0s niveis de creatinina e correlacdo negativa com os valores de
hemoglobina (Figura 15) No caso da galectina 7, houve correlacdo positiva moderada
para os valores de ureia, creatinina, VSH e B2 microglobulina (Figura 16), ou seja,
valores altos na expressdo de galectina 7, correlacionam-se com maiores valores dos
respectivos parametros analisados. Foi possivel ver ainda uma correlacdo negativa fraca

entre 0s niveis de hemoglobina e hematocrito, porém, com p estatisticamente
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significativo p=0.02 e p=0.016, respectivamente (Figura 17).
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Figura 15. Andlise das correlacfes entre os niveis plasmaticos de

galectina 4 e paradmetros bioquimicos dos pacientes com MM. Foi possivel

observar correlacdo positiva entre os niveis plasmaticos de Gal-7 e Creatinina (A) e

negativo com os niveis de hemoglobina (B).
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Figura 16. Analise das correlacGes entre os niveis plasmaticos de galectina 7 e
parametros bioquimicos dos pacientes com MM. Foi possivel observar correlacdo
positiva entre os niveis plasmaticos de Gal-7 e Ureia (A), Creatinina (B), VSH (C),
B2 microglobulina (D). Além de correlacdes negativas ou seja, valores plasmaticos
altos de galectina 7, correlacionam-se com menores valores de hemoglobina (E) e

hematocrito (F).
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Correlacg0es estatisticamente significantes também foram encontradas associadas

aos niveis de galectina 9. As correlagcbes negativas estiveram presentes quanto

associadas a hemoglobina, DHL e calcio corrigido. E correlacdo positiva foi observada

com niveis de ureia (Figura 17).

Figura 17. Analise das correlagdes entre os niveis plasmaticos de galectina 9 e
parametros bioquimicos dos pacientes. Foi possivel observar correlacdo negativa entre 0s
niveis plasmaticos de Gal-9 e hemoglobina (A), DHL (B) e calcio corrigido (C). E
correlagéo positiva com uréia (E).
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Os dados clinicos categoricos, a saber: dor 0ssea, presenca de fatura patologica,
hipercalcemia, anemia, alteracdo da funcéo renal, presenca de plasmocitoma e perda de
peso foram avaliados por meio do teste de Fischer. Os valores absolutos encontrados,
mediana e p valor estdo apresentados na tabela 3. A presenca de alteracdo renal esteve
associada aos niveis de Gal- 4; 7 e 9), com valores de p= 0.0016, 0.001 e 0.02,
respectivamente. Outro dado interessante, € que foi possivel ver associacdo estatisticas
entre os niveis da galectina 9 e os estadios mais avancados da doenca, tanto de acordo
com Durie- Salmon (p=0.005) quanto no ISS (p= 0,016).
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As variaveis continuas foram avaliadas e apresentadas na Tabela 4.



Features

Weight loss

P value
Bone Fracture

P value
Hypercalcemia

P value
Renal
Function
P value
Anemia

P value

Plasmocytome

P value
ISS

P value
Durie-Salmon

P value
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Tabela 3. Associagcdo com os niveis plasmaticos das galectinas com as
variaveis categdricas dos pacientes de MM. Os valores estatisticamente
significativos estdo marcados em negrito.

Yes
No

Yes
No

Yes
No

Yes
No

Yes
No

Yes
No
I
i
1A
A
i

20
27

27
21

15
34

26
22

31
16

12
11
22

Gall

Gal 3

Median
12,750.0
11,200.0
0.537
12,050.0
10,600.0
0.625
15,950.0
9,050.0
0.432
12,450.0
9,950.0
0.099
12,200.0
8,050.0
0.432
12,150.0
10,550.0
0.513
9,950.0
7,750.0
13,550.0
0.323
5,500.0
6,950.0
10,550.0

19,550.0

0.039

Median
2,179.0
2,501.0
0.841
2,653.5
2,179.0
0.127
2,369.0
2,501.0
0.945
1,838.0
2,561.0
0.238
1,952.0
3,051.0
0.08
2,763.5
2,226.0
0.292
2,916.0
2,888.5
2,226.0
0.750
2,776.0
1,117.0
2,671.0

2,089.0

0.271

Gal 4
Median
835.5
756.75

0.639
779.25
831.75

0.761
1,754.25
741.75

0.101
1,379.0
708.0

0.016
944.25
704.25

0.07

756.75
910.5

0.449
715.5
636.75
989.25

0.097
464.25
1,379.25
741.75

2,129.25

0.114

Gal7
Median
6,996.0
3,306.0

0.188
3,006.0
7,026.0

0.486
19,266.0
3.276.0

0.606
12,486.0
1,086.0

0.001
6,336.0
2,346.0

0.151
3,186.0
7,206.0

0.631
2,346.0
156.25
7.866.0

0.060
1,341.125
12,486.0
2,436.0

14,286.0

0.023

Gal9

Median
5,986.5
4,129.0

4,939.0
4,819.0

5,519.0
4,779.0

5,734.0
4,606.5

5,374.0
4,769.0

4,939.0
4,999.0

3,881.5
4,939.0
5,626.5

3,379.0
3,424.0
4,819.0

6,219.0

0.013

0.971

0.184

0.024

0.141

0.917

0.016

0.05



Features

Hb median
interval

P value

Ht median
Interval

P value
Platelets
(10°/L)
Interval

P value
Urea
Interval

P value
Creatinine
Interval

P value
Corrected
calcium
interval

P value
Albumin
Interval

P value
Total protein
Interval

P value
DHL
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Tabela 4. Associacdo com os niveis plasmaticos das galectinas com os dados clinicos pacientes de MM. Os valores estatisticamente significativos
estdo marcados em negrito.

Gal 1
<=Q50
10.6
6.6-17.5
0.182
31.55
20-60
0.211
220.0

148-625

0.979

37
12-117
0.209
0.855
0.45-3.43

0.022
10.46

8-13.56

0.704
3.38
2.1-53
0.797

8.6
4.39-14.0

0.692
183

>Q50
8.8
5.6-17.5

26.8
17-44

2315
33.9-468.2
48

18-222
1.13
0.59-22.3
9.94
8.79-14.8
35
2.3-4.4
7.65

3.31-145

193

Gal3
<=Q50
9.9
5.6-17.5
0.333
27.65
17-60
0.074
223.0

33.9-625.0

0.285

41
12-222
0.352

1.0
0.45-22.3

0.883
9.94

8-14.74

0.835
3.485
2.1-53
0.253
8.65
3.31-14.0

0.568
1735

>Q50
10.8
6.8-16.10

32.5
22-48

240.0
99-660.0
38
18-117
0.965
0.59-3.43
10.25
8-14.8
3.6
2.7-4.6
7.95

4.39-14.5

193

Gal 4
<=Q50
11.6
8.1-175
0.007
35.45
24-60
0.005
220.5

33.9-
625.0
0.458
37
18-117
0.252
0.8
0.59-
3.43
0.002
10.2

9.0-14.8

0.989
3.68
2.91-53
0.063
7.3
3.31-
145
0.139
163

>Q50
8.15
5.6-17.5

24.15
17-48

232.0
56.0-468.2
52
12-222
1.13
0.45-22.3
10.6
8.0-14.74
3.24
2.1-4.6
8.9

4.39-14.0

187

Gal 7
<=Q50
11.2
6.6-17.5
0.047
34
20-60
0.027
248.5

162.0-
625.0
0.564

37

23-96
0.024
0.76
0.45-2.49

<0.0001
10.3

9.02-
13.88
0.852

3.3
2.1-53
0.692

8.9
4.39-14.5

0.926
183

>Q50
8.0
5.6-14.3

24.35
17-44

235.0
56.0-359.3
61

26-222
2.08
0.8-22.3
10.32
8.21-14.74
3.4
2.2-4.2
8.65

6.0-11.9

184

Gal 9
<=Q50
11.6
6.6-17.5
0.037
35.2
20-60
0.011
223.0

33.9-
516.0
0.427
36.5
12-86
0.012
0.83
0.45-5.0

0.009
9.58

8.0-12.6

0.019
3.61
2.1-53
0.432
7.75
3.31-
145
0.645
184

>Q50
8.85
5.6-17.5

26.3
17-44

235.0

56.0-
660.0

56
26-222

1.09
0.59-22.3

10.63

8.0-14.8

3.4
2.2-4.4

8.2
5.4-11.9

186
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0.264
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0.259
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0.599
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19
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121-446
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0-82
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0-96
0.437

121-446
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0.343
2,916.5

1,438-
12,900
0.001
14

0-96
0.178

121-446

6,060

1,674-
20,000

24

0-87



Visto que os niveis plasmaticos de Gal-9 foram mais mais altos em pacientes
com MM, decidimos avaliar os parametros de acuracia em nossa coorte Na analise da
area sobre a curva (AUC, area under curve) foi encontrada valores com significancia
estatistica de acordo com o nivel de sensibilidade e especificidade. Os valor de corte de
Gal-9 usado para distinguir pacientes com e sem MM foi de <2835 pg/ml e
correspondeu a uma sensibilidade de 80.65%, especificidade de 93.88% e LR: 13.17
(Figura 3).

Figura 18. Receiver Operating Characteristic (ROC) para a capacidade de
Gal-9 para distinguir pacientes com MM.
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Analise da sobrevida global

Em nossa coorte, 13 pacientes vieram a Obito durante o estudo. A analise de
sobrevida evidenciou que a expressdo de GAL-9 alta em pacientes (>Q50) foi
significativamente associada com diminui¢do da sobrevida global (OS) (p= 0,016). A
mediana em dias para 0s pacientes que tinham niveis mais baixos de Gal-9 foi de 653
engquanto os que tinham niveis elavados foi de 899 dias ( Figura 4).
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Figura 19. Avalia¢éo do tempo de sobrevida global.

Fungdes de sobrevivéncia

10 GAL9_Q50
] 1,00
L o
{ 00-censurado
08 ——1,00-censurado
2
=
3
§ 08 1
[ &) T
o
o
L5
c
2 04
=
2
o
=}
w
0.2
00
00 200,00 400,00 600,00 500,00 1000,00
0S_time
Médias e medianas para tempo de sobrevivéncia
Média® Mediana
Intervalo de confianga de 95% Intervalo de confianga de 95%
Limite Limite
GALI 050 Estimativa  Erro Erro - Limite inferior superior Estimativa  Erro Erro Limnite inferior superior
00 280 760 54,408 Te3 N 1006,399
1,00 653,561 86,266 454 480 822643
Geral 780,092 53,470 675292 884 893

a. A estimagdo estara limitada ao maior tempo de sobrevivéncia se for censurada.

Avaliacdo na expressédo de Gal-9 em tecido
A expressdo de Gal-9 foi realizada em secfes de medula Ossea ou

plasmocitoma de pacientes com mieloma (10) e investigada por imunohistoquimica. A
analise dos cortes mostrou que a expressao de Gal-9 é heterogénea, independentemente
do estédgio da doenca. Alguns pacientes apresentam forte marcacéo para Gal-9 (A e B),
enquanto outros tem marcacao intermediaria (C e D) e em outros marcag6es fracas (E e

F) (Figura 5). Tecido renal normal foram usados como controles positivo (G) e negativo

(H).



Figura 20. Analises de expressdo de Gal-9 em tecido de pacientes com MM.
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Ensaios in vitro

O segundo momento do nosso estudo, consistiu na intervengdo in vitro em
linhagem representativa de MM. Para tal, inicialmente foi feito a analise basal dos
niveis de Gal -9 soluvel pela técnica de ELISA nas linhagens MM-1S cocultivada ou ndo
com a linhagem estromal HS-5 em diferentes tempos. Nenhuma condigado experimental
teve niveis de expressdo quantificavel segundo o limite do kit, ndo sendo possivel
detectar Gal-9 no experimento (dados ndo mostrados). Diante disso, avaliamos a
marcacdo tanto de superficie quanto intracelular de Gal-9 por citometria de fluxo. A
analise da expressdo ndo revelou expressdo de Gal-9 na superficie ( dados ndo
mostrados) e nem diferenca na quantidade de marcacdo intracelular em nenhuma das
condi¢des de estudo (Figura 6). Avaliando a média de fluorescéncia, parece haver uma

maior expressdo na linhagem HS-5 cultivada com meio condicionado de MM1-S (F).

Figura 21. Analises de expressdo intracelular de Gal-9 em células estromais
cultivadas sozinhas (A) com meio condicionado (B), células de mieloma cultivadas
sozinhas (C) com meio condicionado (D) e em cocultivo (E). Os valores da tabela
dizem respeito a média de intensidade de fluorescéncia. (F) Grafico representativo das
médias de fluorescéncia (MFI) de todas condicGes experimentais.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo foi o primeiro a avaliar e correlacionar os niveis plasmaticos
de galectinas em pacientes brasileiros com mieloma multiplo. Para realizar este estudo,
foi estabelecida uma coorte. O MM é uma doenca heterogénea com caracteristicas
clinicas e bioldgicas distintas. Aliado a isso, nossa diversidade genética, baixo nivel
socioecondmico e dificuldade de acesso aos servicos de satde tornam mais complexo o
perfil clinico dos pacientes. A caracterizagdo da populacdo estudada é essencial e
desafiadora, principalmente quando se trata de uma doenca em idosos. Os idosos
representam um grupo com escassez de dados clinicos que resulta em monitoramento e
gerenciamento ineficientes (WILLAN et al.,2016).

Os pacientes analisados em nossa coorte tinham mediana de idade de 60 anos
com predominio do sexo masculino. Varios estudos publicados com perfis
epidemiologicos de pacientes em diferentes lugares ao redor do mundo mostram que o
MM afeta idosos com idade média de 70 anos (PALUMBO,2011; KNAUF et al., 2018;
TANG et al.,2018). No Brasil, entretanto, a doenga parece se manifestar mais
precocemente, segundo Hungria e colaboradores em estudo realizado em 2008
(HUNGRIA et al., 2008) com 1.112 pacientes, a mediana de idade ao diagndstico foi de
60 anos. Ainda de acordo com o estudo, houve um ligeiro predominio do sexo
masculino, maior incidéncia de imunoglobulina do tipo 1gG e o diagnostico feito em
estagios avancados da doenca. Todos esses dados corroboram o que encontramos em
nossa coorte (HUNGRIA et al., 2008; TODARO et al., 2011).

Semelhante aos dados publicados por Hungria e colaboradores (2008), em que a
maioria dos pacientes se encontrava em estagio avancado no momento do diagndstico
(ISS1: 6,4% 2: 17,1% e 3: 76,5%), em nossa série houve também uma predominancia
de ISS3. O grande nimero de pacientes em estagios avancados da doenca pode ser
explicado, principalmente, pela dificuldade de acesso ao sistema de salde e pelo
diagndstico tardio. Em pesquisa realizada em 2017 pela Associacdo Brasileira de
Linfoma e Leucemia (ABRALE) com 200 pacientes com MM de todo o Brasil, mostrou
que 29% deles demoraram mais de 1 ano para receber o diagndstico, 44% tiveram
dificuldade para receber. desse diagnostico, 20% tinham diagnéstico inconclusivo e
37% tinham varios médicos para finalmente serem diagnosticados (Ministério da Saude
- Sistema de Informag0es sobre Mortalidade (SIM / SUS).

O sintoma mais comumente relatado em nossos pacientes foi dor 6ssea presente
em todos os pacientes, dos quais mais da metade ja apresentava fraturas. De acordo com

a literatura, mais de 80% dos pacientes com MM sofrem destruicdo 0ssea, 0 que reduz
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muito sua qualidade de vida e tem um sério impacto negativo na sobrevida (VALLET et
al.,2018). A regulacdo da formacdo Ossea estd fortemente comprometida em pacientes
com mieloma, com inibigdo da diferenciagdo dos osteoblastos maduros e alta atividade
dos osteoclastos (LIU et al.,2020). Na maioria dos pacientes, isso resulta em doenca
Ossea associada ao mieloma, com impacto direto na qualidade de vida e influéncia
negativa na progresséo da doenca (PANARONI et al.,2017).

As galectinas participam de varios processos durante a linfopoiese e sdo capazes
de mediar as interacdes entre as células hematopoéticas e do estroma na medula 6ssea
(PENA et al., 2014). Nossa analise mostrou um aumento nos niveis de galectina 3 no
plasma dos pacientes. Galectina 3 (Gal-3) é o membro das galectinas mais comumente
estudado na maioria dos canceres. A primeira associacdo dos valores séricos de Gal-3
no MM foi feita em 2016 para investigar uma inter-relacdo entre seus niveis, taxa de
sobrevida em um ano e eventos cardiovasculares em individuos com mieloma maltiplo
tratados com estatinas. O efeito hipolipemiante em usuérios de estatina foi associado a
um declinio no nivel sérico de Gal-3, enquanto no grupo sem estatina ndo houve
resposta semelhante (SAMURA,2016).

No MM a expressdo de Gal-3 in vitro parece estar relacionada a maior
agressividade, invasao e resisténcia. O primeiro estudo funcional publicado combinando
galectinas e MM data de 2005. Nesse estudo, Chauhan e colegas trataram diferentes
linhas de células de MM com um inibidor Gal-3, GCS-100. O tratamento induziu
apoptose em todos, incluindo aqueles resistentes a dexametasona, melfalan e
doxorrubicina. Nas células purificadas dos pacientes, os resultados foram semelhantes.
O GCS-100 foi capaz de inibir o crescimento das células MM, bloguear a migracao
induzida pelo fator de crescimento endotelial vascular e induzir a apoptose pela ativacao
da caspase-8 e caspase-3 seguida pela clivagem proteolitica da enzima poli (ADP-
ribose) polimerase (CHAUHAN et al., 2005). Nossos dados ndo mostraram associagao
dos niveis de Gal-3 com os marcadores mais agressivos da doenca.

Em nossa analise, ndo foi observado diferenca estatistica entre os niveis de Gal-1
e Gal-4 de pacientes e doadores. Esses dados estdo de acordo com o estudo de Andersen
e colaboradores (2017) [20] em que os niveis séricos de Gal-1 ndo estavam elevados em
pacientes com MM (n = 102) no momento do diagnostico em comparagdo com
doadores saudaveis. Os niveis de Gal-1 ndo mostraram associagdo com angiogénese da
medula Ossea, parametros clinico-patoldgicos, sobrevida global ou resposta ao
tratamento. Recentemente, um estudo publicado mostrou que um baixo nivel de

expressao da galectina-1 in vitro potencializa a funcdo de reabsorcédo 0ssea. Além disso,
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a auséncia total de Gal-1 no microambiente Gsseo permite 0 desenvolvimento mais
rapido de doencas 6sseas no MM, apoiando um papel do gal-1 no microambiente da
medula 6ssea (MULLER et al., 2019).

Galectina-4, que tem sido associada ao desenvolvimento e progressao em muitos
tipos de cancer. A expressao mais baixa de Gal-4 em células de cancer colorretal (CRC)
pode induzir o aumento da proliferacdo, migragédo e motilidade celular. A galectina-4
inibiu a tumorigénese das células CRC através da via de sinalizagdo Wnt / B-catenina e
da via de sinalizacdo IL-6 / NF-xB / STAT3 (SATELLI et al., 2011; KIM et al., 2013).
No cancer de pulméo e gastrico, a expressdo de alto nivel de galectina-4 demonstrou ser
um preditor independente para metastases e correlacionada com resultados clinicos
ruins (HAYASHI et al., 2013; HIPPO et al., 2001). A galectina-4 atua como um
supressor de tumor em CRC, cancer pancreatico, cancer hepatocelular e carcinoides
ileais, enquanto a galectina-4 funciona como um promotor de tumor no cancer de
pulmao e gastrico.

O nivel de circulacdo de galectina-4 no soro foi significativamente maior em
pacientes com céncer de célon, hepatocelular e de mama, em particular, aqueles com
metastase (KIM et al., 2013; BARROW et al., 2011; BARROW et al., 2013; CAl et al;.
2014). Gal-4 promove a adesdo de células cancerosas as células endoteliais vasculares
por interacdo com o dissacarideo Thomsen-Friedenreich (TF) em MUC1 associado ao
cancer (BARROW et al., 2011). Além disso, a interacdo de Gal-4 com o endotélio
vascular contribui para o aumento do nivel de circulacdo de algumas citocinas e
quimiocinas, incluindo proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1), fator
estimulador de colbnia de granuldcitos (G-CSF) e IL-6 (CHEN et al;. 2014). Varios
estudos mostram que a IL-6 desempenha um papel importante na patogénese do MM.
As células MM ativam a via de sinalizacdo NF-kB aderindo diretamente as células do
estroma da medula 6ssea e liberam interleucina IL-6 que pode promover a proliferacéo
e migracdo de células MM (LIU et al, 2020). Essa interacdo Gal-4 / IL-6 pode explicar a
correlacdo dos niveis de Gal-4 circulante com estagios mais avancados da doenca que
encontramos em nossa coorte e que merece mais estudos.

Em nossa coorte, Gal-7 teve seus niveis plasmaticos aumentados em pacientes
em comparagdo com individuos saudaveis. Até o momento, ndo hd estudos que
relacionem o papel do Gal-7 no contexto do MM, no entanto, alguns estudos indicam
que o gal-7 medeia a adesdo célula-célula. Menkhorst e colaboradores mostraram que
sua expressdo no endométrio influenciou a adesdo intercelular do epitélio trofoblastico-

endometrial in vitro (Menkhorst et al., 2014). Em linfomas, a expressdo ectopica de
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Gal-7 mostrou uma correlagdo com o potencial metastatico de linhas de células de
linfoma transplantadas, outras observacdes em doencas linfoides humanas sugeriram
correlagdes entre a progressao do tumor e o acimulo de Gal-7, enquanto nenhuma
expressao foi detectada em tecidos normais (KAUR et al., 2016).

Nosso artigo correlaciona os niveis plasmaticos de galectinas 4 e 7 com
indicadores clinicos de lesdo renal em pacientes com MM. Ambos exibiram uma
correlacdo positiva e estatisticamente significativa com os valores de creatinina e seus
niveis aumentados estavam relacionados ao comprometimento da fungdo renal. O
envolvimento dos rins no MM e em outras discrasias de células plasmaticas € comum.
No momento do diagndstico, cerca de 50% dos pacientes podem ter envolvimento renal,
e isso esta associado a maior mortalidade (Vakiti et al., 2020). Dados do United States
Renal Data System e European Renal Association-European Dilysis and Transplant
Association Registry mostraram que o0s pacientes com MM contribuiram
significativamente para os casos de terapia de substituicdo renal e a mortalidade geral
entre doenca renal em estagio terminal com MM foi de 58% quando comparada a 31 %
na populacdo em geral (TSAKIRIS et al., 2010; ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU et
al., 2007).

Um estudo recente de Prud’homme e colaboradores (PRUD'HOMME et al.,
2016) sobre a relacao entre galectina e lesdo renal aguda (LRA). Foi observado que AKI
induz disfungdo cardiaca remota, dano, lesdo e fibrose por meio da via dependente de
Gal-3 em camundongos. Além disso, a LRA foi associada a expressdo de Gal-3 e lesdo
cardiaca na alta da UTI no ambiente clinico. O nivel plasmatico de Gal-3 mostrou um
aumento gradual com a gravidade da LRA na coorte estudada. Portanto, é necessario
explorar os mecanismos que induzem a regulacdo do aumento dos marcadores de leséo
renal associados as galectinas 4 e 7 evidenciados em nosso estudo.

A Galectina-9 tem atraido muita atencdo por causa de suas maltiplas funcGes
bioldgicas e fortes efeitos imunomoduladores. Estruturalmente, Gal-9 consiste em dois
dominios de reconhecimento a carboidratos conectados por uma sequéncia de ligante e
é capaz de reticular glicoproteinas para formar redes multivalentes de galectina-
glicoproteina que regulam multiplos processos celulares, incluindo morte de células T
mediada por imunoglobulina mucina-3 de células T (TIM-3) (YANG et al., 2021).

Gal-9 é essencialmente um supressor do sistema imunologico: promovendo a
diferenciacdo de células T regulatorias (Tregs) e reduzindo células T auxiliares (Th17) e
Thl, o que resulta em excessiva supressdo de imunidade e inflamagdo. Em infecgdes

virais, Gal-9 induz apoptose ou supressdo de funcOes efetoras de células T pelo seu
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receptor TIM-3. Sendo assim, a Gal-9 promove e inibe a atividade tumoral, dependendo
de suas interacdes com seus ligantes nas células T, células apresentadoras de antigenos
ou células tumorais (CHOU et al., 2018).

A expressdo de Gal-9 na superficie das células neoplasicas varia de acordo com
a entidade, sua expressdo em tumores solidos humanos é mais extensa e melhor
estudada. Muitos estudos clinicos esclareceram que a expressdao de Gal-9 tem uma
estreita associacdo com metastases e recorréncia em tumores solidos, incluindo
melanoma, cancer gastrico, cancer de colon, hepatocelular, cancer pancreatico, cancer
de pulméo, cancer de bexiga, cancer de mama, cancer renal e prostatico (KAGESHITA
etal., 2002; JIANG et al., 2013; CHOI et al., 2017; WANG et al., 2016; ZHANG et al.,
2012; SIDERAS et al., 2019; GU et al., 2013; KONG et al., 2020; SEIFERT et al.,
2020; OHUE et al., 2016; LIU et al., 2017; YASINSKA et al., 2019; XU et al., 2015;
ZHOU et al., 2018; WANG et al., 2018 ITOH et al., 2019). Recentemente, foram
publicadas duas metanalises mostrando o valor preditivo dos niveis de Gal-9 em
tumores sélidos. Em ambos estudos, valores aumentados de Gal-9 predizem resultados
clinicos favoraveis que pode ser usado como um biomarcador progndstico clinico atil,
facilitando o tratamento de pacientes (ZHOU et al., 2018; WANG et al., 2018).

Nas oncohematologias, estudos descreveram a participacdo da Gal-9 na
fisiopatologia de diferentes tipos de leucemia, incluindo leucemia linfocitica crénica
(LLC), leucemia mieloide cronica (LMC), leucemia linfoblastica aguda (LLA) e suas
variantes (KURSUNEL E ESENDAGLI, 2017, MOHAMMED et al., 2017). Todos
estudos corroboram os resultados aqui encontrados da maior expressdo e niveis de Gal-
9 e sua associacdo a parametros de maior gravidade. Estudos demonstraram que Tim-3
é expresso sobre a superficie celular de células-tronco de LMA. O papel da via Tim-
3/Gal-9 foi documentado na progressdo e no desenvolvimento da leucemia miel6ide
(KURSUNEL E ESENDAGLLI, 2017). Em blastos leucémicos primarios, a expressao de
receptores de superficie TIM-3 estd aumentada, enquanto que a localizagdo em
leucdcitos isolados de individuos saudaveis sua localizacdo é intracelular. Além disso, a
ativacdo de receptores Tim-3 com anticorpo agonistico ou Gal-9 leva a ativagdo da via
mTOR nos blastos LMA primarios. A ativacdo dos receptores Tim-3 também esta
associada ao aumento da expressdo de HIF-1a, secrecdo de VEGF e TNF-a
(GONGCALVES SILVA et al., 2015).

Kikushige et al. (2015) descreveram o importante papel de TIM-3 e Gal-9 na
progressao leucémica da LMA. Ha um aumento significativo de seus niveis séricos em

pacientes com LMA em comparagdo com pessoas saudaveis, pacientes com linfoma nao



74

Hodgkin e pacientes com leucemia linfoblastica aguda do tipo de células B também
foram relatados. O bloqueio da ligagdo da galectina-9 sérica a Tim-3 com a ajuda de um
anticorpo neutralizante de galectina-9 (9M1-3) preveniu a auto-renovagdo e carga
leucémica de células-tronco leucémicas AML humanas em transplante xenogénico
modelo em ratos. Isso sugere que o crescimento de células-tronco leucémicas é
dependente da interagcdo Tim-3/galectina-9. A via de sinalizacdo envolvida nos efeitos
em LMA visto no estudo, evidenciou que a ligacdo de Tim-3 a galectina leva a
fosforilacdo de ERK, AKT com consequente inibicdo de GSK-3p, ativagao NF-kB e
aumento da translocacao de -catenina do citoplasma para o nucleo.

Outro estudo do mesmo grupo estendeu a relacdo de Tim-3/Gal-9 na LMA e
relatou que Tim-3 é essencial para a secrecdo de galectina-9 das células LMA. O
nocaute especifico de Tim-3 em células U-937 ndo reduziu os niveis intracelulares de
Gal-9, porém, a secrecdo de galectina-9 foi reduzida de maneira significativa. Além
disso, o nocaute especifico de galectina-9 diminuiu a expressao de Tim-3 em células U-
937, sugerindo a interacdo e feedback positivo existente entre as duas (Gongalves Silva
etal., 2016).

Em sindromes mielodisplasicas (SMD), entidades neoplasicas com alto
potencial para progressdao para LMA, foi demonstrado que existe um aumento na
expressdo de Tim-3 na superficie de células blasticas isoladas da medula 6ssea de
pacientes com SMD. Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) obtidas de
pacientes com SMD progredindo para LMA juntamente com as linhas de células MDS
secretaram galectina-9 em meios de cultura e houve aumento nos niveis de galectina-9
em sobrenadantes cultivados. Além disso, os niveis plasmaticos de galectina-9 foram
significativamente mais altos em pacientes com SMD em progressao para LMA (SMD-
LMA) em comparagdo com individuos normais e em pacientes com SMD de baixo
risco. A taxa de sobrevivéncia geral, apds cinco anos do diagnéstico inicial foi muito
menor em pacientes com niveis mais elevados de galectina-9 (< 10ng / ml) em
comparacdo com pacientes com niveis baixos de galectina (> 10ng / ml) . Isso sugere
que a alta galectina-9 pode estar relacionada a um mau prognostico em pacientes com
SMD e SMD-LMA (ASAYAMA et al., 2017). Esses dados estdo em consonancia ao
que observamos em nossa coorte na qual pacientes com niveis altos de Gal-9
apresentaram menor OS.

Em leucemia de celulas T do adulto foi demonstrado que 0 aumento nos niveis
plasmaticos de Gal-9 nos pacientes esta associado a um aumento no desenvolvimento

de efeitos colaterais apds o tratamento com mogamulizumabe (anticorpo monoclonal
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anti-CCR4). Em pacientes tratados com sucesso com mogamulizumabe (remisséo
completa), houve um aumento nos niveis de Gal-9 (3-5 vezes) junto com erupgdes
cuténeas (efeitos colaterais do tratamento). A bidpsia de pele mostrou infiltragdo por
células inflamatorias e aumento na sintese de Gal-9, sugerindo a correlacdo entre Gal-9
e desenvolvimento de efeitos colaterais inflamatorios na pele. Consequentemente, altos
niveis de Gal-9 indicam carga tumoral e seus niveis aumentados refletem a ativacdo
imunologica por mogamulizumabe, sugerindo que o aumento de Gal-9 pode refletir
efeitos adversos relacionados ao sistema imunolégico de produtos bioldgicos
(Mohammed et al., 2017).

Na leucemia linfocitica crénica (LLC) O nivel sérico de Gal-9 foi
significativamente aumentado (p<0,0001) em pacientes com CLL em comparacdo com
0 grupo controle. Além disso, os pacientes com LLC, que exibiram falha do tratamento,
exibiram maiores concentracdes de Gal-9 (P = 0,06) ao final do tratamento, quando
comparados com pacientes em remissdo completa ou estabilizacdo do doenca. Mesmo
com a limitacdo do nimero pequeno de pacientes, houve correlacdo entre os niveis de
Gal-9 e fatores prognosticos negativos, incluindo delllq, dell7p, LDH,
B2microglubulina ¢ resposta ao tratamento. Foi observada também uma associacdo
entre os niveis de Gal-9 e a progressaio da LLC ou mortalidade do paciente
(WDOWIAK et al., 2019). Em nosso estudo nos niveis de Gal-9 e B2microglubulina
também estiveram diretamente relacionados.

No MM, o uso de galectina-9 recombinante resistente a protease (hGal9) in
vitro, inibiu a proliferagéo celular de cinco linhagens celulares de mieloma examinadas,
incluindo uma resistente a bortezomibe. hGal9 tambem induziu morte celular em
células de mieloma derivadas de pacientes, alguns com fatores de risco insatisfatérios,
como delecdo cromossémica de 13q ou translocacdo t (4; 14) (p16; q32). Finalmente,
hGal9 inibiu de forma potente o crescimento de células de mieloma humano
xenoenxertadas em camundongos (KOBAYASHI T et al., 2010). Outro estudo
conduzido por An e colaboradores (2016) mostrou niveis significativamente mais
elevados de Gal-9 em pacientes, em comparagdo com controles saudaveis. Os autores
concluiram que hd um papel da Gal-9 secretada por osteoclastos na regulagdo negativa
das células Thl, por meio da interacdo com seu receptor TIM-3 na superficie das células
T.

Recentemente, um estudo tracou os perfis de checkpoint imunolégico em
amostras de BM de pacientes com MM e controles saudaveis usando citometria de

massa. Foi identificado anormalidade na composicdo das celulas imunes, com um
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aumento significativo nas células T CD4, T CD8 e natural killer. Além disso, existem
varios pontos de verificagdo imunoldgicos criticos, como ligante de morte celular
programada 1 (PD-1), Gal-9, TIM-3 e coestimulador de células T induzivel (ICOS) /
ligante de ICOS, em ambos MM e células efetoras imunoldgicas e varias células T
CD8 ativadas PD-1 * sem CD28 foram distinguidas em pacientes com MM (WANG et
al., 2020).

Até o presente momento, apenas esses estudos fizeram associacdo da presenca
de Gal-9 e seu envolvimento no MM. Como vimos, diferentemente da sua funcdo na
maioria dos tumores soélidos, Gal-9 parece ter um papel protumoral em
oncohematologias. Em nosso estudo, os niveis aumentados de Gal-9 foram associados a
uma menor sobrevida global, com parametros de agressividade da doenca, em especial
com niveis elevados de uréia e presenca de dano renal. Yang e colaboradores (2020)
sugeriram que o TIM-3 funciona como um regulador chave nos processos inflamatérios
renais e serve como um potencial alvo terapéutico para lesdo renal. A expressao
aumentada de TIM-3 agrava a lesdo de poddcitos na nefropatia diabética, promovendo a
ativacdo de macrdfagos por meio da via NF-kB/TNF-a. Dada a estreita relagdo TIM-
3/GAL-9 essa € a via provavel que pode estar implicada nos resultados que encontramos
em nossa coorte e merece maiores estudos.

Gal-9 esta presente tanto na superficie gaunto no citoplasma das células e exerce
sua atividade a depender de sua localizacdo. Em tecidos, assim como 0s niveis
circulantes, a expressdo de Gal-9 é variavel a depender da entidade clinica. Em nosso
estudo os pacientes apresentaram grande variacdo da marcacao por imunohistoquimica.
No carcinoma endometrial expressdo de Gal-9 foi significativamente diferente entre os
diferentes graus historicos, estagios patologicos, graus de infiltragdo miometrial e
metéstases em linfonodos. A expressdo de Gal-9 em tecidos em um estégio inicial e sem
metéstases em linfonodos, foi significativamente mais forte do que naqueles no estagio
tardio (SUN E DAI, 2020). Em amostras de tecido de pacientes com glioma, Gal- 9 foi
fortemente regulada positivamente no glioblastoma multiforme em comparacdo com
tecidos cerebrais normais e glioma de grau inferior. Além disso, os dados de microarray
de tecido exibiram que a expressdo de Gal-9 no nucleo do tumor é maior do que na
borda e foi correlacionada com a sobrevida mais curta (YUAN et al., 2020).

Em nossa coorte, ndo foi possivel associar expressdo de Gal-9 dos tecidos a
prognoéstico. Porém, é interessante ressaltar que dos 13 pacientes que tiveram o padrao
de marcacdo avaliadas pela imunohistoquimica, dois exibiram alta expresséo de Gal-9

no momento do diagnéstico e vieram a 6bito no curso do trabalho. E necessario uma
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analise mais detalhada sobre esse achado para que possamos correlacionar a expressao
de Gal-9 em tecidos de pacientes com MM com uma sobrevida mais curta.

As galectinas podem desempenhar suas fungdes a nivel intracelular aumentando
0s sinais oncogénicos e reduzindo a apoptose que promove a transformagdo e
proliferacdo tumoral. Presente extracelularmente, pode se ligar as glicoproteinas da
superficie celular e formar redes de galectina, dependendo dos locais glicosilados. Em
nossas analises com linhagem celular MM1-S néo foi possivel detectar niveis de Gal-9
soluvel secretada em meio condicionado de celulas estromais ou em cocultivo. Também
ndo vimos diferenca nos niveis de Gal-9 intracelular nas mesmas condi¢cbes
experimentais.

Como ja foi falado, diferentemente de outras galectinas, Gal-9 tem um receptor
especifico conhecido como Tim-3, que atua como seu transportador e, portanto,
participa da sua secre¢do. O estudo conduzido por Gongalves Silva (2017) relatou que
a alca autdcrina Tim-3-galectina-9 é ativada em células LMA através das vias da
proteina quinase C (PKC) / mTOR. Essas vias desencadeiam a tradugdo de Tim-3 e
galectina-9 e induzem altos niveis de secrecdo de galectina-9, bem como a liberacdo de
Tim-3 soldvel. Em nosso caso, a falta de expressdo de Gal-9 bem como a ndo
modulacdo dos seus niveis intracelular pode ser resultante do modelo da doenga. As
células do MM séo extremamente dependentes do microambiente medular e de todas as
células que dele participam (LOMAS, TAHR E GHOBRIAL, 2020). Sendo assim
talvez seja necessario um enriquecimento com outras células, fatores de crescimento e
citocinas que possam mimetizar o nicho medular no MM e refletir a maior secrecdo e
nivel de Gal-9 circulante visto nos pacientes.

Outros fatores devem ser levados em conta e refletem a limitacdo do nosso
estudo. O primeiro deles ¢ a limitacdo do “n” amostral, além da dificuldade na obtengao
das biopsias de todos os pacientes e na realizagdo dos testes in vitro. Foram feitos
alguns ensaios de imunofluorescéncia para identificacdo da(s) célula(s) responsavel pela
expressao de Gal-9, porém, o tecido apresentou forte caracteristica de autofluorescéncia.
Segundo Axelrod e colaboradores isso se d& gracas as propriedades endogenas das
celulas imunes e os componentes da matriz da medula 6ssea que geram uma coloracéo
tipicamente falsa, sendo necessario bloqueio apropriado e otimizacéo de protocolo antes
da adicdo de qualquer anticorpo (AXELROD, PIENTA e VALKENBURG, 2018). As
conclusdes sobre a possivel modulacdo na intensidade de fluorescencia vista na analise
do MFI merece maior atencdo. Novos experimentos precisam ser realizados para

observar se o padrdo se confirma.
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A escassez de dados na literatura encontrados até o presente momento sobre o
perfil de expressdo, niveis e participacdo da galectina 9 no MM torna o estudo
particularmente interessante e desafiador. Resultados opostos ou contraditérios podem
ser vistos principalmente em tumores solidos e entidades hematoldgicas, dificultando
comparacdo dos nossos dados. Ainda assim, os resultados deste estudo mostram
possiveis novos alvos terapéuticos para tratamento do MM e o valor progndstico de

Gal-9 em pacientes com MM.
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7 CONCLUSAO

. Os niveis de plasmaticos das galectinas 3,7 € 9 no plasma de pacientes no
momento do diagnostico sdo maiores em pacientes em comparagdo a individuos
saudaveis;

. Niveis aumenados de Gal-1,Gal-4, Ga-7 e Gal-9 foram correlacionados e
associados com parametros hematoldgicos e renais de gravidade da doenca e estadios
mais avancados ;

. Altos niveis de Gal-9 em pacientes estdo associados com menor
sobrevida global;

. A marcacdo tecidual de Gal-9 é heterogénea e pode estar relacionada a
pior prognostico no MM;

. A linhagem celular MM1-S ndo exibe niveis quantificaveis de Gal-9
solivel nem em sua superficie celular. Ndo ha diferencas significativas na marcacéo
intracelular em seus niveis na presenca de meio condicionado ou cocultivo de células

estromais.
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ANEXO A- FORMULARIO DE PESQUISA PARA COLETA DE DADOS CLINICOS
FICHA CLINICA DE PACIENTES COM MIELOMA MULTIPLO

Nome completo:

Idade ao diagndstico: Data de nascimento: / /

Sexo:  [Legenda: 1=masculino 2= feminino]

Faixa etéria: [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]

Raca: [Legenda: 1=branca; 2=negra; 3=parda; 4= asiatico; 5=indigena]

Tempo do inicio dos sintomas até a primeira consulta com especialista: (em meses)
Data de entrada: / / data do diagndstico: / /

Inicio do tratamento:_/ / fim do tratamento: / /
Estadiamento Durie-Salmon: ISS:

Protocolo de tratamento utilizado: 12 linha: 22 linha: 32 linha:

Legenda: 1= MPT ; 2= CTD; 3= CYBORD; 4=M/Dexa/Tal; 5= DEXA ISOLADA; 6=PAD; 7= OUTROS

Data da resposta : / /

Resposta (IMWG) : [Legenda: 1=resposta completa 2= VGPR — Resposta parcial muito boa 3= resposta

parcial 4= doenga estavel 5= doenca progressival)

Manifestagoes clinicas ao diagnéstico

SIM NAO

-Alteragao da fungdo renal
-Hipercalcemia
-Anemia
-Trombocitemia
-Leucopenia

-Dor 6ssea

-InfecgGes de repeticdao
-Fratura patoldgica
-Plasmocitoma
-Fraqueza

-Febre

-Perda de peso
-Sangramento

-Outras

Escala de lesdes 6sseas ao raio X: [legenda: 1= 0sso normal; 2= osteopenia/osteoporose; 3= leses
osteoliticas ; 4= fraturas patoldgicas]

Resssonancia OU tomografias: [legenda: 1= positivo — presenca de lesdes liticas 2= auséncial
Ecocardiograma: [legenda: 1= amiloidose sim 2= amiloidose ndo]

Insuficiéncia renal dialitica: [legenda: 1= sim 2= n3o]
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Exames laboratoriais

Exames pré tratamento Pés tratamento: reavaliagdo
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)

Fracdo alfa 2- globulina (g/dl)

Fragdo beta-globulina (g/dl)

Fracdo gama- globulina (g/dl)

IgG (g/dl)

lgM (g/dl)

IgA (g/dl)

Kappa

Lambda

Beta 2 microglobulina (mg/L)

Imunofixagdo sérica

TP (tempo de protrombina)/INR

TTPa (tempo de tromboplastina

fibrinogénio

Hemoglobina (g/dl)

Hematdcrito (%)

Leucdcitos /ml

Segmentados (%) e absoluto

Linfécitos (%) e absoluto

Mondcitos (%) e absoluto

Eosinodfilos (%) e absoluto

Plaquetas (unid/mm3)

Numero de plasmécitos no mielograma

Bence Jones na urina (g/24hs)

Imunofixagdo urinaria




101

ANEXO B - SOCIEDADE PERNAMBUCANA DE COMBATE AO CANCER-SPCC

CRBrang orme
PARECER CONSUBSTANCIADODOCEP W asil

Titulo da Pesquisa: Galectinas no mieloma maltiplo: Avalia¢do da sua utilizagdo como
biomarcador e alvo terapéutico

Pesquisador: LIDIANE VASCONCELOS DO NASCIMENTO CARVALHO

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 67445717.3.0000.5205

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

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.177.317

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de um estudo retrospectivo e prospectivo, exploratdrio e translacional.

Objetivo da Pesquisa:

Geral

Avaliar os niveis de expressdo de galectinas no Mieloma multiplo e sua utilizagdo como possivel
biomarcador clinico e alvo terapéutico.

Especificos

o0 Investigar a expressdo de galectinas presentes em pacientes portadores de mieloma multiplo;

0 Assaciar os niveis de expressao das galectinas com os parametros clinicos e laboratoriais e

indicadores de resposta a terapia dos pacientes;

0 Realizar intervencdo na expressao das galectinas e suas consequéncias funcionais;
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Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

RESPOSTA

A pesquisa oferece pequeno risco ao paciente durante a puncéo para coleta de material bioldgico
podendo o voluntério adquirir infeccBes locais ou sistémicas além de hematoma local decorrente da
coleta inadequada ou da auséncia dos devidos cuidados antes e durante o procedimento. E provavel
que os resultados advindos desse estudo ndo tragam nenhum beneficio direto ao tratamento desses
pacientes, uma vez que se trata de estudo experimental e ndo havera qualquer intervencéo terapéutica.

A pesquisa ndo oferece riscos a sociedade. A descoberta de marcadores de diagnéstico e progndstico
poderd oferecer beneficios para populacdes futuras na escolha da melhor terapia. Os beneficios
incluem a possivel descoberta de novos marcadores envolvidos no desenvolvimento do MM que
poderdo ser usados no futuro. Mesmo com todo o cuidado empregado na confidencialidade das
informacdes dos sujeitos da pesquisa, 0 projeto possui risco minimo e involuntéario do vazamento
dessas informagdes.

Comentarios e Consideracgdes sobre a Pesquisa:

A descoberta de marcadores de diagndstico e prognostico podera oferecer beneficios para populacfes
futuras na escolha da melhor terapia. Os beneficios incluem a possivel descoberta de novos
marcadores envolvidos no desenvolvimento do MM que poderéo ser usados no futuro.

ConsideracOes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
TODOS PRESENTES E ADEQUADQOS

Recomendacdes:

SEM RECOMENDACOS

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

SEM PENDENCIAS

Consideraces Finais a critério do CEP:

PROJETO APROVADO APOS A REUNIAO

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e estda APROVADO para iniciar a coleta de dados.
Informamos também que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto s6 sera dada apos o envio da
Notificacdo com o Relatério Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de
Relatorio Final para envié-lo via “Notificagdo”, pela Plataforma Brasil. Apos apreciagdo desse
relatério, o CEP emitird novo Parecer Consubstanciado
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APENDICE A. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO-
CONTROLES

Titulo: Galectinas no mieloma multiplo: Avaliacdo da sua utilizagdo como biomarcador e alvo
terapéutico

1) Introducdo

Vocé estd sendo convidado (a) para participar como voluntéario do projeto de pesquisa, o qual serd
realizado em parceria com outras instituicdes. Antes de vocé decidir se deseja ou ndo 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 informag6es a seguir e sinta-se a vontade em

perguntar.
Quiais os objetivos deste estudo?

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

As amostras de sangue serdo analisadas em conjunto com a dos pacientes e ndo havera informacgéo que

o identifique e apenas 0s pesquisadores participantes do estudo terdo acesso aos seus dados.

1) Riscos e beneficios dos procedimentos para as coletas dos exames
Serdo coletados 10 ml de sangue (2 tubos) no momento da aceitacdo da participacdo no estudo. Estas
coletas séo seguras e apresentam baixos riscos, somente dor leve no momento da puncéo. 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 formacgao de um pequeno hematoma, ndo é necessaria nenhuma medida especifica pois

0 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
participacdo em qualquer momento, se assim preferir, sem penalizacao ou prejuizo de qualquer natureza.
N&o havera nenhum custo a vocé proveniente deste estudo, assim como ndo havera qualquer tipo de

remuneracgdo pela sua participacao.

3) Confidencialidade
Apenas a equipe do estudo terd acesso aos seus dados. Seu anonimato é garantido e possiveis
publicacdes cientificas resultantes deste estudo ndo o (a) identificara em nenhuma circunstancia como

participante. Os dados obtidos serdo tratados sob estritas condi¢des de confidencialidade.
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Em caso de davidas 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 davida relacionada ao
estudo, por favor, sinta-se a vontade para entrar em contato com a pesquisadora responsavel pela
conducdo do estudo.

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, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participacdo. 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 mao dos meus direitos legais.

Receberei uma cépia 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 Obtencdo do Termo de Consentimento Data



105

APENDICE B. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - PACIENTE
Titulo: Galectinas no mieloma multiplo: Avaliacdo da sua utilizacdo como biomarcador e alvo
terapéutico

1) Introducéo

Vocé estd sendo convidado (a) para participar como voluntario do projeto de pesquisa, o qual serd
realizado em parceria com outras instituicbes. Antes de vocé decidir se deseja ou ndo 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 informagfes a seguir e sinta-se a vontade em

perguntar.

2) Quais os objetivos deste estudo

O projeto possui tés objetivos principais:

1) Investigar a expressdo de moléculas presentes em amostras de sangue e da medula éssea em
pacientes portadores de mieloma multiplo;

2) Revisdo de bidpsias de medula 6ssea e realizagdo de imunohistoquimica e revisdo morfoldgica
por um patologista com experiéncia em patologia hematoldgica, para avaliar células e moléculas
que tentam definir o comportamento do mieloma maltiplo;

3) Correlacionar os achados com os aspectos clinicos, laboratoriais e indicadores de resposta a
terapia, obtidos através de um questionario médico com informagdes que serdo pesquisadas e

retiradas do seu prontuario.

Os dados coletados nesta pesquisa referentes as entrevistas ficardo armazenados em pastas de arquivo
no computador pessoal e na Instituicio 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, 1aminas e blocos de parafina (sobras do material utilizado para o diagndstico)
serdo enviadas para o Laboratorio de Imunomodulacéo e Novas Abordagens Terapéuticos/UFPE, para

avaliacdo das moléculas. O excedente sera devolvido para ser arquivado no setor de Patologia do HCP.

Nd&o haverd informacéao 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 0s mesmos ja realizados de rotina pelo seu médico.

3) Riscos e beneficios dos procedimentos para as coletas dos exames
Serdo coletados 10 ml de sangue (2 tubos) no momento da aceitacdo da participacdo no estudo e mais 5

ml de amostra de medula 6ssea, pelo médico que ja estiver realizando o seu exame mielograma. Sempre
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que possivel, coletaremos as amostras de sangue no mesmo momento de coleta de exames laboratoriais
de rotina pelo laboratorio da institui¢éo.

Estas coletas sdo seguras e apresentam baixos riscos, somente dor leve no momento da puncéo. 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 formacdo de um pequeno hematoma, ndo € necessaria nenhuma medida

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

O exame de mielograma, também € um exame seguro e ja faz parte de seus exames obrigatérios para
diagndstico e seguimento do mieloma multiplo. A biopsia de medula 0ssea, sera realizada conforme
protocolo da instituicdo e sera sempre coletada por um médico hematologista. De todos é o procedimento
de maior risco, podendo causar dor no momento da coleta, sangramento leve e raramente, infeccdes.

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 investigacdo e seguimento
de sua doenca e apenas coletaremos uma quantidade um pouco maior para o estudo.E provavel que as
informacdes advindas do estudo, ndo tragam um beneficio direto ao seu tratamento, uma vez que se trata

de estudo experimental e ndo havera qualquer intervencgao terapéutica pelo estudo.

4) Direitos do Participante

Sua participagdo € voluntaria e vocé pode retirar seu consentimento ou ainda descontinuar sua
participacdo em qualquer momento, se o assim preferir, sem penalizacdo ou prejuizo de qualquer
natureza. Nao havera nenhum custo a vocé proveniente deste estudo, assim como ndo havera qualquer
tipo de remuneracdo pela sua participacdo. Ao assinar este termo vocé nao abre mao de nenhum direito

legal.

5) Confidencialidade
Apenas a equipe do estudo terd acesso aos seus dados. Seu anonimato é garantido e possiveis
publicac@es cientificas resultantes deste estudo ndo o (a) identificara em nenhuma circunstancia como

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

responsavel pela conducéo do estudo.
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Assinaturas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, ,CPF ,

abaixo assinado, ap6s a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de

conversar e ter esclarecido as minhas ddvidas com a pesquisadora responsavel, concordo em participar
deste estudo como voluntério (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pela pesquisadora
sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento).

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 mao dos meus direitos legais. Receberei

uma cdpia assinada e datada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Impressdo Digital

Nome Completo do Paciente de Pesquisa (opcional)

/ /
Assinatura do Paciente de Pesquisa Data

Nome Representante Legal e relacdo do Representante Legal com o paciente

Assinatura do Representante Legal Data

Assinatura do Responsavel pela Obtencao do Termo de Consentimento Data
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Maira Galdino da Rocha Pitta, and Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo'

To the Editor:

MULTIPLE MYELOMA (MM) is the second most hema-
tological clonal neoplasm in the world, characterized
by accumulation of plasma cells in the bone marrow (BM),
leading to angiogenesis, osteolysis, immunosuppression,
and anemia (Wang and others 2016). MM patients present
several deficits of humoral immunity, immunoparesis, and
alterations in the activity and secretion of cytokines, the
latter being central mediators between the inflammatory
tumor microenvironment cells. Interleukin-33 (IL-33) is a
member of the IL-1 family that is expressed consistently
by endothelial and epithelial cells. Most of the current studies
on the multiple roles in cancers focus on tumor microenvi-
ronment, tumorigenesis, and tumor-associated inflammatory
responses. Interleukin-34 (IL-34) is a hematopoietic cytokine
that acts as a key regulator for the survival, proliferation,
and differentiation of myeloid lineage cells, including mono-
cytes, macrophages, and osteoclasts (Chen and others 2013).
This study analyzed the plasma expression levels of both
in 46 patients with MM compared with healthy individuals
and their possible association with clinical, laboratory, and
disease severity data.

After obtaining written consent, samples were col-
lected from 46 patients with confirmed diagnoses of MM
from the hematology service of the Hospital de Cancer de
Pernambuco (Recife, Brazil). In addition, 31 individuals
paired by sex and age were also included as controls.
The concentration of IL-33 and IL-34 in the plasma
was made by the sandwich enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) technique using the R&D systems
kit, following the manufacturer’s instructions. Absorbance
reading was performed using the Human Reader HS
plate reader. The analysis was performed using GraphPad
Prism software and the concentrations are expressed in
pg/mL. The minimum detection limits for IL-33 and IL-34
were 23.43 and 31.25 pg/mL, respectively. None of the
patients received any antineoplastic therapy before sample
collection.

In our cohort of patients, there was a predominance of
males (54.3%; 25/47). The median age of the patients was

61.5 years. The interval in months between the appear-
ance of any symptom and the diagnosis ranged from 1 to
36 months, with a median of 7 months. The most fre-
quently reported symptom was bone pain, followed by
weakness (84.4%). Pathological fractures were already
present in 57.8% of the patients. The report of repeated
infections was present in 22.7% of the cases and 43.2%
reported weight loss.

Of the 46 study group samples analyzed, only 8 (17.4%) had
detectable levels of I1L-33 [23.43 (23.43-1500) pg/mL],
whereas in the control samples 10 (32.2%) were positive
[23.43 (23.43-1500) pg/mL]. For IL-34 [31.25 (31.25-3125)
pg/mL], 5 samples were positive in the MM group (10.8%) and
4 in the control group (12.9%) [31.25 (31.25-679.50) pg/mL].
There was no statistically significant difference between the
groups for any of the cytokines tested (P=0.1362 and P=
0.5942), Fig. 1. In addition, no relationship was found be-
tween expression levels of IL-33 and IL-34 with tumor load,
and clinical and laboratory parameters.

To date, our study has been the only one to relate the
plasma levels of the IL-33 and IL-34 proteins in a Brazilian
cohort of MM. IL-34 is a newly discovered cytokine that
acts as a colony-1 stimulatory factor-1 receptor (CSF-1) li-
gand and can replace CSF-1 by osteoclast differentiation. In
the recent study conducted by Baghdadi and others (2017;
2019), was described as an osteoclastogenic cytokine that
accelerates osteolytic disease in MM, being expressed in the
murine cell line. Its expression was increased by stimulation
with proinflammatory cytokines or by BM stromal cells. In
addition, IL-34 derived from MM cells promoted the for-
mation of osteoclasts from mouse BM cells in vitro. This
expression, however, may be strictly microenvironmen-
tal and may not be reflected at the plasma level in patients.
The IL-33 cytokine directs Th2-type responses, its reduced
plasma levels in patients may explain the reduction in the
T response observed in MM [6]. In the study conducted by
Musolino and others, a significant difference was found
between IL-33 in patients with MM and monoclonal gam-
mopathy of undetermined significance (MGUS), which may
indicate that, during the transition from a benign condition,
such as MGUS, to MM, the deficiency in cytokine secretion

: Research Center for Therapeutic Innovation (NUPIT-SG), Federal University of Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.
“Hematology Service of the Hospital de Cancer de Pernambuco, Recife, Brazil.
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FIG. 1. Plasma levels of (A) IL-33 and (B) IL-34 from

patients diagnosed with MM compared with healthy con-
trols (P=0.1362 and P=0.5942). MM indicates plasma
from patients with MM and CG indicates plasma from
healthy controls. IL, interleukin; MM, multiple myeloma.

progressively worsens, leading to a greater immunological
imbalance and may participate in the beginning of the dis-
ease (Musolino and others 2013). It is important to em-
phasize that our study used samples of patients without any
previous therapy, whereas the referred study used samples
of patients with only 7 days without treatment. This study
may contribute to a better understanding of the immune
changes present in patients with MM as well as suggesting
ways to direct the treatment based on the immune charac-
teristics of their microenvironment.
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