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RESUMO
O Mieloma Mudltiplo (MM) é uma neoplasia hematoldgica caracterizada pela proliferacéo clonal
descontrolada de linfocitos B diferenciados na medula 6ssea, levando a producdo excessiva de
imunoglobulinas monoclonais. O comprometimento medular e 0 excesso de imunoglobulinas no
organismo constituem as principais causas dos sintomas clinicos. Atualmente, o nimero de casos
de MM tem aumentado, afetando predominantemente homens, com maior incidéncia em
individuos acima de 60 anos. O diagndstico baseia-se em avaliacdo clinica, exames medulares,
dosagem de imunoglobulinas e exames de imagem para avaliacdo dssea. Neste contexto, este
estudo teve como objetivo caracterizar o perfil gendmico e epidemioldgico de pacientes com MM
no estado do Ceara. Para isso, foram analisados 95 pacientes, estratificados segundo o
International Staging System (ISS), considerando idade, género, regido, parametros laboratoriais e
ocupacdo. Os resultados indicaram associagdes significativas entre a estratificacdo de risco e
varidveis como Hb (p=0,003), B2M (p<0,001), albumina (p=0,048), plaquetas (p=0,023) e
insuficiéncia renal (p=0,002). A analise de aCGH em 16 pacientes revelou um total de 323 CNVs,
sendo 172 ganhos, 117 perdas e 32 regides de perda de heterozigosidade (LOH), com tamanhos
variando de 3Kb a 110.779KDb. Dentre os ganhos, destacaram-se genes drivers como o HERC2, ainda né&o
correlacionado com 0 MM, MSR1, também néo relatado no MM e com grande associa¢do com o
microambiente tumoral, e DMBT1, gene supressor tumoral para o cérebro e cancer epitelial, mas
ainda ndo correlacionado com o0 MM. Ganhos especificos na via JAK-STAT foram observados no
grupo ISS1, com énfase para os genes drivers JAK2 e JAK3, além da via RIG-I-like receptor que
também esteve presente no grupo 1SS3, implicando na ativacdo da via NF-xB. Os ganhos nas vias
olfativas foram identificados em todos os grupos e tem sido associada com o cancer. Nos grupos
ISS1 e ISS2, perdas em vias de replicacdo de DNA, reparo por excisdo de nucleotideos e
carcinogénese quimica sugerem envolvimento com caracteristicas como instabilidade genémica,
evasdo a apoptose, proliferacdo celular, angiogénese e metastase. O grupo ISS2 apresentou maior
namero de LOH e menor nimero de ganhos, caracteristicas possivelmente Gnicas. O MM,
portanto, apresenta as vias de sinalizagdo JAK-STAT e RIG-I-like receptor fortemente
relacionadas coma doenca. Genes HERC2 e MSR1 surgem como provaveis biomarcadores para o
grupo ISS 1, assim como o gene OCLN para o grupo ISS 2, que também apresentou maior nimero
de LOH e menor numero de ganhos. Tais achados contribuem para elucidar sua patogénese do

MM e direcionar estratégias terapéuticas.

Keywords: Mieloma Mdltiplo; Hematologia; Hibridizagdo Genémica Comparativa; Cancer.



ABSTRACT
Multiple Myeloma (MM) is a hematologic neoplasm characterized by uncontrolled clonal

proliferation of differentiated B lymphocytes in the bone marrow, leading to excessive production
of monoclonal immunoglobulins. Bone marrow involvement and excess immunoglobulins in the
body are the main causes of clinical symptoms. Currently, the number of MM cases has increased,
predominantly affecting men, with a higher incidence in individuals over 60 years of age.
Diagnosis is based on clinical evaluation, bone marrow examinations, immunoglobulin levels, and
imaging tests for bone assessment. In this context, this study aimed to characterize the genomic
and epidemiological profile of patients with MM in the state of Ceara. For this purpose, 95 patients
were analyzed, stratified according to the International Staging System (ISS), considering age,
gender, region, laboratory parameters, and occupation. The results indicated significant
associations between risk stratification and variables such as Hb (p=0.003), B2M (p<0.001),
albumin (p=0.048), platelets (p=0.023) and renal failure (p=0.002). The aCGH analysis in 16
patients revealed a total of 323 CNVs, 172 gains, 117 losses and 32 regions of loss of
heterozygosity (LOH), with sizes ranging from 3Kb to 110,779Kb. Among the gains, driver genes
such as HERC2, not yet correlated with MM, MSR1, also not reported in MM and with a strong
association with the tumor microenvironment, and DMBT1, a tumor suppressor gene for brain and
epithelial cancer, but not yet correlated with MM, stood out. Specific gains in the JAK-STAT
pathway were observed in the 1ISS1 group, with emphasis on the driver genes JAK2 and JAKS3, in
addition to the RIG-I-like receptor pathway that was also present in the 1ISS3 group, implying the
activation of the NF-xB pathway. Gains in the olfactory pathways were identified in all groups
and have been associated with cancer. In the 1ISS1 and 1SS2 groups, losses in DNA replication,
nucleotide excision repair and chemical carcinogenesis pathways suggest involvement with
characteristics such as genomic instability, apoptosis evasion, cell proliferation, angiogenesis and
metastasis. The ISS2 group presented a higher number of LOH and a lower number of gains,
possibly unique characteristics. MM, therefore, presents the JAK-STAT and RIG-I-like receptor
signaling pathways strongly associated with the disease. HERC2 and MSR1 genes emerge as
probable biomarkers for the ISS 1 group, as does the OCLN gene for the ISS 2 group, which also
presented a higher number of LOH and a lower number of gains. These findings contribute to

elucidating the pathogenesis of MM and directing therapeutic strategies.

Keywords: Multiple myeloma; Hematology; Comparative Genomic Hybridization; Cancer.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mieloma maltiplo

O mieloma mdltiplo (MM) é uma neoplasia de linfécitos B maduros, chamados de
plasmacitos, as quais produzem proteinas monoclonais em excesso. Essa neoplasia apresenta uma
alta complexidade molecular, frequentemente associadas a aberracdes citogenéticas. Estima-se
que o MM represente cerca de 1% de todas as neoplasias conhecidas e tumores e 13% das
neoplasias hematoldgicas (Freitas e Barboza Pinto, 2021; Ricardo et al., 2021).

O MM ¢ a segunda patologia onco-hematoldgica mais frequente no mundo, predominando
em individuos acima de 60 anos. Nos Ultimos anos, houve um aumento na incidéncia de casos,
embora os dados sobre o perfil genbmico do MM na América Latina permanecam limitados
(Oliveira Santos, 2020; Pantoja et al., 2021).

Entre 2013 e 2022, aproximadamente 30.842 pacientes foram diagnosticados e tratados pelo
Sistema Unico de Salde (SUS), com prevaléncia do sexo masculino. Fatores de risco incluem
historico familiar, estilo de vida e raca negra, destacando sua relevancia como problema de satde
publica no pais (Curado et al., 2018; Oliveira et al., 2023).

A etiologia do MM néo é completamente elucidada. Contudo, alteracdes genéticas nas
células-tronco hematopoiéticas podem ser potencializadas pela exposicdo ocupacional a
agrotdxicos, aumentando em até 58% o risco de desenvolvimento da doenca, mesmo em baixas
doses (Hochane et al., 2017; Medical Masterclass Contributors; Edited By John Firth E Firth,
2019). Fatores de exposicdo ambiental e ocupacional atuam como agentes iniciadores,
promovendo alteracbes no DNA, ou como agentes promotores, estimulando a proliferacdo
descontrolada das células alteradas (INCA, 2020; Moraes et al., 2017).

O MM tem uma evolucéo gradativa e € considerado incurdvel. O tratamento objetiva o
controle da doenca e inclui quimioterapia e transplante de células-tronco hematopoiéticas (Cejalvo
e De La Rubia, 2017; Kumar et al., 2017). No entanto, o custo do tratamento é elevado. Em 2016,
0 custo médio anual de um paciente em rede privada foi de R$ 124 mil, sendo 54% destinado a
medicamentos, dos quais 47,2% correspondem a quimioterapia convencional, e 18,2%
relacionados a medicamentos fora das indicagcdes formais (Pepe et al., 2018). Entretanto, com o
surgimento de novas terapias, 0s custos variaram significativamente, alcancando valores entre R$
493.955 e R$ 1.618.186 por paciente com MM refratério a lenalidomida em um ano, dependendo
da linha terapéutica adotada (Decimoni, Souza Marinheiro, Moreira Cavalcante, 2023).

Apesar dos avancos terapéuticos, o tratamento atual ndo resulta em cura, e 0s pacientes
frequentemente desenvolvem comorbidades, resisténcia e refratariedade. Assim, hd demanda por
abordagens inovadoras. Terapia alvo-dirigidas, especialmente baseadas na estratificacdo genetica,

emergem como opc¢des promissoras para melhorar o progndéstico e superar as limitacdes das
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abordagens tradicionais (Shah et al., 2020; Smetana et al., 2014).

1.2 Variac6es no numero de cépias (CNV)

As variacbes no nimero de copias (CNVs) sdo alteracdes gendmicas estruturais
caracterizadas por mudangas no numero de cépias de segmentos especificos do DNA. Essas
modificagdes incluem perdas, ganhos e, em alguns casos, perda de heterozigose (LOH) (Riggs; et
al., 2020; South, et al., 2013).

Os CNVs frequentemente envolvem segmentos de DNA com pelo menos 1 quilobase (kb),
que diferem em namero de copias em relacdo a um genoma de referéncia. Essas alteracbes podem
afetar genes inteiros, regides transcritas, bem como sequéncias ndo codificantes (Kearney, et al.,
2011). Delegdes, em particular, podem causar LOH ao eliminar alelos especificos de loci génicos
(Heil, 2023).

As alteracGes podem ocorrer conjuntamente, nas quais podem levar a desregulacdo na
expressdo e estrutura de genes envolvidos em vias celulares importantes, tanto em células
somaticas quanto em células proliferativas (germlines) (Hovhannisyan, et al., 2019; Mielczarek, et
al., 2022).

No MM, CNVs regies de LOH frequentemente coexistem, refletindo a heterogeneidade
clonal das células neoplésicas. Essas alteragdes gendmicas destacam a complexidade molecular
associada a progressao da doenca e tém implicacOes significativas no progndstico dos pacientes
(Luo; et al., 2022; Neuse et al., 2020; Walker, et al., 2010).
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1.3 Problema a ser pesquisado

O MM trata-se de uma doenca complexa a nivel molecular, cujo parametros gendmicos
ainda nao foram totalmente esclarecidos. Apesar da evolucdo sobre o conhecimento da doenca de
modo geral e sobre seu tratamento, os pacientes continuam apresentando distintos desfechos
associados, muitas vezes, com recidiva e evoluges fatais. Dentre as possiveis causas se encontra
a heterogeneidade gendémica da doenga, sendo ela causada pela variedade de rearranjos moleculares
que podem ser observadas nas células malignas do MM (Barwick et al., 2019; Corre e Avet-
Loiseau, 2011).

Nesse contexto, a caracterizacdo do perfil genémico destes pacientes pode resultar na
melhor elucidacdo da heterogeneidade genética presente no MM em nossa populagdo, ajudando
potencialmente no direcionamento diagnostico e terapéutico, aumentando assim a sobrevida global

desses pacientes.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Investigar as alteragbes genOmicas quantitativas de pacientes portadores de mieloma
maltiplo no estado do Ceard, utilizando a técnica de Hibridizacdo Genémica Comparativa por
Array (aCGH).

2.2 Objetivos Especificos
e Descrever o perfil epidemioldgico, clinico e laboratorial de pacientes diagnosticados com
mieloma multiplo no estado do Ceara;
e Identificar as principais alteragdes genémicas a fim de identificar vias moleculares que
estejam correlacionadas com a estratificacdo de risco progndstico dos pacientes;
e Comparar as CNVs entre diferentes grupos de estratificacdo de risco, visando elucidar
alteracOes genéticas quantitativas associadas a patogénese do mieloma mdaltiplo.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Mieloma Multiplo

O MM pertence integra o grupo das discrasias de plasmdcitos, caracterizado pela producéo
excessiva de Ig monoclonais. Essa neoplasia maligna e sistémica, acomete principalmente a
medula 6ssea (MO), onde ocorre a proliferacdo desordenada e acimulo dos plasmaocitos malignos
(Albagoush et al., 2023; Bernardes, 2007).

3.1.1 Epidemiologia

Embora ainda considerada uma doenca rara, a incidéncia do MM tem aumentado
significativamente nas Ultimas décadas. Em 2020, a taxa global atingiu 7 casos por 100.000
habitantes, representando um crescimento de 143% em comparagdo a sua propria incidéncia no
ano de 1975. Em 2020, a estimativa global de MM foi de 176.404 casos, equivalendo a 2% de
todos os diagnosticos oncoldgicos e posicionando 0 MM como a 142 neoplasia mais comum. Sua
prevaléncia é maior em paises desenvolvidos, com destaque para a Australia, Estados Unidos
(EUA) e Europa ocidental (GLOBOCAN, 2020; Padala et al., 2021).

Os EUA sdo responsaveis pelo maior nimero de casos, com aproximadamente 32 mil em
2020, equivalentes a 1,8% dos diagnosticos globais de cancer. Ainda em 2020, segundo o Global
Cancer Observatory (GLOBOCAN), foi estimado um total de 10.932 casos na América do Sul,
sendo 5.655 casos no Brasil (GLOBOCAN, 2020).

Assim como as taxas crescentes de incidéncia, os niveis de mortalidade obtiveram um
aumento de 94% entre os anos de 1990 e 2016, logo, mais de 2% das mortes por cancer ainda sao
causadas por MM. Entretanto, a sobrevida em 5 anos melhorou significativamente, em grande parte
devido a avangos nas estratégias terapéuticas e no manejo da doenc¢a (Marinac et al., 2020; Padala
et al., 2021). No ano 2000, a taxa méedia de sobrevida em 5 anos era de 35%, enquanto em 2020
ultrapassou 50%. Nesse mesmo ano, 0 MM foi responsavel por 117.077 mortes globalmente, das
quais 8.280 ocorreram na América Latina e 4.293 no Brasil (GLOBOCAN, 2020; Marinac et al.,
2020; Padala et al., 2021).

3.1.2 Fatores de Risco

Diversas condi¢es podem ser consideradas fatores de risco para desenvolvimento do MM,
mesmo que algumas delas ndo sejam totalmente compreendidas. S&o fatores de risco: idade, sexo,
historico familiar e etnia. Condi¢cbes como obesidade, alimentagdo inadequada e baixo nivel
socioecondémico, embora ndo sejam fatores de risco diretos, podem influenciar o desenvolvimento
da doenca. Por outro lado, fatores comumente associados a incidéncia de diversas neoplasias como
tabagismo, alcool e exposicdo ao amianto ndo apresentam correlacdo comprovada com casos de
MM (Tsang et al., 2019).



20

A idade média de pacientes com MM ¢é de 69 anos, sendo 60% dos pacientes estando acima
dos 60 anos e apenas 15% abaixo dos 55 anos. Complementar a isso, o risco cumulativo do
desenvolvimento de MM do nascimento até os 74 anos € de 0,24% entre os homens e 0,17% entre
as mulheres, tornando os homens 1,5 vezes mais propensos ao desenvolvimento da doenca (Bird et
al., 2021).

Além das taxas de incidéncia, o género também influencia o progndstico, embora as razdes
para esse impacto ndo estejam totalmente esclarecidas. Hipdteses sugerem diferencas bioldgicas
na farmacocinética do tratamento, maior prevaléncia de comorbidades em homens no momento
do diagnostico, maior adesdo feminina a praticas de promogéo a saude e diferencas na frequéncia
de células T reguladoras, associadas a progressdo da doenca em homens (Bird et al., 2021; Derman
etal., 2021; Kim et al., 2018).

O MM néo é uma doenca hereditaria, porém, o histérico familiar de pacientes com MM
pode sugerir uma razdo de chances entre parentes de primeiro grau, aumentando a suscetibilidade
de desenvolver a doenga (Du et al., 2020).

Atraveés da base de dados SEER*Explorer que conta com pacientes diagnosticados entre
2000 e 2020, fornecida pelo National Cancer Institute, € possivel observar a taxa de incidéncia de
MM em diferentes etnias nos EUA, variando de 4,2/100.000 em asiaticos, 6,4/100.000 em brancos,
6,6/100.000 em hispanicos e de 14,3/100.000 em negros (National Cancer Institute, 2023).

A disparidade do acometimento do MM em diferentes etnias ndo se limita aos EUA,
fazendo com que pessoas de raca negra sejam consideradas com fator de risco para o
desenvolvimento da doenca, pois além desta populacdo apresentar duas vezes mais chances de
desenvolver a doenca, também se observa maiores chances de diagnéstico em idade mais jovem,
e consequentemente historico familiar de pessoas acometidas pela doenca torna-se mais elevado.
Entretanto, as razdes para esses efeitos sdo complexas e ainda ndo foram totalmente elucidadas
(Landgren et al., 2007; Marinac et al., 2020).

No Brasil, a alta miscigenacéo dificulta a definicdo de perfis epidemioldgicos claros. No
entanto, um estudo realizado no estado Para relatou que 51% dos pacientes com MM eram do
sexo masculino e 68,4% pertenciam a raca parda (Pantoja et al., 2021).

Por fim, a exposicdo a pesticidas pode aumentar em mais de 3 vezes o0 risco de
desenvolvimento de MM, sendo os agricultores o principal grupo de risco. Estudos no Canada
indicaram maior incidéncia de MM em regiGes agricolas (Tsang et al., 2019; Waterhouse et al.,
1996).

3.1.4 Etiopatogenia e Patogénese
Os fatores que sdo responsaveis pela formacado do MM ainda s&o desconhecidos, sabendo-

se apenas que a doenca é precedida por estagios anteriores como a Gamopatia Monoclonal de
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Significado Indeterminado (MGUS) e o Mieloma Multiplo Assintomético (SMM) (Rajkumar et
al., 2015). Esses estagios podem levar anos ou até décadas para progredir, € muitos casos nao
evoluem para MM. O MGUS afeta cerca de 3% da populacdo acima dos 50 anos, apresentando
uma taxa de progressdo anual de 1%, podendo evoluir também para o SMM. Nesse caso, as
chances de progressdo para 0 MM séo de 10% nos 5 primeiros anos, 3% nos proximos 5 anos, e
1% nos anos subsequentes, podendo gerar um acimulo de 73% de chance de desenvolver a doenga
dentro de 15 anos (Kazandjian, 2016).

Acredita-se que a célula responsavel por originar tais malignidades derive do centro
germinativo do linfonodo, onde ocorrem eventos genéticos iniciais, como as mutagdes genéticas.
Esses clones pré-malignos e imortalizados migram para a MO, onde iniciam a expansao clonal que
caracteriza 0 MGUS ou SMM. Nessa fase, 0s eventos genéticos primarios incluem translocagoes
envolvendo o gene da cadeia pesada da Ig (gene IgH), além de hipodiploidias e/ou aneuploidias
(Maura et al., 2020; Weiss et al., 2009) (Figura 1).

Figura 1. Progressao das gamopatias monoclonais.
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Legenda: O processo de iniciagdo ocorre no centro germinativo do linfécito-B onde adquire suas primeiras mutag6es
genéticas, a partir de entdo a progressdo ocorre na medula dssea com 0s estagios precursores: gamopatia monoclonal
de significado indeterminado (MGUS) e mieloma multiplo assintoméatico (SMM), onde posteriormente podem a vir
se consolidar o mieloma multiplo (MM).

Fonte: Autoria propria.

A progressdao para MM é impulsionada pelo acimulo de mutagbes secundarias que
conferem vantagens adaptativas, alterando o perfil genético e clinico. Essas alteragdes incluem
variagbes no numero de copias (CNVs), mutacBes promotoras da progressdo tumoral e
hipometilagdo do DNA (Castaneda e Baz, 2019; Maura et al., 2020).

Na MO, os plasmocitos malignos utilizam interleucina-6 (IL-6), secretada por células
estromais, para promover sua replicacdo. A proliferacdo desses plasmocitos compromete a funcao

de outras células hematopoiéticas, resultando nos sintomas CRAB: hipercalcemia, insuficiéncia
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renal, anemia e dor dssea (Cunha Junior et al., 2021; De Oliveira Santos, 2020; Kyle et al., 2003).

A interacdo dos plasmdcitos malignos com o microambiente dsseo ativa osteoclastos e
inibe osteoblastos, provocando perda 0ssea e lesdes osteoliticas. Essas alteracdes sdo responsaveis
pela dor Ossea, assim como por fraturas patologicas e compressdao da medula espinhal. Essa
desmineralizacdo também é a causa da hipercalcemia, que pode levar ao aumento de sede e micgao,
dor abdominal, além de poder estar associada com a insuficiéncia renal, assim como o excesso de
imunoglobulina (Ig) (Albagoush et al., 2023; Hameed et al., 2014).

As Ig sdo compostas por duas cadeias pesadas, existindo cinco diferentes tipos (IgA, 19G,
IgM, IgE, IgD), e por duas cadeias leves, podendo ser kappa ou lambda. Os plasmdcitos malignos
produzem e liberam quantidades excessivas de Ig ou proteinas M (fragmentos de anticorpos
monoclonais) onde o acumulo destes resulta na hiperviscosidade do sangue, gerando distarbios
neuroldgicos, disfuncdo plaquetéria, resultando em sangramentos, além de gerar danos tubulares
no sistema renal através da nefropatia de cadeia leve, levando a criacdo de edema, acidose e
distarbios eletroliticos (Albagoush et al., 2023; Barwick et al., 2019).

Logo, dentro do contexto das caracteristicas clinicas presentes no MM, é possivel observar
que as mais prevalentes em pacientes com MM no momento do diagndstico incluem anemia
(73%), dor Gssea (58%), creatinina elevada (48%), fadiga (32%), hipercalcemia (28%) e perda de
peso (24%) (Zhang et al., 2022).

3.1.5 Diagnostico

Os critérios para diferenciacdo dos estagios foram estabelecidos pelo International
Myeloma Working Group (IMWG), considerando as caracteristicas especificas de cada condicao.
A gamopatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS) é definida pela presenca de pico
sérico de proteina M < 3g/dL e menos de 10% de plasmdcitos monoclonais na MO, enquanto o
SMM apresenta proteina M maior ou igual a 3g/dL e plasmécitos monoclonais > 10% na MO.
Ambos os estagios sdo caracterizados pela auséncia de hipercalcemia, lesdes liticas, anemia e
insuficiéncia renal (Rajkumar et al., 2014; VVogelsberg et al., 2022).

O National Comprehensive Cancer Network recomenda recomenda uma abordagem
abrangente para o diagnostico de MM: hemograma, creatinina, aloumina (ALB), eletrdlitos, niveis
de célcio, lactato desidrogenase sérica (LDH), beta-2 microglobulina (B2M), imunoglobulinas
séricas, eletroforese de imunofixacgao sérica, proteindria de 24 horas, eletroforese de proteinas na
urina, eletroforese de imunofixacdo na urina, pesquisa de cadeia leve livre (FLC, do inglés free
light chains), tomografia computadorizada (TC) de baixa dose em corpo inteiro, PET-CT, bidpsia
e aspirado de MO, imuno-histoquimica e/ou citometria de fluxo, citogenética e hibridizacdo
fluorescente in situ (FISH) (Albagoush et al., 2023; Rajkumar e Kumar, 2016).

A bidpsia e o aspirado de MO apresentam um papel fundamental no diagnostico onde se



23
avalia a presenca de >10% de plasmocitos na medula, além de avaliar suas caracteristicas
morfolégicas. As células plasmaéticas malignas do MM podem apresentar-se com caracteristicas
normais de um plasmaocito maduro, caracteristicas imaturas e caracteristicas exéticas, como células
multinucleadas (Wallington-Beddoe e Mynott, 2021).

A classificacao do tipo de Ig no sangue e/ou urina faz parte do diagndstico da doenca, sendo
ela realizada através da pesquisa de FLC e pela eletroforese de proteina sérica. A FISH
complementar a isso permite identificar e visualizar alteragcdes cromossomicas que indicam o fator

de prognostico do paciente (Kumar et al., 2017; Mateos et al., 2019; Moreau, et al., 2017).

As proteinas de superficie celular séo cruciais para o entendimento da interacdo do tumor
com o microambiente. No MM, as técnicas de imunofenotipagem identificam marcadores tipicos,
como CD38, CD56, CD138 e CD319, e a auséncia de CD19 e CD45 (Ferguson et al., 2022). Na
prética clinica, o diagndstico do MM ¢é baseado na presenca de >10% de plasmdcitos na MO
combinado identificacdo de dano a drgdo-alvo, através da identificacdo de pelo menos uma
caracteristica CRAB, sendo anélise de calcio sérico > 11mg/dL para identificar hipercalcemia,
andlise de creatinina > 2mg/dL para identificacdo de insuficiéncia renal, hemograma com
hemoglobina < 10mg/dL para identificacdo de anemia e TC para identificar a presenca de uma ou
mais les@es liticas (Kumar et al., 2017; Mateos et al., 2019).

Complementar a isso, em 2014, o IMWG revisou o0s critérios diagndsticos, incluindo
pardmetros como a presenca de 60% de células plasmaticas na MO, presenca de proteinas M ou Ig
séricas maior ou igual a 100g/dL, e/ou ressonancia magnética anormal com presenca de uma ou
mais lesdes focais maior que 5mm e ndo visualizadas anteriormente. Esses critérios foram
propostos para identificar e tratar precocemente pacientes com SMM de alto risco (>80% de
chances de progressao para dano érgdo-alvo), mesmo na auséncia de critérios CRAB (Kosmala et
al., 2019; Zamagni et al., 2019).

3.1.5.1 Hibridizacdo Gendmica Comparativa em array (aCGH)

Atualmente, metodologias como a FISH, aCGH e o sequenciamento de nova geracéo
(NGS) tém avangado a compreensdo molecular da MO e do desenvolvimento do MM. O aCGH j&
estd consolidado como ferramenta essencial no diagndstico molecular, classificagcdo de tumores,
da definicdo prognoéstica e na analise preditiva de tumores (Cardona-Benavides et al., 2021;
Rajkumar, 2016).

O aCGH é uma tecnica baseada em microarranjos que permite a avaliacdo de alteracdes e
anormalidades cromossdmicas associadas ao numero de copias de DNA, sendo amplamente
reconhecida como padrdo-ouro em analises citogenéticas e moleculares. Sua alta sensibilidade
permite a deteccdo de rearranjos gendmicos, incluindo alteracbes em éxons e genes associados a

diversas doencas (Bejjani e Shaffer, 2006; Glaeser et al., 2020).
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O método envolve a comparagdo de duas amostras, uma controle e outra experimental,
ambas marcadas com fluoréforos distintos, geralmente cianina 3 (verde) e cianina 5 (vermelho)..
Ap6s a marcagdo, as amostras sdo hibridizadas em Iaminas contendo sequéncias gendmicas
conhecidas. O scanner de microarrays detecta os sinais fluorescentes, permitindo a analise das
variacdes gendmicas (Davies; Wilson; Lam, 2005; Smetana, 2014).

O principal diferencial do aCGH é sua capacidade de identificar simultaneamente
alteracbes em varios loci de um (nico genoma. Contudo, apresenta limitacGes, como a
incapacidade de detectar translocacdes e inversdes neutras de nimero de copias (Bejjani e Shaffer,
2006; Fukami e Miyado 2017).

Apesar dessas limitagdes, 0 aCHG continua sendo amplamente utilizado em diversas areas
da medicina, incluindo o estudo de células-tronco tumorais para a investigacdo da biologia das
leucemias, no diagnostico do transtorno do espectro autista, e no MM, permitindo uma analise
detalhada das alteracGes cromossdmicas e contribuindo para o entendimento da heterogeneidade
genética (Rack et al., 2016; Martinez-Climent et al., 2010; Ranieri et al., 2022).

3.1.6 Estratificacdo de Risco

O MM é possui uma variedade nos desfechos clinicos e na taxa de sobrevida global (OS),
podendo variar de meses a varios anos. Esses resultados dependem de fatores como caracteristicas
do paciente, carga tumoral, biologia e resposta a terapia. Logo, a estratificacdo de risco do MM
desempenha um papel fundamental, pois visa estimar a probabilidade de progressao da doenca e
prever a resposta terapéutica com base nos fatores relacionados ao paciente, a doenca e fatores
genéticos (Russell e Rajkumar, 2011; Vu et al., 2015).

O primeiro sistema de estratificacdo utilizado para avaliar a carga tumoral em pacientes
com MM foi o Durie-Salmon Staging (DSS), criado em 1975. Esse sistema utiliza pardmetros como
o nivel e tipo de proteina monoclonal, concentracdo de hemoglobina, niveis séricos de célcio, e o
namero de lesdes 0sseas. Com base nesses critérios, 0s pacientes sao classificados nos estagios DSS 1,
DSS 11, DSS 111, com subclasses A e B (Tabela 1) (Hari et al., 2009).

Tabela 1. Estratificacdo de risco Durie-Salmon Staging.

Risco Intermediario

Sistema Risco Padréo (1) (an Alto Risco (1) Subgrupos
Hemoglobina > 10 Hemoglobina < 8.5 ) x
g2 x i A: Funcéo renal

Calcio sérico < 10.5 N&o se enquadram Calcio sérico > 12 .
DSS . - . i relativamente
Estrutura 6ssea normal nos riscos | e 111 LesBes Osseas liticas

IgG < 5¢/dL; IgA < 3 g/dL avancadas normal




25

Componente M da cadeia 1gG >7g/dL; IgA>5 B: Funcdo renal
leve na urina por g/dL anormal
eletroforese < 4 g/24h. Componente M de cadeia

leve na urina > 12 g/24h.

Legenda: DSS: Durie-Salmon Staging.

Em 2005, o International Staging System (ISS) foi introduzido como uma ferramenta mais
simples e eficiente em comparagdo ao Durie-Salmon Staging System (DSS). Esse sistema utiliza
0s niveis séricos de ALB e B2M para classificar os pacientes em trés estagios prognosticos: ISS I,
ISS 1l e ISS 1lI. (Tabela 2) (Greipp et al., 2005; Hari et al., 2009).

Tabela 2. Estratificacdo de risco Multiple Myeloma International Staging System.

Sistema Risco Padréo (1) Risco Intermediario (1) Alto Risco (111)
B2M <35 .
ISS ALB > 25 Demais quadros B2M >55

Legenda: B2M: beta-2 microglobulina; ALB: Albumina; ISS: International Staging System.

A escolha dos biomarcadores é baseada no aumento de B2M que reflete a massa tumoral
elevada e a fungdo renal reduzida, assim como os niveis baixos de albumina se devem a citocinas
inflamatdrias secretadas pelo microambiente tumoral. Logo, sdo ditos como pacientes de risco
padrdo (1SS I) aqueles que apresentam B2M <3,5mg/L e uma albumina maior ou igual a 3,5g/dL,
sdo classificados como de alto risco (ISS I11) pacientes que apresentam B2M > 5,5mg/L e pacientes
intermediéarios (ISS 1) aqueles que ndo se encaixam nos quadros anteriores (Garrido et al., 2021).

Em 2015, o ISS foi revisado para incluir pardmetros adicionais, resultando no Revised
International Staging System (R-1SS). Esse modelo combina os critérios de carga tumoral do 1SS
com fatores bioldgicos, como anormalidades citogenéticas de alto risco detectadas por FISH
(del(17p), t(4;14), t(14;16)) e niveis elevados de lactato desidrogenase (LDH). O R-ISS classifica
0s pacientes em trés categorias: R-ISS | (ISS I, LDH normal, sem anormalidades citogenéticas),
R-1SS 11l (ISS Ill, LDH elevado e/ou anormalidades citogenéticas) e R-I1SS Il (pacientes
intermediarios). Essa revisdo aprimorou a precisdo prognostica, especialmente em recém-
diagnosticados (Tabela 3) (Palumbo et al., 2015; D’Agostino et al., 2022; Kadam Amare et al.,
2023).

Tabela 3. Estratificacdes de risco do mieloma mdltiplo.

Risco Intermediario

Sistemas Risco Padrao (1) () Alto Risco (I11) Subgrupos
Hemoglobina > 10 Hemoglobina < 8.5 . x
(e x e A: Funcéo renal
Calcio sérico < 10.5 N4o se enquadram Célcio sérico > 12 .
DSS , . - . relativamente
Estrutura 6ssea normal nos riscos | e 111 LesBes Osseas liticas

IgG < 5g/dL; IgA < 3 /dL avancadas normal



26

Componente M da cadeia 1gG >7g/dL; IgA>5 B: Funcdo renal
leve na urina por g/dL anormal
eletroforese < 4 g/24h. Componente M de cadeia

leve na urina > 12 g/24h.

B2M <35

ISS ALB > 25 Demais quadros B2M >55 -
B2M < 3,5 B2M >55
ALB>25 . LDH Elevado
R-ISS LDH Normal Demais quadros Presenca de AC (del(17p), i
Ausénciade AC t(4;14), 1(14;16))

Legenda: B2M: beta-2 microglobulina; ALB: Albumina; LDH: Lactato Desidrogensa; AC: Anormalidades
Cromossomicas; ISS: International Staging System; R-1SS: Revised Multiple Myeloma International Staging System;

R2-1SS: Second Revision of the International Staging System; DSS: Durie-Salmon Staging
A alteracGes citogenéticas de alto risco, como del(17p) t(4;14) e t(14;16), indicam

progndstico desfavoraveis. A del(17p), com incidéncia de 8%-10% durante o diagnoéstico, é
associada a um risco maior em comparacao a t(4;14), que ocorre em 10%-15% dos casos (Moreau,
etal., 2017; Pawlyn e Davies, 2019; Perrot et al., 2019).

Em 2022, foi introduzido o Second Revision of the International Staging System (R2-ISS),
que estratifica pacientes em quatro grupos (baixo, intermediario-baixo, intermediario-alto e alto
risco) utilizando os preditores mais impactantes na sobrevida global e livre de progressao.Além de
ISS, del(17p), LDH e t(4;14), esse modelo incorporou o ganho ou amplificacdo de 1q como fator
independente de mau progndstico, abordando a limitacdo do R-ISS original ao agrupar muitos
pacientes no estagio intermediario com desfechos heterogéneos. . (Tabela 4) (D’Agostino et al.,
2022).



27

Tabela 4. Sistema de score presente no R2-ISS.

Fatores de risco Pontos
ISS I 1
ISS 1lI 15
del(17p)
LDH elevado
t(4;14)
1g+ 0,5
Estratificagdo Soma de pontos
Baixo (1) 0
Intermediério-baixo (Il) 0,5-1
Intermediario-alto (111) 1,5-2,5
Alto (1V) 3-5

Legenda: B2M: beta-2 microglobulina; ALB: Albumina; LDH: Lactato Desidrogensa; AC: Anormalidades
Cromossomicas; ISS: Multiple Myeloma International Staging System; R-1SS: Revised Multiple Myeloma

International Staging System; R2-1SS: Second Revision of the International Staging System.

Além destas, a estratificacdo de risco M\SMART da Mayo Clinic (www.msmart.org) possui
detalhes complementares e importantes, podendo ser utilizados na formulagdo de uma estratégia
terapéutica. Essa estratificacdo utiliza de AC, sendo trissomias, t(11;14) ou t(6;14) classificadas
como de risco padrdo e presente em 60% dos recém diagnosticados; altera¢6es de alto risco estdo
presentes em 40% dos recém diagnosticados e podem ser t(4;14), t(14:16), t(14;20), del(17p) ou
ganho(1q); também possuindo a caracterizacdo de paciente com duas alteragdes de alto risco
classificado como mieloma duplo e o que possui trés ou mais altera¢des de alto risco como mieloma
triplo (Cardona-Benavides et al., 2021; Mikhael et al., 2013).

3.1.7 Alteragdes Genéticas no Mieloma Multiplo

O MM possui carater heterogéneo e complexo geneticamente, demandando a ocorréncia
simultanea de multiplos eventos gendmicos para sua iniciacdo e progressdo. A taxa de mutacdo
somatica no MM ¢é estimada em aproximadamente 1,6 mutagdes por megabase (mb), destacando
o0 desafio de diferenciar mutacdes driver, que impulsionam a doenca, de mutacfes passenger, que
sdo secundarias e menos relevantes. As anormalidades surgem ainda antes do paciente ser
diagnosticado com MM, quando estao nos estagios MGUS ou SMM (Lawrence et al., 2014; Puta
etal., 2021).

Entre os eventos genéticos iniciais mais comuns, destacam-se as alteragdes moleculares no
gene responsavel pela expressdo da cadeia pesada da Ig (gene-IgH), localizado no cromossomo
14, além da presenca de hiperdiploidias, frequentemente envolvendo trissomias de

cromossomos impares. Essas alteracfes s@o consideradas marcos iniciais no desenvolvimento do


http://www.msmart.org/
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MM, comprometendo pontos criticos de verificacdo do ciclo celular (Pawlyn e Davies, 2019).

As translocacgdes de IGH estdo presentes em 50% dos pacientes e podem envolver até 5
loci cromossomicos distintos, como 11913, 6p21, 4p16, 16923, 20g11. Esses rearranjos afetam
oncogenes como Ciclina D1 (CCND1), Ciclina D3 (CCND3), Receptor 3 do Fator de Crescimento
de Fibroblastos/Proteina de Dominio SET de Ligacao ao Receptor Nuclear (FGFR3/NSD2), MAF
bZIP Transcription Factor (MAF) e MAF bZIP Transcription Factor B (MAFB) respectivamente.
A depender da regido translocada com o cromossomo correspondente, 0 impacto progndéstico pode
variar ao contrario das hisperdiplidias que geralmente estdo associadas a um prognaéstico de risco
padrdo (Barreto et al., 2022; Boyd et al., 2011; Chesi e Bergsagel, 2015).

A desregulacao da familia da ciclina D (CCND1, CCND2, CCND3) é outro evento genético
precoce frequentemente mediado por translocagdes envolvendo o IGH, como: t(4;14), t(6;14),
t(11;14), t(14;16) e t(14;20). Essas alteracdes resultam no aumento da expressdo das proteinas
Ciclina D, levando a desregulacdo do ponto de verificacdo G1/S do ciclo celular. As translocacgdes
também promovem o controle de oncogenes como MMSET/FGFR3, CCND3, CCND1, MAF e
MAFB; sob o aumento da expressao do gene IgH (Figura 2) (Bergsagel, et al., 2005; Pawlyn e
Davies, 2019).



Figura 2. Alteragdes citogenéticas no mieloma multiplo.
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oncogeénica e o inicio da carcinogénese. Nos estagios mais avancados da doenca, surgem alteragdes secundarias devido
a instabilidade gendmica em clones malignos, Além disso as células malignas de um mesmo paciente podem abrigar
diferentes alteragdes secundarias, seguindo os conceitos de evolugdo linear e ramificada. Adaptado de Barreto et al.,
2022.

Apesar dessas alteracdes surgirem antes do quadro de diagndstico do MM, a progressdo
tumoral exige o acimulo de mutacdes secundarias. Estas incluem alteracGes no nimero de copias,
novas translocagfes cromossémicas envolvendo o gene MYC, mutagGes no gene RAS, e rearranjos
cromossdmicos como como: amp(1q), del(1p), del(17p), del(13), del(13q), del(16q) e del(12p)
(Barwick et al., 2019; Rajkumar, 2019).

Um estudo conduzido por Sheng et al. (2022) identificou 424 genes diferentemente
expressos em MM, incluindo 350 genes regulados positivamente e 74 genes regulados
negativamente (Sheng et al., 2022). Outros trabalhos continuam a explorar as alteragdes genéticas
mais relevantes, destacando mutagdes frequentes em KRAS, NRAS, TP53, FAM46C, DIS3 e BRAF,
assim como em genes centrais associados a patogénese (TP53, MYC, CDND1, IL6; UBA52, EZH2,
e MDM2) (Barreto et al., 2022; Saadoune et al., 2022).

3.1.8 Tratamento
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O transplante autologo de células tronco (ASCT) permanece como 0 tratamento mais
recomendado para 0s pacientes portadores de MM. Contudo, nem todos os pacientes sdo elegiveis
para essa abordagem. Apesar desta vertente, os avangos na terapia do MM tem gerado resultados
consideraveis no aumento de sobrevida dos pacientes, isso se deve a novas combinacfes
quimioterapicas e a introducdo de novas drogas como talidomida, bortezomibe e lenalidomida
(Attal et al., 1996; Rajkumar, 2022; Richardson et al., 2005).

Antes do ASCT, os pacientes passam por quimioterapia de inducao, normalmente com trés
a quatro ciclos, seguidos da coleta de células-tronco. Apos a coleta, o tratamento pode prosseguir
com o0 ASCT ou a continuidade da terapia de indugdo até a primeira recidiva (Gonsalves et al.,
2019; Saad et al., 2014).

Regimes triplos, como VRD (bortezomibe, lenalidomida, dexametasona) e DRD
(daratumumabe, lenalidomida, dexametasona), séo as opcdes iniciais preferenciais para pacientes
recém- diagnosticados. Em contextos de restricdo de acesso, protocolos alternativos como VTD
(bortezomibe, talidomida, dexametasona) ou VCD (bortezomibe, ciclofosfamida, dexametasona),
podem ser empregados, com VTD geralmente apresentando maior eficacia (Chen et al., 2022;
Rajkumar, 2022).

Regimes quadruplos, incluindo daratumumabe, um anticorpo monoclonal anti-CD38, tém
demonstrando beneficios significativos. Estudos apontam que combinaces como Dara-VTD
(daratumumabe + VTD) e Dara-VRD (daratumumabe + VRD) oferecem maior sobrevida livre de
progressdo (SLP) e sobrevida global (SG) em comparacéo aos regimes convencionais (Moreau,
Philippe et al., 2019; Voorhees et al., 2019).

Embora o ASTC seja mais eficaz em pacientes com citogenética de alto risco, fatores como
idade e comorbidades podem limitar sua aplicabilidade. Para pacientes inelegiveis, regimes como
VRD e DRD séo utilizados, com ciclos variando de 8 a 12 (Child et al., 2003; Rajkumar, 2022).

O regime Unico ou duplo é mais utilizado no tratamento de SMM de alto risco através do
uso da lenalidomida isolada ou combinada com dexametasona. Assim como apds o tratamento 0s
pacientes sdo submetidos a terapia de manutencdo, onde também é utilizado a lenalidomida como
metodologia padrdo. Ela por sua vez, é um agente imunomodulador (IMiDs), assim como a
talidomida e pomalidomida, tendo eles capacidades imunomoduladoras, antiangiogénicas e
inibidoras do fator de necrose tumoral alfa. Entretanto, pode haver citotoxicidade direta devido ao
dano no DNA, oriundo dos radicais livres liberados em sua acdo (Attal et al., 2012; Jackson et al.,
2019).

Novos agentes aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA), como balantamabe
mafodotina, carfilzomibe, elotuzumabe, isatuximabe, ixazomibe, pomalidomida, selinexor e
terapias celulares com receptores quiméricos de antigeno T (CAR-T), estdo ampliando as op¢oes

para MM refratario, melhorando os resultados terapéuticos (Attal et al., 2019; Bringhen et al., 2014;
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Dimopoulos et al., 2018; Moreau, Philippe et al., 2021).

Terapias com células T CAR possuem como alvo o antigeno de maturacéo de células B,
seus resultados promissores em pacientes preé tratados oferecem uma nova perspectiva na doenca
recidivante ou refrataria. Outra nova linha de tratamento no MM sédo 0s anticorpos biespecificos,
que envolvem células T e células de mieloma, também sdo consideradas como tratamentos
eficazes, possuindo Vvarios agentes sob investigacdo em ensaios clinicos (Garfall, 2024).

Apesar dos avancos, 0 MM permanece incurdvel, com recidivas ocorrendo em diferentes
estadgios da doenca. Essas recaidas refletem a heterogeneidade bioldgica intrinseca do MM,
exigindo abordagens personalizadas com base nas terapias previamente empregadas (Bhatt et al.,
2023).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Pacientes
4.1.1 Aspectos Eticos

O Projeto foi submetido & Plataforma Brasil e obteve aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP), sob nimero de registro 010406/2022 (ANEXO 1). Participaram desse estudo
pacientes com suspeita/diagndstico de mieloma multiplo atendidos no Hospital Geral de Fortaleza.
Todos os participantes, ou seus responsaveis legais, receberam explicacGes detalhadas sobre o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 2), participando do estudo apenas ap0s

a leitura, concordancia e assinatura do documento.
4.2 Etapas do Estudo Clinico

Apds assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 2), a equipe de
salde treinada e/ou os pesquisadores aplicaram um questiondrio estruturado (ANEXO 3). Este
instrumento coletou informacg6es demogréaficas (nome, data de nascimento, filiacdo, naturalidade,
procedéncia, ocupacao), historico familiar de neoplasias em parentes de primeiro grau, além de
sinais e sintomas clinicos relacionados a doenca. Posteriormente, os pacientes foram submetidos

a uma avaliacdo clinica e, quando aplicavel, a coleta de medula 6ssea.

As coletas de informac6es de prontuario e de medula 6ssea de pacientes com suspeita
ou diagndstico de MM foram realizadas no periodo de maio de 2022 a junho de 2024 atendidos
no Hospital Geral de Fortaleza (HGF), totalizando 173 pacientes. Apés a aplicacdo dos critérios
de excluséo, o estudo contou com a participacdo de 95 pacientes diagnosticados com MM, o0s
demais 78 pacientes apresentaram diagndstico divergentes, como sindrome mielodisplasica

(SMD) e leucemia mieloide crénica (LMC).
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4.2.1 Amostras para Estudo Molecular

4.2.1.1 Medula Ossea

As amostras de medula dssea foram obtidas de pacientes que atenderam aos critérios de
inclusdo e ja estavam submetidos a procedimentos diagnosticos ou terapéuticos, sem ocasionar

quaisquer transtornos adicionais ao paciente.
4.2.2 Critérios de inclusdo, excluséo e de retirada do estudo

Foram incluidos no estudo pacientes com diagndstico clinico-laboratorial de MM,
atendidos no HGF ou encaminhados pelas Secretarias Municipais e Estadual de Saude do Estado
do Ceara. Além disso, os pacientes deveriam ser capazes de compreender a natureza e objetivo do
estudo, e com intencdo de cooperar com 0 pesquisador e agir de acordo com 0s requerimentos de
todo o ensaio, 0 que vem a ser confirmado mediante a assinatura do TCLE.

Por sua vez, pacientes com diagnostico clinico e laboratorial excludente dos tipos de
mieloma abordados no estudo, pacientes com doencas oncohematoldgicas que ndo preencham os

critérios clinicos e/ou genéticos para diagnostico de mieloma maultiplo.

Como critérios para retirada do sujeito da pesquisa do estudo foram considerados a retirada
de consentimento pelo paciente ou familiar por qualquer motivo e a presenca de qualquer condicdo

que impega o paciente de participar do estudo pelo julgamento do investigador.
4.2.3 Estratificacéo clinica de pacientes do estudo

A estratificacdo dos pacientes seguiu os critérios do do ISS publicado em 2005, que
classifica os pacientes em trés estagios (ISS1, ISS2 e 1ISS3) com base nos niveis séricos de beta-

2-microglobulina (B2M) e albumina, conforme apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5. Estratificag@es de risco dos pacientes diagnosticados com mieloma mdltiplo do estudo.

Sistemas Risco Padré&o Risco Intermediario Alto Risco
ISS
i%_l\é : Sg’ Demais quadros B2M >55

Legenda: B2M: beta-2 microglobulina; ALB: Albumina; ISS: Multiple Myeloma International Staging System.

4.2.4 Selecdo de pacientes para realizacéo de aCGH
Dos 95 pacientes diagnosticados com MM, 16 foram selecionados para analise por aCGH,
garantindo a distribuicdo equitativa entre os grupos. Os pacientes foram estratificados de acordo

com o sistema ISS: 6 pertenciam ao grupo I1SS1, 5 ao grupo ISS2 e 5 ao grupo ISS3.
4.3. METODOS DE ANALISE MOLECULAR
4.3.1 Extracdo de DNA

As amostras de medula déssea foram coletadas e 0 DNA gendmico (DNAg) foi isolado
através do kit comercial Invitrogen Purelink Genomic DNA Mini Kit da Thermo Fisher, seguindo
as instrucbes do fabricante. As concentracbes dos DNAg foram determinadas utilizando o
espectrofotdbmetro NanoDrop2000 (Thermo Scientific), seguindo o protocolo designado pela
empresa, e armazenados a -80°C. O DNAg extraido foi empregado para validar alteracfes

genéticas utilizando a técnica de aCGH. .

4.3.2 aCGH — Hibridizagdo Gendmica Comparativa em ARRAY

A identificacdo das alteragdes cromossdmicas somaticas, como ganhos e perdas de
segmentos, foi realizada por aCGH, utilizando a matriz SurePrint G3 Cancer CGH+SNP
Microarray G4869-60510 Kit, 4x180K, da Agilent, contendo cerca de 120.000 sondas de aCGH
que abrangem os clones definidos pelo consorcio International Standards for Cytogenomic Arrays
(ISCA). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as instrugdes padrdes da empresa.

4.4 ANALISE DOS DADOS

4.4.1 Anélise dos Dados Clinico-Epidemioldgicos
Os dados clinico-epidemioldgicos foram submetidos a andlise estatistica descritiva,
considerando as variaveis nominais de interesse do estudo. As informac6es foram organizadas em

tabelas, quadros e gréficos para facilitar a interpretacdo. Para varidveis com distribui¢cdo normal,
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foram calculadas medias e desvios padrdo; para dados ndo normais, utilizou-se a mediana como
medida de tendéncia central. Todas as anlises estatisticas foram realizadas utilizando o software
Jamovi, verséo 2.3. 28..

O teste Exato de fisher foi aplicado para avaliar a associacdo entre variaveis clinicas e
a estratificacdo de risco dos pacientes. As variaveis analisadas incluiram sexo, regido,
hemoglobina (Hb), leucdcitos (WBC), plaquetas, LDH, beta-2 microglobulina (B2M), albumina,
hipercalcemia, insuficiéncia renal e dor 6ssea. Um nivel de significancia de 95% (p < 0,05) foi

estabelecido para determinar correlagdes estatisticamente significativas entre as variaveis.

4.4.2 Analise integrativa de Variacdes no Numero de Cépias (CNVs)

As CNVs foram calculadas usando o algoritmo Aberration Detection Method 2 (ADM- 2),
configurado com um limiar de sensibilidade ajustado para 6, filtro de aberracdo com no minimo 3
sondas e valor minimo de AvgAbsLogRatio de 0,25. A andlise dos dados foi realizada com base
em métricas de controle de qualidade disponibilizadas no software CytoGenomics, versao 5.3.0.14
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA).

As anota¢des gendmicas foram baseadas no genoma humano GRCh38/hg38 proveniente

do Genome Browser da University of California Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgGateway). Para identificar genes drivers presentes nos CNVs detectados, foi utilizado o

banco de dados Oncovar (Pancancer) (https://oncovar.org/welcome/index) e o the Network of

Cancer Genes (NCG) resource (http://www.network-cancer-genes.org/) (Dressler et al., 2022;

Wang et al., 2021). A patogenicidade dos genes foi classificada de acordo com os critérios
estabelecidos pelo ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics), conforme as
seguintes categorias: significado indeterminado (0), possiveis patdgenos (1), possivelmente
patogénicos (2), provaveis patogénicos (3) e patogénicos (4) (RICHARDS et al., 2015). Foram
desconsideradas da analise regides sem genes ou com apenas pseudogenes.

Para anélise de frequéncia das subregiGes foi considerado a presenca em 30% ou mais dos
casos como comum. E para andlise de frequéncia de genes driver por grupo, foi considerado igual

ou maior que 50% como comum.

4.4.3 Interpretacéo Bioldgica e Analise Estatistica

A anélise de enriquecimento funcional dos CNVs foi conduzida utilizando o banco de
dados KEGG para identificar vias bioldgicas relevantes e ontologias genéticas associadas. A
visualizacao das associacOes entre as vias identificadas e os genes drivers de cada via foi elaborada
com gréaficos Sankey, gerados por meio dos pacotes R ggalluvial, ggplot2 e tidyr, utilizando
informagdes classificadas conforme o banco de dados Network Cancer Genes

(http://www.network-cancer-genes.org/query.php).
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4.4.4 Comparacao entre grupos

Para comparar as medianas de trés grupos (LOH, Perda e Ganho) em relacéo ao risco (ISS),
foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis no software Jamovi (versdo 2.3.28). As diferencas
significativas entre os grupos foram avaliadas por meio do teste de compara¢Ges multiplas de
Dwass-Steel-Critchlow-Fligner, permitindo identificar o0os grupos com discrepancias

estatisticamente relevantes.
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RESULTADOS

4.3 Dados clinico-epidemiologicos dos pacientes

A idade meédia dos pacientes com MM foi de 62,78 anos (+ 11,08). Quanto ao sexo,
55 pacientes (57,89%) eram do sexo masculino e 40 (42,11%) do sexo feminino. Em relacdo a
estratificacdo de risco pelo ISS, 40 pacientes (42,11%) foram classificados como ISS 3, 12 (12,63%)
como ISS 2 e 14 (14,73%) como ISS 1. Devido a auséncia de informacdes, 29 (30,52%) pacientes
nao foram classificados (Figura 3).

Figura 3. Estratificacdo dos pacientes com MM atendidos no HGF.

45
40
40
35
20 29
25
20
15 = 12
10
5
0
1SS 1 ISS 2 1SS 3 NI

Legenda: ISS 1: pacientes de risco padrdo (B2M < 3,5, ALB > 2,5); ISS 2: pacientes que ndo se encaixam nos demais
critérios; 1SS 3: pacientes de alto risco (B2M > 5,5); NI: ndo identificados, pacientes com falta de dados para ser

realizada a estratificagéo.

As ocupac0es relatadas incluiram diversas profissdes (Tabela 4). As ocupagdes mais

frequentes foram agricultor (22,1%) e doméstica (17,9%) (Tabela 4).

Tabela 6. Ocupacéo laboral dos pacientes diagnosticados com MM.



Ocupacéo Contagens % do Total
Laboral

Administracdo 4 4.2%
Agricultor 21 22.1%
Aposentado 1 1.1%
Borracheiro 1 1.1%
Caminhoneiro 1 1.1%
Construcéo Civil 5 5.3%
Cozinheira 1 1.1%
Cozinheiro 1 1.1%
Domeéstica 17 17.9%
Faz Tudo 2 2.1%
Gargom 2 2.1%
Manicure 1 1.1%
Mecanico 2 2.1%
Metalurgico 1 1.1%
Motorista 6 6.3 %
Mdsico 1 1.1%
NI 17 17.9%
Padeiro 1 1.1%
Pescador 2 2.1%
Planfetagem 1 1.1%
Porteiro 1 1.1%
Presidiario 1 1.1%
Professor 1 1.1%
Sapateiro 1 1.1%
Tec. De 1 1.1%
Enfermagem

Telemarketing 1.1%
Vigia 1 1.1%

Legenda: NI: N&o informado.

Quanto a residéncia, 45 pacientes (47,4%) viviam em Fortaleza, 15 (15,8%) em
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municipios da regido metropolitana, e 35 (36,8%) na zona rural do Ceara (Figura 4). (Figura 4).

Figura 4. Distribuicdo geografica dos pacientes atendidos com MM no HGF.
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Com relagdo as caracteristicas clinicas dos pacientes, 26 (27,4%) apresentavam o
subtipo monoclonal 1gG/K, 43 (45.3%) ndo tiveram o subtipo identificado, 9 (9,5%) eram IgG/L,
(1,1%) com os subtipos IgA/K e IgA/L simultaneamente, 6 (6,3%) com o subtipo IgA/L, 8 (8,4%)
com o subtipo IgA/K e 2 (2,1%) apresentavam apenas clonalidade Kappa (Figura 5).
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Figura 5. Proteina monoclonal dos pacientes com MM atendidos no HGF.

N [ 13
Kappa [ 2
/L I -
1go/k [ ¢
IgA/LelgA/K 1 i
1gA/L I 6
igA/K I ©
0 10 20 30 40 50

Legenda: NI: N&o informado.

Na apresentacdo clinica inicial, a anemia foi detectada em 46 pacientes, insuficiéncia
renal em 18 pacientes, dor 6ssea em 55 pacientes e hipercalcemia em 22 pacientes (Figura 6).

Figura 6. Sintomas dos pacientes com MM atendidos no HGF.
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Legenda: A dor nos ossos foi contabilizada a partir de relato dos pacientes e da presenca de lesdes liticas; Anemia foi
definida quando paciente apresentava hemécia, hemoglobina e hematécrito abaixo dos valores de referéncia;
Hipercalcemia quando pacientes apresentavam concentracao total de célcio > 10,4 mg/dL ou célcio idnico plasmatico

> 5,2 mg/dL; Insuficiéncia renal definida quando clearance de creatinina < 40mL/min ou creatinina sérica > 2mg/dL.
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Como primeira linha de tratamento, 60 pacientes utilizaram o regime VCD, 9

utilizaram VTD, 3 usaram VMP (bortezomibe + melfalano), 2 receberam CTD, e 1 utilizou SVD.

Em 20 casos, ndo foi possivel identificar o protocolo terapéutico inicial.

Nas andlises estatisticas, verificou-se uma associacdo significativa entre a

estratificacdo de risco (I1SS) e os seguintes parametros: Hb (p=0,003), B2M (p<0,001), albumina

(p=0,048), plaquetas (p=0,023) e Insuficiéncia renal (p=0,002) foi verificada uma provavel

influéncia entre essas variaveis (Tabela 7). Pacientes nos grupos ISS 2 e ISS 3 apresentaram niveis

mais baixos de albumina, sugerindo que a hipoalbuminemia, além de niveis elevados de B2M

(>5,5), est& associada a um pior prognostico.

A trombocitopenia e a anemia foram marcadores de mau prognostico nos grupos 1SS 2 e

ISS 3. A insuficiéncia renal foi significativamente mais frequente no grupo ISS 3, refor¢ando seu

papel como indicador de maior gravidade dentro da estratificagdo de risco.

Tabela 7. Exato de Fisher dos dados Clinico-Epidemioldgicos dos pacientes diagnosticados com MM

Categoria ISS p-valor
Género ISS 1 ISS 2 ISS 3 NI 0,291
Feminino 9 4 17 10
Masculino 5 8 23 19
Total 14 12 40 29
Regido 0,678
Fortaleza 6 6 19 14
Ilfﬂegtlr?)%olitana 1 3 6 S
Zona rural 7 3 15 10
Total 14 12 40 29
Hb g/dL < 0,001
<12 9 10 40 22
12a16 5 2 0 7
Total 14 12 40 29
WBC/mm. 0,28
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> 10.000 3 2 3 3
< 3.000 2 0 8 3
3.000 a 10.000 9 10 29 23
Total 14 12 40 29
Plaquetas 0,023
> 450.000 0 0 1 0
< 150.000 1 3 19 6
150.000 a
450.000 13 d 20 23
Total 14 12 40 29
B2M <0,001
>55 0 0 40 0
<55 14 12 0 8
NI 0 0 0 21
Total 14 12 40 29
Albumina 0,048
>25 13 7 25 6
<25 0 3 12 5
NI 1 2 3 18
Total 14 12 40 29
LDH U/L 0,452
NI 1 0 2 17
Alto 0 2 6 0
Baixo 10 6 19 5
Normal 3 4 13 7
Total 14 12 40 29
Hipercalcemia 0,274
NAO 1 5 3 7
SIM 2 4 12 4
Total 3 9 15 11
InSlg:e(::?ma 0,002
NAO 2 6 3 6
SIM 0 1 13 5
Total 2 7 16 11
Dor 6ssea 0,279
NAO 2 0 3 3 8
SIM 7 11 23 14 55
Total 9 11 26 17 63

Legenda: ISS: International Staging System; Hb: Hemoglobina; Whbc: Contagem de Células Brancas; B2M: Beta- 2

microglobulina LDH: Lactato Desidrogenase; U/L: Unidade por Litro; mm3: Milimetro Cubico; g/dL: Grama por

decilitro; NI: N&o informado. Pacientes classificados como NI ndo entraram na andlise estatistica comparativa.

p*<0,05; p**<0,001.



43

4.4 Perfil dos CNVs por aCGH

4.4.1 AlteracOes Gerais

A caracterizacdo molecular de 16 pacientes foi realizada com o objetivo de identificar
alteracdes citogenéticas de interesse. Foram detectadas 323 CNVs, incluindo 172 ganhos, 117
perdas e 32 LOH, com tamanhos variando de 3Kb a 110.779Kb (Tabela 8). A alteragdes
cromossomicas identificadas estdo detalhadas na figura 7 e na tabela 8. Ressaltando que e 1

paciente apresentou apenas delecdes (Figura 7).

Tabela 8. NUmero total de CNVs

Ganhos Perdas LOH Total Meédia por paciente
NUmero 172 117 34 323 20,18
Tamanho (Kb)  1.646.976  645.099 398.490  2.690.565 168.160

Legenda: LOH: perda de heterozigosidade;

As regides de LOH foram identificadas em apenas 7 pacientes, sem similaridades entre as
bandas cromossomicas e sem genes drivers em comum (presentes em 30% ou mais dos casos). Para
uma analise mais detalhada, os pacientes foram estratificados de acordo com o sistema ISS,
revelando 9 LOHSs no grupo 1SS1, 21 no ISS2 e 4 no ISS3 (Tabela 9).

Tabela 9. Nimeros de LOH identificados na populagéo do estudo e por grupos de risco.

ISS1 I1SS2 ISS3 Total

NUmero de LOH 9 21 4 34

Legenda: LOH: perda de heterozigosidade; ISS: International Staging System
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Figura 7. Apresentacédo das principais CNVs identificadas na populagéo do estudo.
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Legenda: A.Representacdo de CNVs total por cromossomos; B. Representacdo de CNVs total por subregides cromossdmicas. LOH: perda de heterozigosidade;
CNAs:Anormalidades no nimero de copias.




As alteragOes mais frequentes foram observadas no cromossomo 14 e seguida

pelas subregides 1p, 2p, 8p, 10q, 11q, 14q e 15q, que apresentaram mais de 10 CNVs.

Os ganhos foram detectados na maioria dos cromossomos, exceto nos cromossomos

12 e 20, com maior incidéncia em 2p, 8p, 11q, 14q e 15q destacando as citobandas

2p11.2, 8p11.22, 8p22, 10026.13 e 22q11.22 que estiveram semelhanca em mais de
30% das amostras (Tabela 10).

Tabela 10. Regides com ganhos em comum na populacdo do estudo.
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Cromossomo  Regido Tamanho Tipo de Genes Drivers ACMG Pacientes
(Kb) variagao por grupo
2 pll.2 116 Ganho IGK NR NR ISS1 (2),
ISS2 (3),
ISS3 (2)
8 p22 67 Ganho MSR1 MSR1 Possivel ISS1 (3),
patogenico ISS2 (0),
ISS3 (2)
10 026.13 3 Ganho DMBT1 DMBT1 Possivel ISS1 (1),
patogenico ISS2 (2),
ISS3 (2)
22 ql1.22 188 Ganho MIR650, NR NR ISS1 (3),
MIR5571, ISS2 (0),
IGLL5 ISS3 (2)

Legenda: NR: Néo reportado.

Perdas foram observadas em quase todos os cromossomos de todos o0s

pacientes, exceto nos cromossomos 12 e 19. As regides que apresentaram maior

namero de perdas foram 8p e 10q, destacando-se a citobanda 8p11.22, que apresentou

delecdes recorrentes em mais de 30% dos pacientes (Tabela 11).



Tabela 11. Regides com perdas em comum na populagéo do estudo.
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Cromossomo Regido Tamanho Tipo de Genes Driver ACMG Pacientes
(Kb) variacéo por grupo
8 pl1.22 123 Perda ADAMS5, NR NR ISS1 (2),
ADAM3A ISS2 (3),
ISS3 (2)
Legenda: NR: ndo reportado.
4.4.2 Perfil das CNVs presentes no grupo 1SS 1
Entre os 16 pacientes avaliados, 6 foram classificados no grupo ISS1 (Tabela
12). Nesse grupo, foram identificados 112 CNVs, destes 68 ganhos, 35 perdas e 9
LOH, com variacdes de 3Kb a 104.315Kb (Figura 8).
Figura 8. Apresentacdo de CNVs por cromossomo no grupo 1SS1
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Legenda: CNAs:Anormalidades no nimero de copias
Tabela 12. Dados clinicos pacientes do grupo 1SS1.
ID Ocupacéo Regido ldade Géne Hb LDH B2M  Albumi  Imunoglobul
ro g/dL u/L na ina
MMO03  Borracheiro Fortaleza 58 M 12,2 167 2,48 3,6 IGG/K

MM32 Padeiro Fortaleza 63 M 14,7 195 5,16 41 IGG/K



MM52 Agricultor Zona rural 64

MM76 Domeéstica Fortaleza 46

MM104  Agricultor Fortaleza 56

MM157 Pescador Zona rural 54
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Entre os ganhos, destacaram-se genes drivers frequentemente alterados, como
0 HERC2 e MSR1, que apresentaram ganho em 5/6 e 3/6 respectivamente entre 0s

pacientes do grupo, e classificados com niveis de patogenicidade 2 e 1 de acordo com

0 ACMG, respectivamente.

Por outro lado, as perdas ndo mostraram uma prevaléncia consistente entre 0s

genes drivers analisados, com nenhuma ocorréncia presente em metade ou mais dos

pacientes.

A andlise ontoldgica indicou que os ganhos estavam relacionados a vias de
infeccdo por herpesvirus tipo 1, transducdo olfatdria, receptores do tipo RIG-I e
sinalizacdo JAK-STAT (Figuras 9 e 10). Por outro lado, as perdas estavam envolvidas

em vias criticas, como reparo por excisdo de nucleotideos, vigilancia de mRNA,

moléculas de adesdo celular e replicacdo do DNA (Figura 11).



Figura 9. Diagrama de Sankey representando a andlise de enriquecimento gendmico referente aos

ganhos no grupo ISS1.

OR1J2
OR1L1
OR10H2
ORSB17
OR8KS
OR5212
OR13C4
CNGA4
OR1M1
OR2D2

CCND1
RAF1
PRLR

—\

—

PIK3R2

PIK3R1
PIK3CB
PIK3CA
PDGFRB
LIFR
JAK3
JAK2
IL7R
ILesT
HRAS
AKT2
CSF2RA

‘\
R
aSet
Ry R
«
R

14

15 16 17
Fold Enrichment

18

19

-log,,(FDR)

Count

e 97
@ 160
@ 22

52



53

Legenda: Gréafico de Sankey representando as quatro principais vias biolégicas enriquecidas para os
ganhos observados em pacientes com mieloma multiplo (MM) no estagio ISS1. A espessura dos fluxos
representa o grau de enriquecimento (Fold Enrichment), enquanto as cores representam a significancia
estatistica baseada na taxa de falsos descobrimentos FDR (False Discovery Rate). O nimero de genes
associados a cada via € indicado pelo Count. As vias destacadas incluem Herpes Simplex, transducédo
olfativa, RIG-I-like e JAK-STAT. As vias RIG-I-like e JAK-STAT exibem maior significancia
estatistica (FDR prdéximo de 5), enquanto as vias de Herpes Simplex e transducdo olfativa envolvem

um maior nimero de genes, embora com menor significancia estatistica (FDR superior a 25).

Figura 10. Via de sinalizagdo JAK-STAT
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Legenda: Analise ontoldgica da via de sinalizagdo JAK-STAT. Em vermelho destacado os genes
identificados alterados no grupo ISS1.
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Figura 11. Diagrama de Sankey representando a analise de enriquecimento gendmico referente as perdas

no grupo ISS1.
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Legenda: Gréafico de Sankey representando as quatro principais vias biol6gicas enriquecidas para as
perdas observadas em pacientes com mieloma maltiplo (MM) no estagio ISS1. A espessura dos fluxos
representa o grau de enriquecimento (Fold Enrichment), enquanto as cores representam a significancia
estatistica baseada na taxa de falsos descobrimentos FDR (False Discovery Rate). O nimero de genes
associados a cada via € indicado pelo Count. A via de Replicagdo do DNA apresenta maior significancia
estatistica (FDR préximo a 5), enquanto as demais vias, como moléculas de adesdo celular e reparo por
excisdo de nucleotideos, apresenta contagens de genes mais altas, porém menor significancia (FDR
acima de 15).
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4.4.3 Perfil das CNVs presentes no grupo 1SS 2

Entre os 16 pacientes analisados, 5 foram classificados no grupo ISS2 (Tabela
13). Foram identificadas 100 CNVs, das quais 32 eram ganhos, 47 perdas e 21 regifes
de perda de heterozigosidade (LOH), com tamanhos variando entre 3 Kb e 110.779 Kb
(Figura 12).

Figura 12. Apresentacdo de CNVs por cromossomo no grupo 1SS2
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Legenda: CNAs: Anormalidades no nimero de copias
Tabela 13. Dados clinicos pacientes do grupo 1SS2.
ID Ocupacéo Regido ldade Géne Hb LDH B2M Albumi Imunoglobu

ro gdL UL na lina
MM31 Agricultor Zona rural 79 M 115 133 3,27 29 IGG/K
MM127 Construcao Zona rural 66 M 10,3 109 1,85 3,2 IGA/K

civil

MM129 Agricultor Zona rural 58 M 10,7 196 5,15 3 NI
MM160 NI Fortaleza 60 M 7.8 128 4,13 31 IGA/L
MM170 Agricultor Regido 70 F 5,4 406 1,49 2 KAPPA

metropolitana




Entre os ganhos, ndo foi identificada a presenca comum de drivers em mais da metade
dos pacientes. Nas perdas, o gene OCLN destacou-se, com delecdes observadas em 3 dos 5
pacientes. Este gene possui nivel de patogenicidade 1, conforme os critérios da ACMG.

A andlise ontoldgica genética evidenciou ganhos em vias relacionadas a
percepcdo sensorial, sinalizacdo olfatoria, expressao e translocagcdo de receptores
olfativos, além de eventos diversos de transporte e ligacédo (Figura 13). As perdas, por
sua vez, foram associadas a vias metabolicas, incluindo metabolismo do amido e da
sacarose, digestdo e absorcdo de carboidratos, metabolismo de porfirinas,
metabolismo de xenobidticos pelo citocromo P450, formagdo de adutos de DNA em
carcinogénese quimica (Figura 15), metabolismo de drogas - outras enzimas,
biossintese de hormdnios esteroides, biossintese de cofatores e ativacdo quimica de

receptores de carcinogénese (Figura 14).
Figura 13. Diagrama de Sankey representando a analise de enriquecimento gendmico referente aos

ganhos no grupo 1SS2.
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Legenda: Grafico de Sankey representando as quatro principais vias bioldgicas enriquecidas para os
ganhos observados em pacientes com mieloma multiplo (MM) no estéagio 1SS2. A espessura dos fluxos
representa o grau de enriquecimento (Fold Enrichment), enquanto as cores representam a significancia
estatistica baseada na taxa de falsos descobrimentos FDR (False Discovery Rate). O nimero de genes
associados a cada via € indicado pelo Count. A via miscellaneous transport and binding events mostra
maior significancia estatistica (FDR préximo a 2), enquanto as demais vias, como percep¢do sensorial,
sinalizacdo olfatdria e expressdo de receptores olfativos, possuem maior nimero de genes, mas com

significancia estatistica menor.
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Figura 14. Diagrama de Sankey representando a analise de enriquecimento gendmico referente as perda

no grupo I1SS2.
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Legenda: Grafico de Sankey representando as nove principais vias biol6gicas enriquecidas para as
perdas observadas em pacientes com mieloma maltiplo (MM) no estagio 1SS2. A espessura dos fluxos
representa o grau de enriquecimento (Fold Enrichment), enquanto as cores representam a significancia
estatistica baseada na taxa de falsos descobrimentos FDR (False Discovery Rate). O nimero de genes
associados a cada via é indicado pelo Count. As vias com maior significancia estatistica incluem a
biossintese de esteroides hormonais (FDR proximo a 1,5) e receptor de ativagdo quimica da
carcinogénese (FDR proximo a 1,7), enquanto outras vias, como o metabolismo de xenobioticos pelo

citocromo P450, apresentam maior nimero de genes envolvidos.
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Figura 15. Via Chemical carcinogenesis-DNA adducts
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Legenda: Analise ontologica da via Chemical carcinogenesis-DNA adducts presente dentre as perdas do grupo 1SS 2. Em vermelho destacado os genes identificados
alterados no grupo ISS 2.
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4.4.4 Perfil das CNVs presente no grupo 1SS 3

Cinco pacientes foram classificados pertencentes ao grupo ISS3 (Tabela 14). Nesse grupo,
foram identificadas 111 alteragdes CNVs, incluindo 72 ganhos, 35 perdas e 4 regifes de perda de
heterozigose (LOH), com tamanhos variando de 3 kb a 104.252 kb (Figura 16).

Figura 16. Apresentacdo de CNVs por cromossomo no grupo ISS3.
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Tabela 14. Dados clinicos pacientes do grupo 1SS3.
ID Ocupacéo Regido Ida Géne Hb LDH B2M Albumi Imunoglob
de ro o/dL U/L na ulina
MM49 Domeéstica Regido 52 F 8,2 80 5,92 3.8 IGA/L
metropolitana
MM71 Faz tudo Zona rural 70 M 6,9 269 22 NI NI
MM105 Faz tudo Fortaleza 62 M 9,5 192 6,09 4 NI
MM138 Domeéstica Fortaleza 61 F 6,5 280 8,09 2,2 IGG/K
MM167 Presidiario Fortaleza 47 M 6,9 2500 20,39 1,72 NI

A analise revelou que, entre os ganhos e perdas, ndo houve identificacdo de drivers
prevalentes compartilhados por metade ou mais dos pacientes avaliados. A ontologia genética
evidenciou ganhos relacionados as vias de transducéo olfatoria, receptores do tipo RIG-I, sinapse
glutamatérgica, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) e infeccdo pelo
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virus herpes simples tipo 1 (HSV-1) (Figuras 17 e 18). No entanto, ndo foram detectados genes

drivers associados as vias de perdas
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Figura 17. Diagrama de Sankey representando a analise de enriquecimento gendmico referente aos ganhos no grupo
ISS3.
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estatistica incluem a via do herpes simplex (FDR préximo a 5), infec¢do virus 1 da imunodeficiéncia humana (FDR
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préximo a 5), sinapse glutaminérgico (FDR proximo a 5) e RIG-I-like (FDR proximo a 5), enquanto a via da transdugao

olfatoria apresenta maior nimero de genes envolvidos, porém nédo apresentou um dado significativo.



Figura 18. Via de sinalizacdo RI1G-I-like receptor
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4.4.5 Comparacao entre grupos de pacientes

A partir das analises individuais das CNVs de cada grupo, realizou-se o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis para comparar os grupos LOH (¥?[2] = 20,34; p < 0,001;
n*= 0.0634 “pequeno efeito”), perda (¥*[2] = 6,35; p = 0,042; n? = 0.0198 “pequeno
efeito”) e ganho (¥?[2] = 25,86; p < 0,001; n? = 0.0806 “médio efeito). Os resultados

indicaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (Tabela 15).

Tabela 15. Anélise de Kruskal-Wallis entre grupos de risco.

Ganhos Perdas LOH
NUmero p-valor NUmero p-valor NUmero p-valor
de CNV <0,001 de CNV 0,042 de CNV <0,001
I1SS1 68 35 9
1SS2 32 47 21
ISS3 72 35 4

A analise post hoc por meio do teste de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner revelou que, no grupo LOH,
0 ISS2 apresentou diferencas significativas em relagdo ao ISS1 (p = 0,017) e ao 1SS3 (p < 0,001).
Para a variavel "perda", as diferencas entre os grupos de risco foram menos pronunciadas, sem
diferencas estatisticamente significativas. J& na variavel "ganho", os resultados demonstraram que o
ISS2 difere significativamente de ambos os grupos ISS1 e ISS3 (p < 0,001) em termos de ganho
gendmico (Tabela 16).

Tabela 16. Teste de post-hoc de CNVs entre grupos de risco.

Comparacdes Comparacdes Comparacdes
multiplas - LOH multiplas - Perda multiplas - Ganho

W p W p W p
ISS1 ISS2 3.86 0.017 3.200 0.061 -5.815 <.001
ISS1 ISS3 -2.49 0.183 0.267 0.981 0.905 0.798

ISS2 ISS3 -5.94 <.001 -2.935 0.095 6.643 <.001




5 DISCUSSAO

Foi identificado um numero significativo de novos casos de MM dentro de um
periodo de 2 anos no estado do Ceara. Os pacientes avaliados apresentaram
caracteristicas compativeis com a literatura, como idade media proxima aos 65 anos e
maior incidéncia em homens. No entanto, a distribui¢éo de risco revelou discrepancias: 0 grupo
de alto risco foi o mais prevalente, enquanto o grupo de risco intermediario apresentou
menor representatividade. Este achado diverge da literatura, que aponta maior frequéncia
no risco intermediario. Quanto a localizacdo geografica, pacientes de areas rurais
apresentaram as menores taxas de ocorréncia, resultado semelhante ao descrito por
Rajabli et al. (2013) no Ird (Rajabli et al., 2013; Padala et al., 2021).

Marcadores como valores de albumina e B2M sdo utilizados para estratificacdo
de pacientes pelo ISS e o0s nossos resultados (p=0,048 e p<0,001) confirmam a
estratificacdo correta dos pacientes. Caracteristicas clinicas, como trombocitopenia, pode
ser um marcador de pior prognéstico quando observado que o nimero de plaquetas esteve
mais baixo em pacientes com riscos mais alto, entretanto essa caracteristica ja é associada
ao MM devido a infiltracdo medular e a producao de IL-6 que influenciam o processo de
trombopoiese (Greipp et al., 2005; Hari et al., 2009; Ozkur et al., 2010).

Dentre as caracteristicas clinicas ainda podem ser citados os valores de
hemoglobina que apresentaram valores mais baixos nos grupos 1SS2 e 1SS3, sugerindo
gue a anemia seja associada a um pior prognostico. Além da anemia ser um sintoma
conhecido do MM, suas células também podem induzir apoptose em precursores
eritroides, assim como o microambiente tumoral do MM pode influenciar na diminuicao
do ferro, contribuindo ainda mais para a anemia (Silvestris et al., 2002; Bordini et al.,
2015).

A insuficiéncia renal foi mais prevalente no grupo ISS 3 e sendo relacionada com
pior prognostico, tal caracteristica & conhecida devido a essa condigdo Ser uma
complicacdo comum no MM, afetando atée 50% dos pacientes no diagndstico (Wang et
al., 2024).

CNVs também desempenham papel significativo na patogénese do MM. Neste
estudo, foram identificadas, em média, 20,18 alteracGes por paciente, com destaque para
ganhos nas regides cromossémicas 2p, 8p, 11q, 14q e 15g. Alteragcdes no cromossomo 1
sdo frequentemente associadas a prognosticos desfavoraveis, sendo observadas em até
45% dos casos. Delecdes em 1p estdo relacionadas a evolucdo clonal, enquanto

amplificacbes em 1qg associam-se a instabilidade genémica. Contudo, essas alteracdes
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ndo ocorreram na mesma propor¢do no presente estudo. Além disso, as alteracfes no
cromossomo 1 também sdo observadas na leucemia de células plasméticas (Ivyna Bong,
2014; Croft e colaboradores, 2021; Clarke SE, Fuller KA, Erber WN, 2024). Lee et al.
(2021) além de ganhos no 1g também identificaram que ganhos em 6p que estdo
associados a uma menor sobrevida global (SG) no MM, porém também néo foi observado
no atual estudo (Lee et al., 2021).

Rearranjos no gene IGH estdo entre as principais alteragdes observadas no MM,
frequentemente envolvendo os cromossomos 11 e 14. Neste estudo, ganhos nessas
regides foram comuns a todos 0s pacientes, com a regido 14q exibindo o maior nimero
de alteragBes. O IGH também est4 associado a rearranjos com perda de 4p, 6q e 8p.
Destes, apenas o 8p foi observado como perda comum entre 0s pacientes, regides nas
quais diferem das encontradas na literatura. A regido 8p11.22 encontrada no estudo ndo
apresentava genes drivers, enquanto na literatura a perda de regides, ou a delecdo do 8p
inteiro, esta mais associada a alteragdes com efeito no oncogene MYC (Walker et al.,
2010; Smetana et al., 2014).

No que diz respeito a perdas, a delecdo perda parcial ou total do cromossomo 13
é a alteracdo mais frequente no MM, afetando 50% dos pacientes, embora nao tenha sido
detectada em nossos resultados (Lee et al., 2021).

DelecOes em 17p estéo presentes em 10% dos pacientes, sdo consideradas de alto
risco devido a perda do gene supressor de tumor TP53. No entanto, neste estudo, ndo foi
identificada a auséncia dessa regido, sendo identificado apenas um caso de LOH (Clarke
SE, Fuller KA, Erber WN, 2024).

N&o foram identificados a presenca de LOH em todos os pacientes, bem como
similaridade entre as alteracGes. Embora Hervé et al. (2009), tenham descrito LOH em
16q em 38,3% dos casos, associando-a a um progndstico desfavoravel devido a reducédo
significativa da expressdo do gene supressor de tumor WWOX, nossos achados diferem.
(Jenner et al., 2007; Herve et al., 2009). Por outro lado, a frequéncia de LOH em 5% dos
pacientes recém-diagnosticados, como relatado por Beksac, Balli e Akcora Yildiz (2020),
assemelha-se mais com os nossos resultados (Beksac, Balli e Akcora Yildiz, 2020). Além
disso, Pawlyn et al. (2018) sugerem que LOH relacionada a deficiéncia de recombinacgao
homologa contribui para a instabilidade genémica, aumentando a medida que a doenca

progride (Pawlyn et al., 2018).

A andlise de CNVs revelou alteragGes frequentes nas regides 8p22 e 100926.13, as
quais apresentam drivers como 0s MSR1 e DMBT1, respectivamente.
O gene DMBT1 (Deleted in Malignant Brain Tumors 1), identificado como um

supressor tumoral em neoplasias cerebrais e epiteliais, desempenha fungdes na imunidade
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inata, diferenciacao epitelial e angiogénese. Alteraces em sua expressao ja foi descrita
em diversos tumores, incluindo carcinoma espinocelular cervical, carcinoma papilar de
tireoide e cancer gastrico, onde apresenta expressdo elevada (Zhang et al., 2019; Gan et
al., 2021; Koopaie et al., 2022). Contudo, ndo ha correlacdo prévia de DMBT1 com o
mieloma maultiplo (MM).

Por outro lado, MSR1 (Macrophage Scavenger Receptor 1), localizado em 8p22,
também n&o possui alteracBes descritas no MM, embora sua delecdo seja associada a mau
prognostico em outros tipos de cancer, como carcinoma hepatocelular, carcinoma
espinocelular oral, cancer de préstata e adenocarcinoma gastrico (Gudgeon et al., 2022;
Sanvicente et al., 2024). Esse gene desempenha funcGes inflamatorias importantes e é
expresso em macrofagos. Estudos recentes associam macrofagos relacionados a tumores
(tumor-associated macrophages, TAMS) ao crescimento tumoral, destacando seu papel
na evasao imunoldgica, angiogénese e metastase. A proteina MSR1 foi identificada como
marcador relevante nesses macr6fagos e associada a progndstico desfavoravel.
Entretanto, ainda ndo ha terapias especificas direcionadas ao receptor MSR1 (Gudgeon
etal., 2022; Sanvicente et al., 2024). A presenca de MSR1 no MM pode estar relacionada
ao recrutamento de mondcitos pelo microambiente tumoral, promovendo tumorigénese.
O acumulo de TAMs pode impactar negativamente a resposta terapéutica e os desfechos
clinicos (Beider et al., 2014). Ao dividir os pacientes por estratificacdo de risco,
observou-se que, no grupo I1SS1, houve ganho de MSR1 em 3 de 6 pacientes e de HERC2
em 5 de 6. O gene HERC2 (HECT and RLD Domain Containing E3 Ubiquitin Protein
Ligase 2), relacionado a estabilidade gendmica, regulacdo do ciclo celular e reparo de
DNA, é um modulador da proteina p53. Este gene ja foi associado ao cancer de mama,
devido a degradacdo do gene BRCAL, e ao carcinoma hepatocelular, no qual promoveu
evasdo imunoldgica por meio da sinalizacdo JAK2/STAT3 (Wu et al., 2010; Cubillos-
Rojas et al., 2016; Liu et al., 2023). No entanto, ainda néo foi estabelecida uma relagéo
entre HERC2 e MM.

Ainda no grupo I1SS1, foram identificados os ganhos nas vias de sinalizagdo do
transdutor de sinal da Janus quinase e do ativador da transcricdo (JAK-STAT), onde foram
identificados os ganhos de genes drivers OSMR, CRLF2, CCND1, RAF1, PRLR, PIK3R2,
PIK3R1, PIK3CB, PIK3CA, PDGFRB, LIFR, JAKS3, JAK2, IL7R, IL6ST, HRAS,
AKT2 e
CSF2RA, e na via e via do gene-I induzivel por acido retinoico como receptor (RIG-I-
like receptor) onde foram identificados os ganhos de genes drivers TRAF6, TRAF2, AZ12,
RELA, MAP3K1, IRF7 e DDX58.

A via de sinalizacdo JAK-STAT esta envolvida na regulacéo de varios processos
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celulares, incluindo proliferacdo, sobrevivéncia, modulacdo da resposta imune,
desempenhando papel na patogénese, na progressdéo em uma variedade de doencas
imunomediadas e processos de malignidade. No MM a ativagéo sustentada por essa via
¢ caracteristica e contribui para a progressao da doenca, estando associada a um alto grau
de infiltracdo da medula Ossea (Lee et al., 2013; Beldi-Ferchiou et al., 2017; Ogiya et al.,
2020).

Identificamos ganhos dos genes drivers JAK2 e JAK3, onde altera¢des nestes sao
frequentemente associadas a malignidades hematoldgicas, como JAK2 na trombocitose
hereditaria e em neoplasias mieloproliferativas, e JAK3 no transtorno de
imunodeficiéncia combinada grave e cancer de células renais de células claras. O
envolvendo JAK2 é importante para a sobrevivéncia e proliferacdo de celulas tumorais
no MM, sendo importante alvo terapéutico e ja observado que a inibicdo de JAK-STAT
aumenta a citotoxicidade de células MM mediada por DARA (De Vos et al., 2000;
Agashe et al., 2022).

A via RIG-I-like receptor é responsavel por supervisionar o RNA aberrante
presente nas células. A via possui funcdo anti-infeccdo por meio da ativacdo de efeitos
inflamatdrios, esta envolvida no desenvolvimento do cancer através da ativacdo da via
NF-xB que pode levar a progressao do tumor. Essa via também possui outros
mecanismos que podem estar associados a supressdo do tumor e, também, no seu
desenvolvimento. Estratégias terapéuticas visando a via RIG-1 na terapia tumoral estdo
sendo exploradas, como a utilizacdo de virus modificados que atuam em RIG-I para
regulacdo positiva de fatores pré-apoptéticos (Du et al., 2023).

Os ganhos na via RIG-1 foram observados nos grupos ISS1 e ISS3, tendo ambos
0s grupos ganhos também associados a infec¢fes virais, como apenas a herpes no grupo
ISS1 e no grupo I1SS3 herpes de HIV. Assim ndo descartando a possibilidade desses
ganhos estarem associados. No grupo 1SS3 os genes drivers presentes na via foram AZI2,
TRAF6, TRAF2, RELA e DDX58.

Ainda sobre ganhos no 1SS1 foi observado o ganho da via de transducdo olfativa,
com o ganho de genes drivers OR51F2, OR2D2, OR1M1, CNGA4, OR13C4, OR52I2,
OR8KS5, OR5B17, OR10H2, OR1L1, OR1J2, GNG7, OR5112, OR52E8, OR8K1, OR9G1,
OR10G7, OR7G3, PRKACA, OR4C5, OR52N1 e OR4C15.

A via de transducdo olfativa ainda ndo foi associada ao MM, porém tem sido
associada com o céncer, onde varios estudos demonstraram que os receptores olfativos
sdo expressos de forma anormal. Ja foram relatadas alteragdes no cancer colorretal, onde

sua ativagdo da via pode levar a inibicdo da proliferacdo celular e indugdo de apoptose
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(Weber et al., 2017). No céncer de prostata, OR51E1 e OR51E2 demonstraram suprimir
a proliferacdo celular e promover a morte (Pronin; Slepak, 2021). Sendo descrito também
no cancer de mama, tumores epiteliais e no cancer géastrico, no qual foi identificada
alteracdes em OR4C15, porém seus impactos ainda ndo foram descritos (Zang et al.,
2012; Asadi et al., 2021; Martin et al., 2022). A relacdo entre a via olfatoria e o cancer é
complexa, mas se destaca seu potencial como possivel biomarcador ou alvo terapéutico
(Martin et al., 2022).

Dentre as perdas no grupo 1SS1, ndo foram observados genes comuns entre 0s
pacientes, mas destaca-se as vias identificadas como, a via de Reparo por excisdo de
nucleotideo que apresentou as perdas dos genes drivers CUL4B, ERCC5 e RFC1, e a via
de replicacdo de DNA que apresentou apenas a perda do driver RFC1. Ambas as vias
podem ser associadas aos hallmarks do cancer como, instabilidade genémica, evasao a
apoptose, proliferacdo, angiogénese e metastase. O transportador de folato reduzido 1
(RFC1) é o gene comum nas duas vias e correlacionado com a susceptibilidade ao cancer
devido a sua capacidade de inibicdo da progressao tumoral, ja foi descrita sua regulacao
negativa no cancer colorretal e podendo ser previsto como provavel biomarcador e
possivel alvo terapéutico (Misbah et al., 2024).

Vias associadas aos hallmarks do cancer também podem ser visualizadas nas
perdas do grupo ISS2, onde as vias de Ativacdo quimica de receptores de carcinogénese
teve perda genes drivers UGT2A1, MTOR, GSTM5, JUN, PIK3CD, UGT2A2, UGT2B10,
UGT2A3 e PIK3R3, eavia Chemical carcinogenesis-DNA adducts que teve a perda dos mesmo
genes com excecdo de JUN e PIK3CD. Ambas as vias impactam na instabilidade gendmica,
evasdo da apoptose e proliferacdo celular desregulada. O Mechanistic Target Of Rapamycin
Kinase (MTOR) ja foi descrito estimulando a sobrevivéncia e a resisténcia das células malignas
no MM, demonstrando ser um alvo terapéutico promissor com diversos inibidores sendo
estudados no @&mbito da doenga (Wang et al., 2024).

Além das vias, no grupo 1SS2 também foi identificada a perda comum do gene Occludin
(OCLN) entre os pacientes. Ainda ndo foram relatadas sua relagdo com o MM, entretanto foi
descrito no carcinoma renal de células claras, cancer de prostata e no carcinoma urotelial da
bexiga. A reducdo de OCLN esta associada a inibicdo da proliferacdo e a promocdo da apoptose
(Jiaetal., 2023).

Na comparagdo entre as CNVs presentes por grupo, foi possivel identificar que o
grupo 1SS2 apresentou caracteristicas diferentes e significativas, como a prevaléncia de
um menor nimero de ganhos e um maior nimero de LOH. Entretanto, dentro da
classificacdo clinica o ISS 2, apresenta alta heterogeneidade pois s&o constituidos por
pacientes remanescentes que ndo se enquadram nos demais riscos e classificados como

pacientes intermediarios. Por mais que fatores de prognostico como ISS e AC sejam
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avaliados de forma independente e que quando combinadas projetam melhor estratificacdo
dos pacientes, nosso estudo sugere que o0s pacientes desse grupo apresentam
caracteristicas diferenciais no nimero e classificagdo de CNVs (Schavgouledze et al.,
2023).

Apesar da identificacdo de vias e genes relevantes nos pacientes com MM, o
impacto de progndstico continua relacionado aos genes identificados continua um mistério
no MM. Com isso o estudo dara continuidade com a avaliacdo de sobrevida associadas
aos genes e correlacionando com a sua expressdao, sendo assim possivel apontar os
biomarcadores para cada grupo e consequentemente a realizagdo de um painel para
classificacdo de pacientes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, a caracterizacao do perfil clinico epidemioldgico e estratificacdo dos
pacientes participantes foram realizadas e permitiram tracar um perfil dos pacientes com
MM no Estado do Ceard. Os participantes sdo caracterizados como pacientes, em sua
maioria, do sexo masculino, com média de idade de 62,78 anos, sendo de grande maioria
com prognostico de alto risco de acordo com o ISS. Os pacientes também apresentaram
caracteristicas clinicas classicas e relevantes como anemia e insuficiéncia renal, em
grupos de risco mais elevados.

A partir da técnica de aCGH foi possivel identificar a media 20,18 de CNASs por
paciente na populacdo assim como também os ganhos e perdas das principais vias e
genes relacionados. Confirmando alteragdes na via JAK-STAT que sdo estudadas no
MM e reforcando sua importancia como alvo terapéutico. Os ganhos na via RIG-I-like
receptor, surgem como pontos a serem mais explorados tendo em vista que podem
estar ligados a vias de infeccBes virais encontradas consequentemente associadas a
outras caracteristicas clinicas dos pacientes. Os ganhos na via de sinalizac&o olfativa no
MM sdo um achado inédito e deve ser mais explorado. Dentre os genes identificados
destaca-se 0 MSR1 que apesar de ainda nao ter sido relatado no MM apresenta uma
grande associacdo com o microambiente tumoral da doenca,

dessa forma podendo ser considerado um potencial biomarcador.

Também foram notadas caracteristicas relevantes a respeito do grupo de risco ISS
2, onde a presenca de um maior nimero de LOH e um menor nimero de ganhos foram
estatisticamente significativos e podem representar uma caracteristica Unica deste grupo.

Ademais, o estudo mostrou que a grande heterogeneidade genética presente no
MM se estende até dentro dos grupos de estratificacao clinica, mas também revelou novos
achados como as vias de sinalizacdo olfativa e RIG-1 como receptor associadas ao MM,
assim como o gene MSR1. Sugerindo novos pontos a serem explorados dentro dessa

malignidade.
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7 CONCLUSAO

A partir dessa pesquisa, conclui-se que as vias de sinalizacdo JAK-STAT e RIG-
I-like receptor, estdo fortemente relacionadas ao MM, estando presentes nos grupos 1SS
1 e ISS 3. Além disso os genes HERC2 e MSR1 surgem como provaveis biomarcadores
para o grupo ISS 1, assim como o gene OCLN para o grupo ISS 2, que além disto
apresentou um maior nimero de LOH e menor nimero de ganhos, representando assim
um diferencial dos demais grupos. O grupo ISS 3 néo apresentou marcadores especificos
devido a alta heterogeneidade, mas sua associagdo com as vias de sinalizacdo JAK-STAT
e RIG-I-like receptor reforca a importancia das mesmas como possiveis alvos

terapéuticos.
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DADOS SOBRE A PESQUISA

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “CARACTERIZACAO
GENOMICA DE PACIENTES PORTADORES DE MIELOMA MULTIPLO POR
HIBRIDIZACAO GENOMICA COMPARATIVA EM MATRIZ”

NOME DO INVESTIGADOR PRINCIPAL: DRA CAROLINE AQUINO
MOREIRA-NUNES

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa é conhecer melhor as caracteristicas da doenca a
qual vocé é portador. N6s vamos analisar a idade, sexo e outras caracteristicas
clinicas em portadores da sua doenca, bem como informagbes do seu
prontuario. Serdo coletadas amostras do seu sangue para estudo do seu
material genético e sera avaliada a presenca de alteracdes nesse material,
juntamente com a sua resposta ao tratamento realizado, gerando resultados

gue favorecam uma melhor compreensao do surgimento e progressao desta
doenca.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

Nés vamos analisar a idade, sexo e outras caracteristicas clinicas em
portadores da sua doenga, bem como informacgdes do seu prontuario. Serao
coletadas 5mL de amostra do seu sangue através de punc¢ao venosa em tubos
de tampa roxa (EDTA) para estudo do seu material genético (DNA e RNA). Seréo
também coletados



1 mL de medula éssea que serdo obtidas no momento do seu exame
diagnoéstico. Para a puncao e/oubidpsia da crista iliaca (osso da bacia situado
abaixo da cintura), o paciente fica em decubito lateral e a area a ser puncionada
€ limpa com solugao antisséptica e anestesiada com anestésico local. A agulha
de aspiragao é inserida, através da pele, na cavidade medular removendo a
parte liquida da medula 6ssea. Apos o procedimento, o paciente fica deitado de
costas e monitorado durante 5-10 minutos. Nos materiais coletados, sangue e
medula 6ssea sera avaliado a presenca de alteracfes genéticas nesse material,
juntamente com a sua resposta ao tratamento realizado, gerando resultados que
favorecam uma melhor compreensao do surgimento e progressao desta doenca.
Os exames realizados para analise do seu material genético buscarao identificar

o seu perfil genético relacionado ao processo do mieloma madltiplo.

E de sua responsabilidade: comparecer nas datas e horarios informados
com o proposito de verificar os procedimentos e dados do estudo, sem, no
entanto, violar a condicdo de que tais informacdes sdo confidenciais. Vocé
concordando em assinar o presente termo, fica autorizado por vocé,
participante da pesquisa, o armazenamento do material em biorrepositorio
dentro da nossa instituicdo por 5 anos, onde serdo realizados os estudos
necessarios. Apdés o fim do prazo do presente estudo, os pesquisadores
poderdo necessitar de uma extensao do mesmo. Assim, fica autorizado por
vocé a permanéncia do armazenamento das amostras para futuros estudos no
material genético, onde vocé e/ou seus descendentes poderdo ter acesso as
informacdes. NOs pesquisadores, a cada necessidade de extensdo ou novas
avaliacdes no seu material genético, submeteremos o novo estudo ao comité
de ética da nossa instituicao.

Seus dados clinicos e resultados obtidos com este projeto seréo
publicados em revistas cientificas e apresentados em congressos e reunifes
cientificas, sendo mantido o sigilo quanto a sua identidade. A qualquer
momento vocé podera ter acesso aos resultados encontrados na pesquisa.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participacdo € voluntaria e vocé tem a liberdade de desistir ou
interromper a participacado neste estudo no momento em que desejar. Neste
caso, vocé deve informar imediatamente sua decisdo ao pesquisador
responsavel ou a qualguer membro de sua equipe, sem necessidade de
qualquer explicacdo e sem que isto venha interferir no seu atendimento nesta
instituicdo. Independentemente de seu desejo e consentimento, sua
participacdo no estudo podera ser interrompida, em fungédo da ocorréncia de
qualquer doenca que, a critério médico, prejudique a continuagdo de sua
participacdo no estudo, do ndo cumprimento das normas
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estabelecidas, de qualquer outro motivo que, a critério do pesquisador, seja do
interesse de seu proprio bem-estar ou dos demais participantes e, por fim, da
suspensao do estudo como um todo. O Laboratério de Farmacogenética do
Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) comunicar-
se-a, em tempo oportuno, sempre que houver alguma informacao adicional que
possa influenciar seu desejo de continuar participando no estudo e prestara
qualquer tipo de esclarecimento em relagdo ao progresso da pesquisa,
conforme sua solicitacao.

DIVULGACAO DE INFORMACOES
QUANTO A

PARTICIPACAO NO ESTUDO

Os registros relacionados a sua identidade serdo mantidos em sigilo, a
nao ser que haja obrigacédo legal de divulgacédo. Vocé néo sera identificado por
ocasido da publicagdo dos resultados obtidos. Contudo, o(s) monitor(es) do
estudo, auditor(es), membros do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos, ou autoridades do(s) 6érgaos(s) regulamentar(es) envolvido(s) terao
direito de ter acesso aos registros originais de dados clinicos de sua pessoa,
coletados durante a pesquisa, na extensdo em que for permitido pela Lei e
regulamentacgdes aplicaveis, como o proposito de verificar os procedimentos e
dados do estudo, sem, no entanto, violar a condi¢cdo de que tais informacdes
séo confidenciais.

RISCOS OFERECIDOS AO PARTICIPANTE

N&o existem riscos fisicos adicionais a vocé pela sua participacdo nesta
pesquisa. Os materiais utilizados nessa pesquisa serdo somente aqueles
considerados excedentes dos coletados para exames laboratoriais de rotina
para o diagnostico da sua doenca. Os riscos fisicos e inconvenientes nao serao
diferentes daqueles previstos durante os procedimentos normais para a

obtencdo de amostras bioldgicas para o diagnostico da sua doenca.

Os riscos relacionados a coleta de sangue sdo minimos, podendo ocorrer
dor leve e formacdo de mancha roxa no local por pequena saida de sangue
mancha arroxeada (equimose) ao redor do local da puncéo, a qual desaparece
em poucos dias sem cuidados maiores e sem necessidade de intervencéo

terapéutica.

Os provaveis riscos e efeitos adversos (efeitos danosos) de se realizar
uma coleta de medula 6ssea incluem: sangramento e dor no local onde a agulha

foi inserida, um inchaco debaixo da pele que contém sangue (hematoma),

98



sonoléncia.
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Para minimizar os possiveis riscos e desconfortos, as coletas de material
bioldgico serdo conduzidas no ambulatério clinico do hospital, e somente serdo
coletadas no momento dos exames diagndsticos para o seu atendimento clinico.
Caso haja algum tipo de intercorréncia dentro desses procedimentos de coleta
vocé sera pronto atendido no ambulatério para reverter quaisquer desconfortos

ou efeitos adversos.

BENEFICIOS OFERECIDOS AO PARTICIPANTE

A participacdo no estudo € voluntaria, ndo existindo nenhuma
remuneracao para 0s participantes. Seu seguimento ambulatorial e seu
tratamento sera conduzido da mesma forma independente da participacao
nessa pesquisa. Os beneficios oferecidos por esta pesquisa incluem a
determinacao do perfil das Leucemias Agudas em adultos (cancer no sangue)
no Cearda. Esses resultados contribuirdo para o desenvolvimento de métodos
diagnésticos (métodos capazes de identificar sua doenca), terapias
farmacoldgicas (tratamento com novos medicamentos) e para o entendimento
dos pacientes acometidos com Mieloma Mdltiplo. Suas duvidas quanto a sua
doenca e a pesquisa serdo respondidas a qualquer momento pela equipe
responsavel.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou davidas, vocé devera entrar em contato
direto com o pesquisador responsavel pelo estudo: Dra. Caroline Aquino Moreira-
Nunes (85- 991980227), no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (Laboratério de Farmacogenética), localizado na Rua Coronel
Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Teofilo ou pelo telefone: 3366-8255.

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a sua
participacdo na pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
da UFC — Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344.
(Horario: 08:00-12:00 horas). Somente assine este termo se voceé tiver a certeza
de que recebeu todos os esclarecimentos e informacdes para decidir

conscientemente sobre a sua participacdo neste estudo.

ASSINATURAS

Autorizo o acesso dos membros da equipe de pesquisadores as minhas
informacdes de saude, nas condi¢cdes estabelecidas e descritas nos itens
acima.
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N&o renunciei a qualquer direito legal que eu venha a ter ao participar deste estudo.

Eu, por fim, declaro que li cuidadosamente todo este documento,
denominado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds a
assinatura, tive oportunidade de fazer perguntas sobre o contelldo do mesmo
e sobre o referido estudo, recebendo explicacdes que responderam por
completo as minhas davidas e reafirmando estar livre e espontaneamente
decidido a participar do estudo, ficando munido de uma via do documento

assinado pelo pesquisador responsavel.

Assinatura do voluntario

Nome de quem esté obtendo o TCLE Assinatura
Nome Testemunha (quando
aplicavel) Assinatura

TELEFONES PARA CONTATO

Principal)

Prof. Dra. Caroline Aquino Moreira-Nunes (Investi| (85) 3366.8201




ANEXO 3 - QUESTIONARIO CLINICO PARA PACIENTES

PORTADORES DE MIELOMA MULTIPLO

ID: Data da coleta: / /

Nome:

Prontuario:

Inicio dos sintomas (tempo):

Ocupacéao (ou ocupacéo
anterior, se aposentado):

Manipulacéo ou exposicao a
corantes, derivados de petroleo,
agentes quimicos em geral/
agrotoxicos. (sim ou nao; se
SIM, QUAIS?)

SINAIS E/OU SINTOMAS

Sim

Dor nos 0ssos

Anemia

Insuficiéncia renal

Hipercalcemia

Perda de peso

Febre

Etnia

Branco

Negro

Pardo

Indigena

Asiatico

Observacoes:




