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MARTINS, Leticia Navarro Gordan Ferreira. Estudo de citocinas no produto de
leucoaférese de pacientes com mieloma maultiplo elegiveis para transplante:
correlagdo com fatores prognosticos e desfecho clinico. 2018. 74 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2018.

RESUMO

Uma complexa rede de citocinas no microambiente medular tem sido implicada
como importante fator na patogénese do mieloma mdultiplo (MM). Vérias citocinas em
sangue periférico e/ou medula 6ssea em pacientes com MM tém sido estudadas,
porém ndo ha dados na literatura correlacionando citocinas em produto de
leucoaférese (células-tronco hematopoiéticas periféricas) como biomarcador
prognostico associado a profundidade de resposta poés-transplante, recaida e
mortalidade. Os objetivos desse trabalho foram avaliar os niveis de fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), fator de crescimento transformador-betal (TGF-Bl) e
interferon-gama (IFN-y) por ELISA no produto de leucoaférese de pacientes com MM
elegiveis para transplante autdlogo e avaliar a existéncia de associacdo dessas
citocinas com niimero de células CD34"/kg mobilizadas e fatores de estratificacdo de
risco, além do impacto na avaliacdo de resposta ao tratamento (pos-transplante) e
sobrevida. Realizado um estudo transversal retrospectivo, na Unidade de
Transplante de Medula Ossea do Hospital Universitario de Londrina, no periodo de
setembro/2010 a setembro/2014, com analise dos prontuarios e quantificacdo de
citocinas de 27 pacientes. O IFN-y teve a maior variabilidade nos niveis com 713
pg/mL [443,5-1213,5], enquanto os niveis de TGF-B1 e TNF-a foram
respectivamente, 1238,55 pg/mL + 288,84 e 410,5 pg/mL [353-508]. Niveis de TNF-
o foram significativamente maiores (p=0,05), em pacientes > 50 anos (559,6 + 73,42
pg/mL) do que em < 50 anos (385,9 + 20,16 pg/mL), assim como em pacientes com
B2-microglobulina muito elevada (>5,5 ng/mL) versus pacientes com [2-
microglobulina normal (p=0,05). Ndo houve associacédo de recaida ou Obito com 0s
niveis das citocinas. Houve uma correlacdo inversa muito significativa entre a
mobilizacdo de células-tronco e TGF-B1 (r=-0,488, p=0,009). Aos trés meses pos-
transplante, os niveis de IFN-y foram significativamente menores nos pacientes em
resposta completa (CR) ao tratamento, quando comparados aos pacientes em
resposta muito boa (VGPR), 590,9 + 88,49 pg/ml versus 990 + 107,5 pg/mL, p=0,01,
respectivamente. Pacientes que perderam (CR para VGPR) ou mantiveram a
profundidade de resposta aos trés meses pos-transplante (CR ou VGPR),
apresentavam nivel mediano de IFN-y 1133 pg/mL e 635 pg/mL, respectivamente,
sendo considerados “alto-expressores” de IFN-y e aqueles com melhora da
avaliacdo de resposta (VGPR para CR) apresentaram nivel mediano de IFN-y 388
pg/mL, portanto “baixo-expressores”. Portanto, uma relevante correlacdo entre os
niveis de IFN-y com a perda de profundidade de resposta pos-transplante, sugere
que o IFN-y possa ser um importante biomarcador na avaliagdo de resposta ao
tratamento, possibilitando o manejo precoce pds-transplante com terapia alvo-
especifica.

Palavras-chave: Mieloma multiplo. Fatores de risco. Prognostico. Citocinas.
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product in multiple myeloma patients elegible for transplantion: correlation with
prognostic factors and clinical outcome. 2018. 74 p. Dissertation (Master in Health
Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

A complex network of cytokines in the bone marrow microenvironment has been
implicated as an important factor in the pathogenesis of multiple myeloma (MM).
Different cytokines in peripheral blood and / or bone marrow in patients with multiple
myeloma have been studied, but there are few data in the literature correlating
interleukin in peripheral hematopoietic stem cells (leukapheresis” product) with post-
transplant response depth assessment. The objectives of this study were: to assess
the profile of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), transforming-betal growth factor
(TGF-B1) and interferon-gamma (IFN-y) in mobilized peripheral stem cells from
patients eligible for autologous transplantation with multiple myeloma and to evaluate
the association of these cytokines with prognostic factors such as the number of
CD34" cells/kg mobilized, disease risk stratification factors, treatment response
assessment (pre and post-transplantation) and impact on post-transplant clinical
evolution (relapse and death). A retrospective cross-sectional study was carried out
at the Bone Marrow Transplantation Unit of the University Hospital of Londrina, from
September 2010 to September 2014, with relevant data from the medical records, as
well as the laboratory analysis of the cytokines of the 27 patients included in the
study. Of the cytokines measured in leukapheresis products, IFN-y was the one with
greater variability at median levels 713 pg/mL [443.5-1213.5], while TGF-f1 and
TNF-a levels were respectively 1238.55 pg/mL + 288.84 and 410.5 pg/mL [353-508].
TNF-a levels were significantly higher (p = 0.05) in patients> 50 years (559.6 + 73.42
pg/mL) than in <50 years (385.9 + 20.16 pg/mL), as well as in patients with very high
B2-microglobulin (> 5.5 ng/mL) compared to patients with normal 2-microglobulin
(p=0.05). There was no association of relapse or death with TNF-a, TGF- 1 or IFN-y
levels. There was a very significant inverse correlation between mobilization of stem
cells and TGF- (r = -0.488, p = 0.009). IFN-y levels were significantly lower in
patients who presented complete response (CR) to treatment compared to patients in
very good partial response (VGPR) at three months post-transplant (590.9 + 88.49
pg/mL versus 990 + 107.5 pg/mL, p=0.01), respectively. Patients who lost (CR for
VGPR) or maintained response depth at three months post-transplant (CR or VGPR)
had a median level of IFN- y 1133 pg/mL and 635 pg/mL, being considered "high-
expressors” of IFN-y and those with improved response assessment (VGPR to CR)
had a median IFN-y level of 388 pg/mL, hence "low-expressors”. Therefore, a
relevant correlation between IFN-y levels and loss of post-transplant response depth
suggests that IFN-y may be an important biomarker in the evaluation of treatment
response, allowing early post-transplant management with target-specific therapy.

Key words: Multiple myeloma. Risk factors. Prognosis. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

O mieloma multiplo (MM) € uma neoplasia hematologica maligna
amplamente estudada, pois ainda se trata de uma doenca incuravel. A
heterogeneidade do MM reflete ndo s6 nas curvas de sobrevida que variam de
poucos meses a mais de 10 anos, mas também no entendimento da sua
patogénese (1). Nas Ultimas décadas, varios estudos tém sido realizados para
elucidagdo da biologia do MM, uniformizacdo dos critérios diagnosticos e de
profundidade de resposta ao tratamento, além da identificacdo de biomarcadores
e fatores prognosticos. Desta forma, houve um impacto substancial no tratamento
do MM com melhora do tempo e qualidade de resposta as estratégias
terapéuticas atuais (2). O tratamento do MM para 0s pacientes elegiveis para
transplante consiste em quimioterapia indutoria, seguida de mobilizacdo, coleta de
células-tronco por aférese (se doenca estavel ou responsiva), quimioterapia de
alta dose com o transplante autélogo de células-tronco hematopoiéticas (TACTH)
e, finalmente; consolidacdo e/ou manutencdo pds-transplante, de acordo com
resposta terapéutica obtida.

Algumas ferramentas e alguns biomarcadores sao utilizados para
determinar a estratificacdo de risco dos pacientes com MM. Entre eles, o
algoritmo do International Staging System (ISS) baseado nos parametros de [32-
microglobulina e niveis de albumina e o Revised International Staging System (R-
ISS) que recomenda a combinacéo do ISS com os niveis de desidrogenase latica
sérica (DHL) e a hibridizacéo in situ fluorescente na interfase (iFISH) (3-5). Os
altos niveis de p2-microglobulina refletem a presenca de grande massa tumoral e
alteracdo na funcdo renal, os baixos niveis de albumina sdo resultantes da
secre¢do de citocinas inflamatérias no microambiente medular e o aumento de
DHL denota a agressividade da doenca, sugerindo alto indice de proliferacédo e/ou
presenca de massa tumoral (extra-6ssea e extramedular) (4-7). A analise iFISH
detecta a presenca de anormalidades cromossdmicas que também sdo elementos
que definem a caracteristica biolégica no MM, caracterizando o paciente em baixo
(standard) ou alto risco (8-11).

O microambiente medular tem sido um dos focos de interesse na
compreensdo da patogénese do mieloma mudltiplo: evolugdo clonal maligna,

progressao e sobrevida da doenca, assim como a falha ao tratamento. O nicho



16

da medula 6ssea € um modulador primario, com propriedade de permitir
infiltracdo, crescimento, proliferacdo, adesdao e migracdo celular, mediadas por
fatores inflamatérios (citocinas, quimocinas, adipocinas e fatores de crescimento)
e vias de sinalizacdo enddécrinas. Por isso, a complexa interacdo existente no
microambiente medular tem grande importancia no crescimento de células
malignas (plasmocitarias), citotoxicidade das células saudaveis, bem como a
resisténcia as drogas empregadas no tratamento do mieloma (2, 12-16).

Varios estudos tém sido descritos envolvendo citocinas, tanto em
sangue periférico quanto em medula 6ssea de pacientes com MM. Dentre as
citocinas estudadas, o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), fator de crescimento
transformador-betal (TGF-B1) e interferon-gama (IFN-y) séo citocinas com grande
relevancia nos tumores e estdo estreitamente envolvidas na interacdo entre as
células plasmocitarias e as células do microambiente medular, além de
relacionadas a caracteristicas clinico-patologicas e curvas de sobrevida do MM
(15-18).

Portanto, o nosso estudo teve como finalidade caracterizar o perfil
das citocinas de TNF-a, TGF-B1 e IFN-y no produto de leucoaférese (células-
tronco periféricas) de pacientes com MM elegiveis para transplante. Essa
caracterizagdo permite identificar as citocinas como possiveis fatores
prognoésticos e avaliar o impacto clinico p6és-TACTH das mesmas, ndo sO nas
curvas de sobrevida, mas também na profundidade de resposta ao tratamento,
possibilitando intervencdo terapéutica precoce como a consolidacdo e/ou

manutengao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

MIELOMA MULTIPLO

2.1 DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA

O MM é um cancer caracterizado pela proliferacdo clonal maligna
das células plasmocitarias no microambiente da medula 6ssea (MO), com a
presenca de proteina monoclonal no sangue ou urina e associacdo com disfuncao
organica (1). Acomete 1% de todos os canceres e aproximadamente 10% das
neoplasias hematoldgicas. Esta doenca afeta discretamente mais 0 sexo
masculino em relacdo ao feminino, € duas vezes mais frequente na populacao
afro-americana e a idade mediana ao diagnoéstico é de aproximadamente 65 anos
(19,20). Na populacéo brasileira, em estudo de Hungria e colaboradores (21),
observou-se uma prevaléncia discretamente maior em homens (50,3%) do que
nas mulheres (49,7%), acometimento mais comum nos caucasianos e idade

mediana ao diagndstico de 60,5 anos.

2.2 FATORES QUE AFETAM A BIOLOGIA

A patogénese e progressdéo do MM sdo alvo de ampla
investigacdo, j4 que é considerado uma doenca clonal evolutiva que progride de
uma gamopatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS: monoclonal
gammopathy of undetermined significance), para uma fase intermediaria do MM
(sMM: smoldering myeloma) e finalmente para o0 MM sintomatico (lesédo de 6rgao
alvo) (19). Sugere-se que ocorra um evento inicial no centro germinativo num
estagio precoce das células B, facilitado por um processo de hipermutacdo
somatica, e mais tardiamente um outro evento oncogénico nas células
plasmocitarias, caracterizando um clone (founder clone). Durante a evolucédo de
MGUS para sMM e; finalmente para MM, ocorrem novas mutagdes (mutacdes de
novo) e formacédo de subclones (S1/S2) determinando a heterogeneidade clinica e
bioldgica da doenca (Figura 1) (13,14,22).
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Figura 1 — Evolucdo clonal na patogénese do mieloma multiplo

GC: Centro Germinativo; PC: Células Plasmocitarias; MGUS: Gamopatia Monoclonal de
Significado Indeterminado; SMM: Smoldering Myeloma; MM: Mieloma Mdltiplo; F: Founder
clone; S: Subclones; IgH: Imunoglobulina de Cadeia Pesada

Fonte: Bianchi and Munshi. Blood (2015)

Embora nas trés etapas evolutivas do MM, os pacientes
tenham as mesmas mutagbes iniciais e a maioria das anormalidades
cromossémicas do MM sintomatico, isso ndo € suficiente para a progressédo da
doenca (13). As mutagcdes somaticas que ocorrem no MM podem ser
caracterizadas como hiperdipléides (HD) pela presenca de trissomias dos
cromossomos (3,5,7,9,11,15,19 e 21) ou nao-hiperdipléides (NHD) incluindo as
translocacoes t(4;14), t(11;14), t(14;16) e t(14;20), que envolvem a translocagao
precoce com genes da cadeia pesada de Ig (13, 23-27). As células plasmocitarias
saudaveis da medula Ossea apresentam como imunofenotipagem CD38,
CD138", CD19%, CD45" e CD567, ja os plasmdcitos mielomatosos sdo CD38",
CD138", porém s&o CD19™ (90%), CD45 (99%) e CD56" (70%) (28,29).

Outras condi¢cdes mais complexas ocorrem no microambiente
medular como eventos epigenéticos (hipometilacdo/ hipermetilacdo de genes
alvo) e eventos biolologicos como mutagao/ativagdo/supressao de oncogenes que
propiciam a ativacdo de vias de sinalizagdo; e, consequentemente, a expansao de
clones malignos (progressdo ciclo celular e/ou bloqueio da apoptose),
neoangiogénese e osteoclastogénese (13). As vias de sinalizacdo mais descritas
no MM sédo Ras-MEK/ERK/MAPK (mitogen-associated protein kinase), PI3K
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(fosfatidil-inositol3-kinase)/AkT, notch, WNT (wingless), NF-kB (fator nuclear-
kappa B) e IL-6R (IL-6 receptor)/STAT3-JAK (30,31).

A complexidade da patogénese do MM e dificuldade no seu
entendimento ndo envolve apenas os fatores genéticos, epigenéticos e
bioloégicos das células mielomatosas. O microambiente medular € um nicho
dindmico de interacao bidirecional entre as células plasmocitarias e outras células
como osteoblastos, osteoclastos, células endoteliais, células estromais,
fibroblastos, adipdcitos, osteoclastos, macréfagos, células dendriticas e linfécitos
(Figura 2) (14,15). Essa interacdo entre as células neoplasicas e as demais
células do microambiente promove a liberacdo de quimiocinas, citocinas e outros
fatores sollveis que produzem uma situagdo inflamatéria/imunossupressora
causando progressao de doenca, resisténcia a drogas, neo-angiogénese,

destruicdo Ossea e disfuncdo imunoldgica (13, 14, 22,23).

Osteoblasts
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Figura 2 — Microambiente medular na patogénese do mieloma multiplo
Fonte: Bianchi and Munshi. Blood (2015)

Considerando o impacto de diferentes citocinas e fatores de
crescimento (mediadores inflamatorios) envolvidos na patogénese do mieloma é
pertinente a busca de um biomarcadores que possam auxiliar o diagndstico e

prognostico da doenca (12,16). As numerosas citocinas secretadas pelas células
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estromais da medula 6ssea e células mielomatosas incluem IL-6, fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF: vascular endothelial growth factor), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a: tumor necrosis factor), fator de crescimento
transformador beta-1 (TGF-B1: transforming growth factor beta-1), IL-1, IL-4, IL-8,
IL-10, IL-15, IL-17, IL-21, IL-22, interferon-gama (IFN-y: interferon-gamma), entre
outros fatores. Essas citocinas promovem a sobrevivéncia da células
plasmocitarias malignas através da ativacao de vias de sinalizacéo (32).

Dentre as citocinas envolvidas na patogénese do MM foram

avaliadas no nosso estudo:

Fator de necrose tumoral-a. (TNF-a)

O TNF-a & uma citocina inflamatoria com amplo espectro de
atividade bioldgica, incluindo a funcdo de diferenciacdo e transformacédo do
linfécito B no microambiente medular através de uma complexa rede de
comunicacdo com as celulas estromais, estimulo a angiogénese, o qual pode
induzir a da apoptose das células do MM (32). Neste contexto, muitos autores
correlacionaram o nivel de TNF-a sérico com parametros clinicos do mieloma
multiplo com resultados bastante contraditérios. Jurisic e colaboradores
encontraram aumento significativo no nivel sérico de TNF-a, entre os diferentes
estagios de mieloma mdltiplo e voluntarios sem a doenca, porém em outros
estudos esta diferenca ndo foi demonstrada (32-36). Uma correlacdo positiva
entre os niveis séricos elevados de TNF-a e numero de plasmocitos da medula
O0ssea também foi descrita, sugerindo a conexao desta citocina com a estimativa
de massa tumoral do mieloma multiplo, assim como o numero de lesbes
osteoliticas e DHL elevado (32). Como o TNF-a atua diretamente no nicho
medular, a analise dessa citocina na medula 6ssea tem sido relacionada ao pior
progndstico e pior resposta ao tratamento do MM, no entanto pouco se conhece
sobre a evolugao poés-transplante do paciente com mieloma mdaltiplo e analise de

citocinas no produto de leucoaférese (37,38).

Fator de crescimento transformador-f1 (TGF-1)

O TGF-B1 é uma citocina que regula uma variedade de processos
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celulares fisioldgicos, incluindo a proliferacéo, diferenciacdo, migracdo, sobrevida
e imunidade. A precisa elucidacdo da funcdo dessa citocina, requer um melhor
conhecimento dos mecanismos que envolvem a supressdo contra promocao
tumoral, portanto o TGF-B1 pode produzir efeitos intrinsecos dicotdmicos. Um
importante aspecto da sua funcdo é sua interacdo com proteinas do
microambiente tumoral (39).

Nos pacientes com MM, o TGF-B1 prejudica a hematopoiese
atuando sobre os progenitores hematopoiéticos e células mesenquimais do
estroma, além de aumentar a atividade das lesdes osteoliticas via estimula¢do do
ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL: receptor activator
of nuclear factor kappa-B ligand) e da sobrevida dos osteoclastos. Isto sugere
que o bloqueio da sinalizagdo do TGF-f1 pode melhorar o microambiente medular
e reduzir a progressao tumoral, além da estabilizacdo das lesGes liticas. Apesar
da importancia do TGF-B1 na oncogénese e na doenca 6ssea do mieloma
multiplo, a maioria de seus antagonista ndo foram seletivos contra a doenca,
sendo potenciais causadores de efeitos adversos (39). O TGF-B1 também atua na
adesdo e na migragdo de células-tronco da medula 6ssea para a periferia (CD34")
numa relagcdo inversa (38). Portanto, a eficacia da mobilizacdo é inversamente
relacionada ao nivel de TGF-B1, por isso 0 aumento do TGF-B1 € um componente

crucial para o desenvolvimento da mielofibrose (40,41).

Interferon-y (IFN-y)

O IFN-y, é uma potente citocina, também conhecida como
interferon imune, que promove tanto imunomodulacdo como supressao da
tumorigénese e da infeccdo. Sob imunovigilancia, células T, células natural Killers
(NK) e macréfagos se deslocam para o sitio tumoral, desencadeando imunidade
anti-oncogénica através da secrec¢do de varias moléculas citotoxicas, entre elas,
IFN-y e TNF-a.. Apesar da atividade anti-tumoral induzida pelo IFN-y, as células
cancerigeras possuem diversos mecanismos de escape da sinalizagéo anticancer
dessa citocina (42). Tumores podem escapar da imunovigilancia através da
expressao de moléculas que inibem a resposta imune antitumoral, tal como

ligante-1 da morte celular programada (PD-L1: programmed cell death ligand-1)



22

superexpresso no MM (43). As células T dos pacientes com MM apresentam
maior proporcao de PD-1 e produzem IFN-y, estimulando o PD-L1 das células do
mieloma com desregulacéo da funcdo efetora das células T e escape tumoral. Na
doenca avancada do MM (refratéria/recaida), o nivel de expressdo de PD-1 é
mais elevado e esta relacionado com pior resposta ao tratamento (14). O
resultado do uso de inibidor PD-L1 (anti-PD-L1) no MM como agente Gnico ainda
é limitado e associado a importante toxicidade, porém combinacfes terapéuticas
com novos agentes tém sido estudadas como possiveis estratégias (15). Em
1994, Palumbo relatou um caso de um paciente com MM com reducdo do
componente M apés 6 meses do uso de IFN-y recombinante, manutencdo dos
niveis da paraproteina M por 16 meses de seguimento e inibicdo da reabsorcao
Ossea. Portanto, sugeriu um forte efeito anti-mieloma e anti-osteolitico do IFN-y in
vivo (44). O IFN-y € uma citocina direta ou indiretamente envolvida nos

mecanismos de acao de diferentes tratamentos empregados no MM.

2.3 CRITERIOS DIAGNOSTICOS

O diagnostico do MM sintomatico consiste na identificacdo de 10%
ou mais de plasmadcitos monoclonais na medula 6ssea (mielograma e/ou biopsia
de medula éssea) ou presenca de plasmocitoma em bidpsia de tecido associado
ao componente monoclonal sérico ou urinario e lesdo em 6rgao-alvo representada
por hipercalcemia, insuficiéncia renal, anemia ou leséo 0ssea (45).

No MM, a proliferacdo clonal de células plasmocitarias resulta na
secrecdo monoclonal de imunoglobulinas intactas ou cadeias leves livre (FLC).
Este componente anormal de imunoglobulina é denominado de proteina
monoclonal, componente M ou paraproteina. O nivel sérico de proteina M
mensuravel é definido como banda sérica de proteina >0,5-1g/dL e excrecao de
componente M na urina >200 mg/24 horas. A eletroforese de proteinas consiste
no aumento homogéneo e fusiforme de um tipo especifico de imunoglobulina,
geralmente na fracdo gama, menos frequente na fracdo beta, com a mesma
mobilidade eletroforética levando a producdo de uma curva com base estreita
conhecida como pico mononoclonal. J& a imunoeletroforese/imunofixacao,

detecta o isotipo especifico de cadeia pesada IgG-IgA-IgM-IgE-IgD, enquanto
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kappa-lambda indicam o tipo de cadeia leve do componente M. Mais de 97% dos
pacientes apresentam MM secretor com paraproteina detectavel no soro e/ou
urina, no entanto alguns pacientes apresentam apenas FLC na urina, ou seja, a
imunoglobulina intacta ndo é mensuravel no soro, considerados secretores de
cadeia leve urinaria. Quando a paraproteina M ndo € detectavel no soro e/ou urina
por eletroforese e/ou imunofixacdo é recomendada a pesquisa de cadeias leves
livres de imunoglobulina pelo método de nefelometria. O nivel de FLC mensuravel
no sangue € de 100 mg/L e existe uma anormalidade na relacdo kappa:lambda
(0,26-1,65 — valor normal). No mieloma secretor, 0 componente M serve como
principal marcador tumoral bioquimico para tratamento inicial e na avaliacdo de
resposta, norteando o retratamento na progressao da doenca. A magnitude do
componente M (g/L) € um parametro de monitorizacao de resposta na maioria dos
pacientes, mas ndo serve para monitorar pacientes com mieloma FLC apenas ou
mieloma ndo secretor. O FLC é o marcador tumoral utilizado nos pacientes
oligosecretores (sem componente M mensuravel) e a plasmocitose medular
(imunohistoquimica) é o unico marcador disponivel para monitorizagdo nos
pacientes ndo secretores (46).

Os critérios diagnosticos foram revisados pelo International
Myeloma Working Group (IMWG) e mais trés biomarcadores especificos foram
incluidos: células plasmocitarias clonais na medula 0ssea > 60%, nivel sérico de
FLC > 100 mg/L e >1 leséo focal na ressonancia magnética (pelo menos 5 mm)
(Tabela 1) (9). Por isso, quando houver suspeita clinica de MM, a presenca de
proteina M deve ser investigada através da combinacdo de eletroforese de
proteinas (EFP), imunoeletroforese de proteinas/imunofixacdo (IEFP/IF) e nivel
sérico de FLC. Cada novo biomarcador esta associado com aproximadamente
80% de risco de progresséo para lesdo de 6rgéo-alvo, portanto a atualizagdo nos
critérios diagnosticos representa uma mudanca no paradigma do diagndstico

precoce, permitindo a introducéo do tratamento antes dos danos aos o0rgaos-alvo

9).
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Tabela 1 - Critérios diagnésticos para mieloma mdltiplo revisados pelo IMWG

Plasmoécitos monoclonais na medula é6ssea 2 10% e/ou plasmocitoma

extramedular

Presenca da proteina monoclonal sérica e/ou urinaria > 500 mg/24 h

Evidéncia de lesdo em 6rgaos-alvo (atribuidas a proliferagcdo plasmocitéria)

Presenca de um ou mais dos seguintes fatores:
e Hipercalcemia: Calcio sérico > 11 mg/dL ou 0,25 mmol/L > valor referéncia
normal
¢ Insuficiéncia Renal: Creatinina sérica = 2 mg/dL
¢ Anemia: Hemoglobina < 10g/dL ou queda > 2g/dL do valor normal
e Lesdo 6ssea: Uma ou mais leséo osteolitica no raio-X de esqueleto,
tomografia computadorizada (TC) ou TC por emisséo de positron (PET/TC)

Presenca de um ou mais dos seguintes biomarcadores:
e células plasmocitérias clonais na medula 6ssea > 60%
e nivel sérico de cadeias leves livres de imunoglobulina (FLC: free light
chain) > 100 mg/L
e >1 lesdo focal na ressonancia magnética (pelo menos 5 mm)

Fonte: IMWG Am. J. Hematol. (2016)

2.4 SISTEMAS DE ESTADIAMENTO E FATORES DE RISCO PARA ESTRATIFICAGAO

A variabilidade na evolucdo clinica no MM depende de varios
fatores progndsticos capazes de estratificar os pacientes em grupos de risco e
desta forma instituir a intensidade do tratamento, conforme o grupo e; assim,
como proporcionar informacéo individualizada sobre o prognéstico do paciente.
Por isso, sistemas de estadiamento foram desenvolvidos para avaliagdo do

prognéstico baseados nos achados clinicos e laboratoriais dos pacientes (1).

2.4.1 Sistema de Estadiamento de Durie-Salmon

O estadiamento de Durie-Salmon tem sido empregado, desde
1975 pela categorizacdo dos pacientes com MM em estadios I, Il e I,
dependendo do grau de anemia, hipercalcemia sérica, nivel sérico e urinério do
componente monoclonal e presenca de lesdes liticas; e, subdivididos em estadios
A ou B, dependendo do nivel sérico de creatinina (Tabela 2) (46).



25

Tabela 2 — Estadiamento Progndstico de Durie-Salmon

Estadios Critérios

Baixa massa tumoral (<0,6 células x 10"°/m2)
Todos os seguintes:

e Hb>10,5g/dL

e Caélcio < 12mg/dL

e 1gG < 5g/dL ou IgA < 3g/dL

e Proteindria de Bence Jones<4g/24h
e Auséncia de lesbGes 6sseas maiores

I Intermediario (entre estadio | e 1lI)

Alta massa tumoral (1,2 x células x 10%/m?)
Qualguer um dos seguintes:

e Hb <8,5g/dL
m e Calcio sérico >12mg/dL
e |gG >7g/dL ou IgA >5¢g/dL
e Proteinaria de Bence Jones >12g/24h
e Mdltiplas lesdes liticas ou fraturas

A e Funcéo renal normal (< 2.0 mg/100 mL)

B e Funcéo renal alterada (> 2.0 mg/100 mL)

Fonte: Durie and Salmon. Cancer (1975)

2.4.2 Sistema de estadiamento do International Staging System (ISS)

O algoritmo do ISS é um sistema que emprega outras ferramentas
e biomarcadores para estratificacdo de risco do mieloma baseando-se nos
parametros de altos niveis de B2- microglobulina (grande massa tumoral e
alteracdo na funcdo renal) e baixos niveis de albumina (secrecdo de citocinas
inflamatdrias no microambiente medular) (Tabela 3). O score do ISS identificou os
pacientes em trés diferentes grupos prognésticos: ISS I, ISS Il e ISS lll, com
sobrevida global respectivamente, de 62, 44 e 29 meses (3). O score ISS pode
ser aplicado aos pacientes brasileiros com MM, conforme estudo realizado de
1998 a 2004 (21).
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Tabela 3 — Sistema de Estadiamento Progndstico - International Staging System

Estadios Critérios

I B2-microglobulina sérica < 3,5 mg/dL e albumina = 3,5 g/dL

I N&o preenchem os critérios dos estadios | e Il

[l B2-microglobulina sérica > 5,5 mg/ dL

Fonte: Griepp et al. JCO (2005)

2.4.3 Sistema de Estadiamento do Revised International Staging System (R-I1SS)

O nivel da desidrogenase lactica sérica (DHL) também é um
relevante biomarcador e seu nivel acima da normalidade denota agressividade do
MM, sugerindo alto indice de proliferacdo e/ou presenca de massa tumoral (extra-
O0ssea e extramedular) com pior sobrevida global (4,5,7). As anormalidades
cromossOmicas detectadas por iFISH (hibridizacdo in situ fluorescente na
interfase), também sao elementos que definem a caracteristica biolégica no MM,
caracterizando-se como risco standard a auséncia de delecdo, del(17p),
translocacao t(4;14) (p16, g32) e alto risco a presenca de pelo menos uma das
anormalidades cromossOmicas citadas, com pior sobrevida global (Tabela 4)
(6,8,22,48). Outra estratificacdo de risco citogenética, sugerida pela Mayo Clinic,
foi a estratificacdo MSMART (Tabela 5) que classifica a translocacao (4;14) em
risco intermediario, ja que representa um grupo heterogéneo em relacdo a
sobrevida, quando existe associacao de outros fatores progndsticos e tratamento
utilizado (49-52).

Tabela 4 — Anormalidades citogenéticas no mieloma mdultiplo

Grupo de risco Anormalidade citogenética Incidéncia (%)
hiperdiploidia 50%
Risco standard t(11;14) 15%
t(6;14) 5%
ganho(1q) 35-40%
t(4;14) 15%
- del(1p) 10%
Alto risco del(17) 10%
t(14;16) 2-3%
t(14;20) 1%

Fonte: Morgan et al. Nature Reviews Cancer (2012) e Chesi & Bergsagel. Int J Hemat
(2013)
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Tabela 5 — Anormalidades citogenéticas no mieloma multiplo (INSMART)

Grupo de risco Anormalidade citogenética Incidéncia (%)
Risco standard trissomias 75%
t(11;14)
t(6;14)
Risco t(4;14) 10%
intermediario ganho(1q)
Alto risco t(14;16) 15%
t(14;20)
del(17p)

Fonte: Mayo Clin. Proc (2013)

O consenso do International Myeloma Working Group (IMWG)
recomenda a combinacdo do FISH, nivel de DHL e estadiamento ISS para
estratificacdo de risco do MM, o Revised International Staging System (R-ISS)

apresentado na Tabela 6 (4).

Tabela 6 - Sistema de Estadiamento Prognéstico Revisado - Revised
International Staging System (R-ISS)
Sobrevida Estadio | Estadio Il Estadio Il
Mediana SLP | ISS | e risco standard N&o preenche ISS 1l e alto risco
(meses) citogenético por FISH | critérios do estadio | citogenético por
e DHL normal ou lll FISH ou DHL
elevado
66 42 29
Mediana SG N&o atingida 83 43
(meses)

SLP: Sobrevida livre de progressdo; SG: Sobrevida global; FISH: Fluorescence in situ
hybridization; Risco standard citogenético por FISH = sem anormalidade citogenética,
Alto risco citogenético por FISH = del (17p) el/ou t(4;14) el/ou t(14;16); DHL:
desidrogenase latica.

Fonte: Palumbo, et al. JCO (2015)

2.4.4 Outros Fatores de Risco

Outros fatores progndsticos com impacto na sobrevida estédo
relacionados as caracteristicas intrinsecas da célula tumoral, do paciente e
combinacdo de ambos: morfologia plasmablastica (uma associacdo entre a
morfologia mais imatura com pior prognostico) (53), infiltracdo de plasmdécitos na

medula 6ssea (presenca de um padréo difuso de infiltracdo, relacionada com pior
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prognéstico), indice proliferativo do plasmaocito mielomatoso elevado com menor
sobrevida (54-56), imunofenétipo das células mielomatosas, subtipo cadeia
imunoglobulina (MM IgA, IgD e IgE sao de pior progndstico) e nivel de proteina-M
(57), doenca extramedular e extensdo de lesGes O6ssea focais (58,59)
plaguetopenia, anemia, insuficiéncia renal (60), idade, performance status,

comorbidades e fatores sécio-demograficos e resposta ao tratamento (61).

2.5 CRITERIOS DE RESPOSTA AO TRATAMENTO

A avaliacdo de resposta a terapia ou progressao de doenca no
MM tém sido modificada nos dltimos anos, em decorréncia do surgimento de
novos agentes terapéuticos e da melhoria ao acesso a exames mais sensiveis
para deteccdo de doenca, incluindo a doenca residual minima. Dessa forma, a
variacdo de marcadores bioquimicos, como o0 componente-M sérico e urinario,
FLC, plasmocitose de medula 0ssea e exames de imagem para deteccdo de
plasmocitomas e lesfes 0sseas devem ser periodicamente avaliados na pratica
clinica, no minimo a cada 3 meses e geralmente a cada 4 semanas como
realizados em ensaios clinicos (46).

Em 2006, o International Myeloma Working Group (IMWG)
redefiniu critérios de resposta, propostos anteriomente pelo Myeloma Chronic
Leukaemia Working Party of the European Group for Blood and Marrow
Transplantation (EBMT), devido a substancial implementagdo da terapéutica do
MM nas ultimas décadas, com a introducdo de varios novos agentes, com
diferentes mecanismos de acao, resultando na melhora nas taxas de resposta e
tempo de resposta ao tratamento. Aos critérios de resposta ao tratamento pelo
IMWG, houve a inclusdo do conceito de resposta completa estrita (CR: complete
response stringent) determinada pela normalizagdo da dosagem sérica de
cadeias leves livres, a resposta parcial muito boa (VGPR: very good parcial
response) passou a ser caracterizada por reducdo de > 90% componente M
sérico e a exclusdo da confirmacdo das variagfes séricas do componente-M a
cada seis semanas (62). Em 2016, o International Myeloma Working Group

(IMWG) revisou critérios de resposta, conforme disposto na Tabela 7 (2).
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Tabela 7 — Critérios de resposta ao tratamento do IMWG

Tipo de Critérios de resposta
resposta
e Mesmos critérios da CR e
CRs e Razdo FLC normal
e Auséncia de plasmécitos clonais na bidopsia de medula
0ssea confirmada por imunohistoquimica
e |F sérica e urinaria: negativas
CR e Desaparecimento de plasmocitomas
e < 5% de plasmdcitos no aspirado de medula 6ssea
e |F sérica e/ou urinaria: positiva
VGPR e EFP sem pico monoclonal ou
e Reducdo > 90% do componente M (CM) sérico e nivel
componente M urinério <100mg/24h
e Redugdo do componente M sérico = 50% e reducdo do
componente M urinario = 90% ou para < 200mg/24h
PR e Se CM sérico e urinario ndo mensuravel, reducdo = 50%
FLC
e Se CM sérico e urinario e FLC ndo mensuraveis, reducao 2
50% plasmacitos clonais na medula 6ssea (se plasmaocitos
=>30%)
e Se presente, reducio = 50% do plasmocitoma
e 2> 25% mas < 49% de reducdo do componente monoclonal
MR serico
e Reducdo no componente m urinario em 50-89%
e Se presente, reducao = 50% do plasmocitoma
e Nao preenche critérios p/ CRs, CR, VGPR, PR, MR ou PD
SD e Melhor descrita para descrever tempo para progressao
Aumento em 25% do menor valor confirmado de resposta:
e Componente monoclonal M sérico (aumento absoluto > 0.5
g/dL)
DP e Componente monoclonal M sérico aumentado = 1g/dL, se o

menor valor do componente M foi > 5g/dL

Componente monoclonal M urinario (aumento absoluto >
200mg/24h)

Se CM sérico e urinario ndo mensuravel, diferenca entre a
FLC envolvida e nao envolvida (aumento absoluto > 10
mg/dL)

Se CM sérico/urinario e FLC ndo mensuraveis, plasmaocitos
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clonais na medula 6ssea (aumento absoluto 210%)
e Aparecimento de novas lesdes, aumento = 50% de mais de
DP uma lesao, aumento = 50% de plasmacitos circulantes
(minimo de 200 células/uL)

CRs: Resposta completa estrita; CR: Resposta completa; VGPR: Resposta parcial muito
boa; PR: Resposta parcial; MR: Resposta minima; SD: Doenca estavel; DP: Progressao
de doencga; CM: Componente monoclonal; FLC: Free light chain (cadeias leves livres); IF:
Imunofixagéo; EFP: Eletroforese de proteinas.

Fonte: Lancet Oncol. (2016)

A uniformizacdo do consenso dos critérios de resposta
incorporada aos ensaios clinicos permitiu uma melhor comparacdo entre as
diferentes medica¢bes, combinacdo de drogas e estratégias terapéuticas, apesar
do avango no tratamento nos ultimos anos. No entanto, mesmo com a
introducdo de novos agentes ao tratamento do mieloma, a maioria do pacientes
recidivam a doenca, mesmo apds atingir resposta completa estrita (CRS),
refletindo a ndo deteccdo da doenca com técnicas de avaliacdo de resposta
recomendadas. Por isso, novos métodos para deteccdo e quantificacdo dos niveis
de doenca residual minima (DRM) na medula 6ssea e extramedular tém sido
estudados para serem incorporados aos critérios de resposta ao tratamento, ja
que o nivel de DRM indetectavel por métodos convencionais € provavelmente o
fator limitante para a manutencdo de sobrevida (livre de progressao e global) a
longo prazo. Os métodos de avaliacdo de DRM na medula éssea séo citometria
de fluxo multiparamétrica (marcadores de superficie para distingdo de células
plasmocitarias normais e do MM), ASO (allele-specific oligonucleotide)- qPCR
(método molecular para identificacdo e quantificacdo de rearranjo génico
especifico de cadeia pesada de imunoglobulina) e sequenciamento next-
generation (amplificagdo e sequenciamento de segmentos génicos de
imunoglobulina). A avaliagdo de DRM extramedular é realizada através de
ressonancia nuclear magnética (RNM) e 18F-fluorodeoxiglicose, tomografia por
emissdo positron (18F-FDG-PET). Porém, esse estudo € um dos primeiros
estudos na avaliagdo de doenca residual minima como critério de resposta; e,
investigacOes futuras nesta direcdo e conhecimento de aspectos bioldgicos do
MM serdo necessarios, para determinar em que nivel a DRM é clinicamente

relevante e quando deve ser avaliada (2).
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2.6 TRATAMENTO EM PACIENTES COM ELEGIBILDADE AO TRANSPLANTE E SOBREVIDA

O tratamento do MM est4 indicado para o paciente sintomatico,
definido pelo acronimo - CRAB: C- hipercalcemia; R- insuficiéncia renal (renal
failure); A- anemia; B- lesdes Osseas (bone disease), enquanto a observacao
clinica é preconizada para o mieloma assintomatico. A melhora na sobrevida ndo
havia sido observada, quando comparada a instituicdo de tratamento precoce
para pacientes assintomaticos e o inicio dos sintomas e/ou lesdo em 6rgaos-alvo
(1). Porém, em 2016, apOs revisdo dos critérios diagnosticos pelo IMWG e
inclusdo dos trés biomarcadores especificos (células plasmocitarias clonais na
medula 6ssea > 60%, nivel sérico de FLC > 100 mg/L e mais de uma lesdo Gssea
focal (pelo menos 5 mm) na ressonancia magnética), houve uma mudanca no
paradigma do tratamento, permitindo a introdu¢cdo do mesmo antes dos danos
aos orgaos-alvo (9). Ensaios clinicos estdo em andamento, para determinar se
novos agentes podem atrasar a progressao do mieloma assintomatico (32).

O esquema de tratamento consiste na terapia de inducéo seguida
de quimioterapia em altas doses para pacientes elegiveis para o transplante
autdlogo de células-tronco hematopoiéticas (TACTH) (idade, performance status e
comorbidades). O conceito do TACTH foi desenvolvido nos anos 80 e desde
meados de 1990 é considerado tratamento standard de primeira linha para
pacientes com MM e funcao renal normal (63). A sobrevida global e qualidade de
vida do MM melhorou muito nos ultimos 15 anos com o surgimento da talidomida,
bortezomib e lenalidomida, mais evidentemente nos pacientes com menos de 65
anos e elegiveis para o TACTH. Esses agentes terapéuticos podem ser utilizados
antes e apés o TACTH com objetivo de melhorar a taxa de resposta e prolongar
sua duracao (64-66). Um estudo realizado com 4990 pacientes tratados com
quimioterapia convencional e quimioterapia em altas doses, mostrou que
pacientes que atingiram resposta completa apés inducéo tiveram maior SLP e
SG, do que aqueles que obtiveram resposta parcial (59-89 x 39-60 meses).
Portanto, a obtencdo de melhor resposta a indugdo do tratamento, antes do
transplante (status pré-TACTH), traduz em melhores resultados, com sobrevida
mais prolongada pos-transplante (67,68). Recentemente, novos agentes
terapéuticos promissores foram aprovados como o carfilzomib, pomalidomida,

panobinostat, ixazomib, elotuzumab e daratumumab para tratamento do mieloma
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multiplo recidivado, porém o mecanismos de a¢do de algumas drogas ainda nao
estd totalmente elucidado. A talidomida, lenalidomida e pomalidomida sao
agentes denominados imunomoduladores (IMiDs); bortezomib, carfilzomib e
ixazomib sdo inibidores de proteassoma e finalmente, o elotuzumab e
daratumumab séo anticorpos monoclonais anti-SLAMF7 e anti-CD38 (32). O uso
de novos agentes, rotineiramente utilizados, como parte do regime de inducéo
antes do transplante resulta em substancial melhora na profundidade de resposta
pré-TMO. Portanto, varios estudo com esses agentes também tém sido propostos
no pos-transplante como consolidacdo e manutencdo, objetivando melhora nas
curvas de sobrevida (69).

O transplante alogénico estd associado com maiores riscos de
complicacbes e mortalidade, portanto é realizado com pouca frequéncia e em
casos selecionados (68).

A atualizacdo de critérios diagnosticos, inducdo mais efetiva,
estratégias de consolidacdo e manutencdo pos-transplante, incluindo novos
agentes terapéuticos, revolucionaram o paradigma do tratamento do MM.
Embora, nas ultimas décadas houve um significativo avanco no tratamento do
paciente com MM, com consequente impacto na sobrevida, a doenca ainda
permanece incurdvel (68). Neste contexto, nos Uultimos anos, existe um
paradigma do tratamento intermitente versus continuo do MM, a tendéncia do
uso de novos agentes terapéuticos como primeira linha de terapia, além do
tratamento baseado em fatores de risco.

Portanto, o presente estudo avaliou a possibilidade de
correlacionar as citocinas TNF-a, TGF-B1 e IFN-y como biomarcadores de
desfecho clinico pos-transplante (profundidade de resposta e sobrevida livre de
progressdo e global), ja que essas citocinas foram descritas previamente
associadas a parametros clinicos, carga tumoral, ostedlise e cinética da

mobilizacdo das células-tronco e tratamento do MM (18, 33-36,38,44).
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral foi caracterizar no produto de leucoaférese, o perfil
das citocinas TNF-a, TGF-B1 e IFN-y de pacientes portadores de MM elegiveis
para transplante correlacionando-as com fatores prognésticos e de desfecho

clinico.

Objetivos especificos:
e Quantificar as citocinas TNF-a, TGF-B1 e IFN-y no produto de leucoaférese
e Correlacionar o perfil das citocinas com quantidade de células-tronco
mobilizadas
e Correlacionar o perfil das citocinas com fatores progndsticos clinicos e
laboratoriais dos pacientes com MM elegiveis para transplante
e Correlacionar o perfil das citocinas no desfecho clinico pés-transplante

(recaida, Obito e profundidade de resposta ao tratamento)

4 DESENHO DO ESTUDO, PACIENTES E METODOS

4.1 DELINEAMENTO

A coleta das amostras dos participantes foi autorizada com
assinatura dos Termos de Consentimentos Livre e Esclarecido para Coleta e para
o Transplante de Células-Tronco de Sangue Periférico (Anexos A e B),
documentacdo exigida pelo Sistema Nacional de Transplante e conduzida de
acordo com a Declaracdo de Helsinki (2008). Este projeto foi aprovado pelo
parecer consubstanciado do Comité de FEtica em Pesquisa em Seres
Humanos/Plataforma Brasil, sob o namero 1.389.996, em 18/01/2016 e pelo
Comité de Etica Institucional (Anexo C). Esta disponivel para consulta na
Plataforma Brasil sob o numero CAAE 50070515.0.0000.0107.

Trata-se de um estudo transversal retrospectivo, com pacientes
com diagnostico de MM elegiveis para transplante, referenciados pelos
hematologistas e oncologistas de Londrina e Macrorregiao Norte do Parana.
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4.2 POPULACAO

A populacdo do estudo foi composta de 45 pacientes portadores
de MM submetidos ao transplante autélogo de células-tronco hematopoiéticas
periféricas atendidos na Unidade de Transplante de Medula Ossea (TMO) do
Hospital Universitario de Londrina/ Universidade Estadual de Londrina (HU/UEL),
no periodo de setembro/2010 a setembro/2014.

4.3 AMOSTRA
A amostra foi ndo probabilistica de conveniéncia, constituida de

27 pacientes com diagnostico de MM e elegiveis para transplante, avaliados

conforme critérios de inclusdo e exclusao (Figura 3).

27 pacientes (incluidos)

45 pacientes

18 pacientes (excluidos)

e 2 mortes relacionadas ao
transplante
e 9 leucoaféreses de volemia

*G-CSF: Fator estimulador de

colbnia granulocitica

Figura 3. Fluxograma dos pacientes.

Fonte: Proprio autor

4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes com MM, referenciados pelos hematologistas e

oncologistas de Londrina e Macrorregido Norte do Parana, elegiveis para
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transplante, mobilizados com fator estimulador de colénia de granulécitos (G-
CSF) exclusivamente e submetidos a leucoaférese de grande volume
(processamento de seis volemias). Os critérios de inclusdo foram preenchidos por
27 pacientes. O diagnostico, tratamento e avaliacdo da profundidade de resposta
ao tratamento (pré-TACTH) foram realizados de acordo com os critérios propostos
pelo International Myeloma Working Group, jA os critérios de elegibilidade para
transplante, foram avaliados conforme Portaria Ministério da Satde n® 2.600, de
21 de outubro de 2009 - Regulamento Técnico do Sistema Nacional de

Transplantes.

4.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes submetidos a coleta de células-tronco periféricas com
outras estratégias de mobilizacdo (associacdo de G-CSF com gquimioterapia ou
Plerixafor) e evoluiram com mortalidade relacionada ao transplante (<100 dias).
Entre os pacientes excluidos, dois apresentaram mortalidade relacionada ao
transplante (< 100 dias do procedimento), por infeccdo nos D+32 e D+43, nove
pacientes foram submetidos a leucoaférese de volemia normal (processamento
<3 volemias) e sete pacientes foram mobilizados com esquemas diferentes (G-
CSF com adicéo de quimioterapia ou Plerixafor).

4.6 MOBILIZACAO, COLETA E CRIOPRESERVACAO DAS CELULAS-TRONCO

Os pacientes com MM elegiveis para transplante foram
submetidos a mobilizacdo e coleta de células-tronco periféricas com o0 mesmo
protocolo clinico, que consiste na aplicagdo de Filgrastima (GCSF - fator
estimulador de coldnia granulocitica) na dose de 10ug/kg/dia divididas em duas
aplicagcbes subcutaneas/dia por cinco dias consecutivos. No quarto dia (D4) do
processo de mobilizacdo foi feita contagem de células CD34" periféricas por
citometria de fluxo (Citbmetro FacsCanto Il) buscando-se CD34" >10 pg/mL. A
leucoaférese foi realizada no dia seguinte (D5 da mobilizacdo), com objetivo
minimo de coleta de 2 x 10° células CD34*/kg para transplante (1 ou 2
procedimentos de leucoaférese), em maquina de aférese Cobe Spectra), com

processamento de seis volemias, em cada dia de aférese, através de um cateter
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venoso central, de duplo ltmen com calibre 11 french. Os anticoagulantes
utilizados durante o procedimento foram ACD-A: anticoagulant citrate dextrose
solution-A e heparina, conforme protocolo institucional para coleta de grande
volume. Ao término da aférese, o produto de células-tronco foi encaminhado ao
Laboratério de Criopreservacdo do Hospital Universitario de Londrina para
processamento e armazenamento até o0 momento do transplante. O
processamento de CTHP para fins de transplante aut6logo envolveu vérias etapas
até a criopreservacdo. Primeiramente, foi realizada a pesagem e armazenamento
da bolsa em geladeira (2-6°C) para a realizacdo tanto da contagem de células
nucleadas totais (CNT- leucécitos totais) quanto das células CD34". Com o
resultado do numero de células foram realizados os calculos do numero de
CNT/kg (x10%) e de células CD34*/Kg (x10°), célculos da concentracéo celular em
cada bolsa (aproximadamente 2,5 - 3,0% CNT/Kg por bolsa) e numero de bolsas
a serem criopreservadas. O preparo do produto de leucoaférese é contido de 50
mL células + 40 mL de plasma aut6logo + 10 mL dimetilssulfoxido a 10% DMSO -
solucéo crioprotetora), sem solucao tampéao ou albumina humana, resultando num
volume final de 100 ml cada bolsa que serd armazenada a - 86°C (freezer Indrel)
até o momento do transplante. O teste de viabilidade celular pelo método de
coloracédo pelo azul de Trypan foi realizado antes, ap0s a adicdo da solucdo
crioprotetora (DMSO) e imediatamente apds o degelo no momento do transplante.
Apesar de haver diferenca entre a viabilidade nos trés momentos de avaliacéo,
essa diferenca ndo refletiu no tempo de recuperacdo hematologica pos-
transplante dos pacientes. Assim como a viabilidade celular, a analise
microbioldgica também foi realizada como controle de qualidade do produto de

leucoaférese antes da criopreservacao e no dia do transplante.
4.7 DETERMINAGAO DO PERFIL DE CITOCINAS

Uma aliquota de células-tronco criopreservadas nas mesmas
condi¢des para transplante (células-tronco + plasma autdlogo + dimetilssulfoxido)
foi separada da ultima bolsa de criopreservacédo do produto da primeira aférese
(D#1) e armazenada em um vial. Nesta aliqguota de 50 uL de amostra pura,
conduzidas em duplicata, foram determinados os niveis das citocinas TNF-a,

TGF-B1 e IFN-y, todas ao mesmo momento (dezembro 2016), imediatamente
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apos o degelo, pelo método de ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay (e-
Biosciences, EUA), no aparelho Victor Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer,
Waltham, MA, EUA). Os pacientes foram agrupados em “alto ou baixo-expressor”
conforme com o nivel basal mediano de IFN-y, j& que houve uma grande

variabilidade nos niveis dessa citocina (70).

4.8 ANALISE DE PRONTUARIOS

Foram obtidas informacbes relevantes nos dados de
prontuarios dos 27 pacientes com MM, conforme consenso do IMWG. O
agrupamento das variaveis foi realizado, conforme justificativas descritas em
literatura. A variavel subtipo de mieloma foi dicotomizada em dois grupos,
imunoglobulina G (IgG) ou IgG com associagdes, representado pelos subtipos de
maior prevaléncia e melhor prognoéstico (3) e imunoglobulina A (IgA), cadeia
kappa ou IgA com associacdes. Os pacientes com estadiamento ISS foram
agrupados em ISS | e grupo ISS Il ou ISS Ill, conforme estratificacdo de risco de
melhor e pior progndstico, respectivamente (3,4). Quanto a resposta ao
tratamento (status pré e pos-TCTH), um grupo ficou definido como aqueles que
obtiveram resposta completa (CR) ou resposta muito boa (VGPR) e o segundo
grupo representado por aqueles em resposta parcial (PR) pré ou pés-transplante,
diante da correlagcdo de melhor a resposta obtida ao tratamento com melhor
sobrevida livre de progressdao (SLP) (71). Os pacientes foram avaliados em
relacdo a resposta ao tratamento em resposta completa, resposta parcial muito
boa e resposta parcial, de acordo com a reducdo do componente M sérico e/ou
urinério a eletroforese de proteina e imunofixacdo, reducdo de plasmocitomas e
infiltragdo de plasmécitos na medula 6ssea. Houve limitagdo da realizagdo de
citogenética (FISH), pesquisa de cadeia leve livre e doenca residual minima por
citometria de fluxo pela indisponibilidade sécio-econdmica, portanto os pacientes
ndo foram avaliados quanto a resposta completa estrita. Em relagdo ao
tratamento de inducdo do mieloma (pré-TMO), os pacientes foram divididos de
acordo com o numero de ciclos de inducao (> 4 ciclos ou < 4 ciclos) e de acordo
com o numero de linhas de terapias recebidas (< 1 linha ou > 1 linha de
tratamento), ou seja, em relacdo a boa resposta terapéutica indutéria ou nao (9).

A heterogeneidade do tratamento da inducdo do MM deve-se ao fato dos
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pacientes terem sido tratados em diferentes centros de referéncia. Para o tempo
de recaida, os pacientes foram agrupados em um grupo com recaida < 18 meses
(recaida precoce) e em outro com recaida >18 meses ou sem recaida, ja que 0s
pacientes com recaida precoce ndo apresentam beneficio do segundo transplante

versus tratamento com novos agentes (72).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada conforme a distribuicdo dos
dados (teste da normalidade), sendo os resultados apresentados acompanhados
da média e desvio padrdao de cada grupo (distribuicdo normal) ou conforme
mediana de cada grupo com intervalo de variacdo, dispostos de acordo com
intervalo interquartil de 25-75% (distribuicdo ndo normal). Caracteristicas dos

pacientes foram testadas utilizando testes de Qui Quadrado (x°). Para estudo da

correlacdo clinica destes achados, foram realizados estudos de correlacdo de
Pearson ou Spearman. As variaveis continuas foram analisadas pelo teste
ANOVA (trés grupos) e poés-teste de Dunn. Para todas as andlises, p<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. A sobrevida global foi calculada a
partir da data do diagnostico até o obito. A sobrevida livre de progresséao foi
calculada a partir da data do diagndstico até a data da progresséo (recaida). As
sobrevidas foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier e as diferencas foram
comparadas pelo teste de log-rank. Todas as analises estatisticas foram
conduzidas no software GRAPHPAD Prism 6.0 (GRAPHPAD Software, San
Diego, CA) e SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA).
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ABSTRACT

Introduction: A complex network of cytokines in the bone marrow microenvironment has
been implicated as an important factor in the pathogenesis of multiple myeloma (MM).
Different cytokines have been studied in MM, both in peripheral blood and/or bone
marrow, but there are no data correlating cytokines in leukapheresis’ product with post-
transplant response depth to treatment.

Material and Methods: In a retrospective cross-sectional study, levels of tumor necrosis
factor alpha (TNF-a), transforming growth factor beta-1 (TGF-B1) and interferon gamma
(IFN-y) in peripheral blood stem cells (PHSC) of patients with MM eligible for
transplantation were evaluated. Association of these cytokines with some factors such as
mobilized CD34+cells/kg, staging, response to treatment and outcome were analyzed.
Results: IFN-y levels in leukapheresis’ product were significantly lower in patients who
achieved complete response (CR) three months post-transplant when compared to patients
in very good partial response (VGPR) (590.9 + 88.49 pg/mL versus 990 + 107.5 pg/mL,
p=0.01), respectively. The median baseline IFN-y level was 635 pg/mL. Patients who lost
and maintained a depth of response at the third-month post-transplant had a median level
of IFN-y 1133 and 635 pg/mL, respectively, being considered "high-expressors” of IFN-y,
while those reaching improved response were called "low-expressors” (median level IFN-y
388 pg/mL. Overall and progression—free survival did not have statistically significant
correlation with TNF-a,, TGF-B1 or IFN-y, as well as TNF-a and TGF-B1 levels with post-
transplant response assessment.

Conclusion: IFN-y in PHSC seems to be an important biomarker of loss of response in
MM, suggesting early post-transplant therapeutic management.

KEY WORDS: multiple myeloma, risk factors, prognosis, cytokines
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INTRODUCTION

Multiple myeloma (MM) is a malignant hematologic malignancy that is
widely studied, but it is still an incurable disease. The heterogeneity of MM reflects not
only in outcome ranging from few months to more than 10 years, but also in the
understanding of its pathogenesis." In the last two decades, several studies have been done
to elucidate the biology of MM, standardization of diagnostic criteria and response to
treatment, as well as the identification of biomarkers and prognostic factors. Thus, there
was a substantial impact on the treatment of MM with an improvement of duration and
quality of response to current therapeutic strategies.” MM treatment for patients eligible
for transplantation consists of induction chemotherapy followed by mobilization, stem cell
collection (if stable or responsive disease), high-dose chemotherapy with autologous
transplantation, and finally; consolidation or post-transplant maintenance.

Several biomarkers and tools are used to determine risk stratification of
patients with MM. Among them, International Staging System (ISS) algorithm is based on
B2-microglobulin and albumin levels and the Revised International Staging System (R-
ISS), which recommends the combination of ISS with serum lactate dehydrogenase (LDH)
and fluorescence in situ hybridization at the interfase (iFISH).>® High levels of p2-
microglobulin reflect the presence of a large tumor mass and alteration in renal function.
Low levels of albumin result from the secretion of inflammatory cytokines in the bone
marrow microenvironment, and the increase in LDH denotes disease aggressiveness,
suggesting high proliferation index and/or presence of tumor mass (extrabone and/or
extramedullary).®” FISH detects the presence of chromosomal abnormalities that are also
elements that define biological characteristics in MM, stratifying in low (standard) or high-
risk patients.®°

Bone marrow microenvironment has been a focus of research in
understanding MM s pathogenesis: malignant clonal evolution, progression and survival of
the disease, as well as treatment failure. Medullary niche is a primary modulator, capable
of allowing infiltration, growth, proliferation, adhesion and cell migration, mediated by
inflammatory factors (cytokines, chemokines, adipokines and growth factors) and
endocrine signaling pathways. Therefore, the complex interaction in the bone marrow
microenvironment has great importance in the growth of malignant cells (plasmocytes),
cytotoxicity of healthy cells, as well as the resistance to drugs used in the treatment of

myeloma.?***°
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Several studies have been described involving cytokines in both
peripheral blood and bone marrow of MM patients. Among cytokines studied, tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a), transforming-betal (TGF-1) and interferon-gamma (IFN-
y) are cytokines highly relevant in tumors, closely involved in the interaction between
plasma cells and bone marrow microenvironment and related to clinicopathological
characteristics and outcome of MM, 1%

Therefore, our study aimed to characterize cytokine profile of TNF-a,
TGF-B1 and IFN-y in leukapheresis’ product (peripheral stem cells) of patients with
transplant-eligible MM. Thus, these cytokines could be identified as possible prognostic
factors associated with clinical impact after TACTH, not only in survival outcomes, but
also in response depth to treatment, allowing an early post-transplantation management as

consolidation and/or maintenance.

MATERIALS AND METHODS

Study Design and Sampling

Participant’s sample collection was authorized by signing of the Free
and Informed Consent Terms for Collection and Transplantation of Peripheral Blood Stem
Cells, documentation required by the National Transplant System and conducted according
to the Declaration of Helsinki (2008). Plataforma Brasil approved this project under the
number 1.389.996, on January 18" of 2016 and also by the Institutional Ethics Committee
on Human Research. It is available for consultation at Plataforma Brasil under the number
CAAE 50070515.0.0000.0107.

A retrospective cross-sectional study with all MM patients submitted to
autologous hematopoietic stem cell transplantation (N=45) from September 2010 to
September 2014, at Bone Marrow Transplantation Unit (BMT) of the University Hospital
of Londrina/State University of Londrina. Patients were referred by oncohaematologists,
from Londrina and North Macroregion of Parana State-Brazil for evaluation of eligibility
for transplantation. Diagnosis, treatment and response evaluation (pre-HSCT) were
performed according to the criteria proposed by the International Myeloma Working
Group (IMWG). Of these 45 patients, 27 fulfilled the inclusion criteria, that is,

mobilization with granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) exclusively and
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submitted to high-volume leukapheresis (six processed total blood volume). Among the
excluded patients, two had transplant-related mortality (<100 days of the procedure), due
to infection in D+32 and D+43, nine patients underwent leukapheresis of normal volume
(<3 volumes) and seven patients were mobilized with different regimens (granulocyte
colony-stimulating factor - G-CSF with the addition of chemotherapy or Plerixafor™)
(Figure 1).

N=27

patients included

N= 45

N=18

total number of patients

patients excluded

- 2 patients: transplantation

related mortality

- 9 patients: normal volume
leukapheresis

- 7 patients: mobilization with

*G-CSF: Granulocyte colony-stimulating factor *G-CSF + Plerixafor™ or

*G-CSF + chemotherapy

Figure 1. Patients flow chart.

Although patients received different induction treatment regimens for
MM, all patients were submitted to mobilization and peripheral stem cells harvesting with
the same clinical protocol. They received 10 pg/kg/day of Filgrastim (G-CSF) twice a day,
subcutaneous, during five consecutive days for mobilization. On the fourth day (D4) of the
mobilization process, peripheral CD34'cells were counted by flow cytometry
(FacsCanto™II Cytometer, BD Biosciences) aiming at least CD34">10 pg/ml.
Leukapheresis was performed from the fifth day of mobilization, harvesting at least 2 x 10°
CD34" cells/kg for transplantation (1 or 2 procedures), in CobeSpectra/TerumoBCT
apheresis’ machine, processing six volemias in each day, through an 11 French double

lumen central venous catheter. Anticoagulants used during the procedure were
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anticoagulant citrate dextrose solution-A (ACD-A) and heparin, according to the
institutional protocol for large volume collection. At the end of apheresis, the stem cell
product was sent to the Laboratory of Cryopreservation of the University Hospital of
Londrina for processing and storage until the moment of transplantation. CTHP processing
for autologous transplant involved several steps. First, the leukoapheresis’ product was
weighed and stored in a refrigerator (2-6 ° C), until total nucleated cell count (TNC-total
leukocytes) and CD34" cells count. After cellularity results, calculation of the number of
TNC/kg (x10°) and of CD34" cells/kg (x10°), cell concentration (approximately 2.5-3.0%
TNC/Kg per bag) and number of bags to be cryopreserved were performed. Leukapheresis”
product (50 mL cells + 40 mL autologous plasma + 10 mL dimethylsulfoxide 10%
(DMSO cryoprotective solution) without buffer solution or human albumin) resulted in a
final volume of 100 ml in each bag, which were stored at - 86°C (Indrel freezer) until the
transplant. Cell viability test by the Trypan blue staining method was performed prior and
post to DMSO addition and immediately after thawing at the time of transplant. Although
there was a difference between the viability at the three moments of evaluation, this
difference did not reflect on post-transplant hematologic recovery time. Besides cell
viability, microbiological analysis was also performed as leukapheresis™ product quality

control before cryopreservation and on the day of transplantation.

Cytokines level assay

An aliquot containing 50 uL of cryopreserved stem cells plus plasma
and DMSO, under the same conditions as stem cells for transplantation, was obtained from
the last cryopreservation bag of the first day apheresis’ product and stored in a vial. TNF-
o, TGF-B1 and IFN-y levels were all performed at a same time (December 2016), in a
duplicate sample, immediately after samples” thawing by enzyme-linked immunosorbent
assay — ELISA according to the manufacturer's conditions (e-Biosciences, USA) and
quantified in Victor Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Patients
were classified into groups, according to median basal level of IFN-y in "high or low-

expressors".

Study population
Relevant information on the diagnosis of MM was obtained according
to IMWG’s consensus and ISS risk factors for disease. The heterogeneity of the treatment

of MM induction is due to the fact that the patients were treated at different reference
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centers, with different numbers of induction cycles and therapies lines, according to the
best therapeutic response obtained. Response criteria assessment was classified in
complete response, very good partial response and partial response, based on serum and/or
urinary monoclonal component by protein electrophoresis and immunofixation, reduction
of plasmocytomas and percentage of plasma cells in the bone marrow. Complete stringent
response was not reported, since no free light chain and minimal residual disease by flow
cytometry were performed. There was limited cytogenetic analysis, free light chain
screening and minimal residual disease by flow cytometry due to socioeconomic
unavailability. TNF-a, TGF-B1 and IFN-y levels (in pre-HSCT) were all correlated with

clinical-laboratory prognostic factors and MM outcome.

Statistical analyses

Statistical analyses was performed according to data distribution
(normality test) and results presented were followed by the mean and standard deviation of
each group (normal distribution) or as the median of each group with a range of variation,
arranged according to the interquartile range of 25-75% (non-normal distribution). Patient
characteristics were tested using Chi-squared test. Correlation analyses were performed by
Pearson’s or Spearman’s tests. Continuous variables were analyzed by ANOVA (three
groups) and confirmed by Dunn’s post-test. For all statistical analyses p values <0.05 were
considered statistically significant. Overall survival (OS) was calculated from the date of
diagnosis until death. Progression-free survival (PFS) was calculated from date of
diagnosis until date of progression (relapse). Survival (OS and PFS) was estimated using
the Kaplan-Meier method and differences in survival were compared by the log-rank test.
All statistical analyses was conducted on GraphPad Prism 6.0 software (GRAPHPAD
Software, San Diego, CA) and Standard Package for Social Sciences, version 20.0 (SPSS
Inc., Chicago, Illinois, USA).
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RESULTS

Participant’s characteristics were described in Table 1. In this study,
51.9% of the patients involved were male while 48.1% were female. Mean age at diagnosis
were 55+ 9 years and most of the patients (74.1%) were stratified according to ISS, in
stages Il/111 at diagnosis. Treatment employed was heterogeneous, including radiotherapy,
thalidomide and dexamethasone (TD), cyclophosphamide, thalidomide and dexamethasone
(CTD), bortezomib, thalidomide and dexamethasone (VTD), cyclophosphamide,
bortezomib and dexamethasone (CyBorD) and vincristine, doxorubicin and dexamethasone
(VAD). Most patients received more than 4 cycles of induction to achieve a better pre-
transplant response depth, but only 22.8% of patients received more than one induction
treatment line. Regarding evaluation of pre-transplant response, 85.1% of the patients
achieved complete response (CR) or (VGPR - very good partial response). The mean stem
cell harvested was 3.4 x 10° CD34"cells/kg in one or two high volume leukapheresis
procedures. Each variable was categorized into different groups according to relevant
literature data. The subtype of myeloma was dichotomized in two groups: immunoglobulin
G (1gG) or 1gG with associations, represented by subtypes of higher prevalence and better
prognosis® and immunoglobulin A (IgA), kappa chain or IgA with associations. Patients
were staged into ISS | or ISS 11 and ISS 111 group, according to risk stratification of better
and worse prognosis, respectively.>®> Concerning on treatment response (pre and post-
HSCT status), one group was defined as those who had achieved CR or VGPR and the
second group represented by those in partial response (PR), given the correlation between
the better response obtained to the treatment with better progression-free survival (PFS).?
Regarding induction treatment (pre-HSCT), patients were divided into the number of
induction cycles (> 4 or < 4 cycles) and number of prior lines of therapy (<1 or >1 line of
therapy), according to response evaluation after induction.® For the time of relapse, patients
were grouped into relapse < 18 months (early relapse) and into relapse> 18 months or no
relapse, since patients with early relapse do not benefit from the second transplantation
versus treatment with novel agents.?? Three months after high-dose chemotherapy, 87.9%
of the patients were in CR or VGPR.



Table 1. Patients baseline characteristics.
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Parameters Values % p-value
Age (years) 5549 -
Gender Female 13 48.1 0,85
Male 14 51.9
Hemaoglobin (g/dL) 10.18+2.49 - -
Bone marrow plasma cells (%6) 42.66x8.6 - -
Immunoglobulin subtype 1gG or IgG + association 14 51.9 0,85
IgA or IgA+ association or kappa chain 13 48.1
Albumin (g/dL) 3.77+0.75 - -
Osteolytic lesions Yes 20 74 0,01*
No 26
Extramedullary plasmocytoma Yes 26 0,01*
No 20 74
B2- microglobulin (ng/mL) 4.85 [2.52-7.47] - -
ISS stratification I 7 25.9 0,01*
I 6 22.2 | (Ix1/mr)
Il 14 51.9
LDH (U/L) 202 [131.75-292.75] - -
Number of prior lines of therapy <4 cycles 9 33.3 0,08
(induction) > 4 cycles 18 66.7
Lines of treatment (induction) 1 line of therapy 21 77.2 0,004*
> 1 line of therapy 6 22.8
Pre-HSCT response assessment CR 11 40.7 <0,001*
VGPR 12 44.4
PR 4 14.9
Post-HSCT response assessment CR 10 37 <0,001*
VGPR 14 51.9
PR 3 11.1
CD34"cells/kg (x10°) 3.4[2.4-5.3] - -
Relapse Yes 12 44 4 0,85
No 15 55.6
Death Yes 9 33.3 0,08
No 18 66.7

*Indicates significant statistical difference (p<0.05) by Qui-square test.
LDH: serum lactate dehydrogenase; HSCT: hematopoietic stem cell transplantation; CD34: cluster of
differentiation 34; CR: complete response; VGPR: very good partial response; PR: partial response.

About cytokines profile in leukapheresis’ product performed by ELISA

assay, IFN-y was the one with greater variability at median levels 713 pg/mL [443.5-

1213.5], so patients were grouped into "high or low expressors", according to median basal

level of this cytokine as well as applied in Szmigielska-Kaplon et al study.”® TGF-B1 and
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TNF-a levels were respectively 1238.55 pg/mL + 288.84 and 410.5 pg/mL [353-508], as
described in Table 2. Leukapheresis’ product samples were immediately thawed, thus
reflecting the composition of the cell/protein product mobilized from the medullary
microenvironment to the periphery. There was no relationship between IFN-y levels and
cell concentration, cell viability, number of CD34"cells/kg (x10°), total nucleated cells -
TNC/kg (x10®), despite leukapheresis’ product freezing and thawing. Cytokine parameters
were correlated with ISS risk stratification and post-transplant outcome (relapse and death)
without significant results (Table 3).

Table 2. Cytokine levels assay.

Parameters Values
IFN-y (pg/mL) 713 [443.5-1213.5]
TGF-B1 (pg/mL) 1238.55+288.84

TNF-o (pg/mL)

Values are presented as median and range of variation according to the interquartile range of 25-75% (non-
normal distribution) or mean = standard error of means (normal distribution).
IFN-y: interferon gamma; TGF-B1: transforming growth factor beta-1; TNF-o: tumor necrosis factor alpha

410.5 [353-508]

Table 3. Cytokine levels, risk stratification and post-transplant outcome in multiple
myeloma patients.

IFN-y* TGF-B1* TNF-a*
Risk Stratification
ISS | 751.4+131.5 pg/mL 1331+112 pg/mL 374.9+33.86 pg/mL
ISS 11 708.7+180.5 pg/mL 1274+114.3 pg/mL 496.9495.83 pg/mL
ISS 111 869.1+109.8 pg/mL 1170+78.61 pg/mL 457.3+£35.54 pg/mL
Relapse
Yes 838.3+115.1 pg/mL 1241+73.86 pg/mL 487.94£51.04 pg/mL
No 758.7+£104.9 pg/mL 1236+86.1 pg/mL 407.5£34.89 pg/mL
Death
Yes 838+136 pg/mL 1252+85.21 pg/mL 478.3+61.33 pg/mL
No 768.7+92.33 pg/mL 1230+75.48 pg/mL 424.2+32.48 pg/mL

*Indicates no significant statistical difference (p>0.05) between risk stratification, relapse or death

between cytokine levels

IFN-y: interferon gamma; TGF-B1: transforming growth factor beta-1; TNF-a.: tumor necrosis factor
alpha; ISS: International Staging System.
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As expected, significantly inverse correlation of albumin with [2-
microglobulin was found (r = -0.515, p=0.012), since most patients were staged as ISS
/1 (74.1%) reflecting a higher disease severity.>® CD34"cells/kg count also had an
inverse correlation with age (r = -0.396, p= 0.040), that is better mobilization of stem cells
due to better hematopoietic reserve in younger patients.?* In relation to cytokine levels,
there was a very significant inverse correlation between CD34"cells/Kg counts with TGF-
B1 (r=-0.488, p=0.009) (Figure 2 A,B,C).
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TNF-a was significantly higher in patients older than 50 years (559.6 +
73.42 pg/mL) versus patients younger than 50 years (389.5 £ 20.16 pg/mL), as well as in
patients with very high 2-microglobulin (> 5.5 ng/mL) versus patients with normal (2-

microglobulin, both correlations with p=0.05 (Figure 3 and 4).
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Figure 3. Cytokine levels according to age at diagnosis in multiple myeloma patients.

Data are represented as mean with standard errors of the means. *Indicates significant statistical difference
(p<0.05) when comparing the levels of TNF-a between groups.

IFN-y: interferon-gamma; TGF-B1: transforming growth factor beta-1; TNF-o.: tumor necrosis factor- alpha
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Figure 4. Comparative analyses of cytokine levels regarding $2-microglobulin in multiple
myeloma patients.

Data are represented as mean with standard errors of the means. *Indicates significant statistical difference
(p<0.05) when comparing the levels of TNF-a between normal and very high 2-microglobulin.
TGF-B1: transforming growth factor beta-1; TNF-o: tumor necrosis factor- alpha; IFN-y: interferon-gamma.

Lastly, higher levels of IFN-y were found in patients who achieved
post-transplant very good partial response (VGPR) when compared to patients in complete
response (CR) (990 + 107.5 pg/mL versus 590.9 + 88.49 pg/mL, p=0.01) (Figure 5).
Median IFN-y levels also increased gradually, depending on loss of response depth, so
patients with loss of response (CR to VGPR) and maintenance of response (CR and

VGPR) presented IFN-y with levels > than the baseline median (IFN-y "high-expressors"),
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respectively 1133 [809-1278] and 635 [469-1214] pg/mL. Those patients with improved
post-transplant response (VGPR to CR), presented median IFN-y levels 388 pg/mL [306-
489] < than the baseline median of this cytokine being considered ("low-expressors"” of

IFN-y), p <0.03 (Figure 6).
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Figure 5. Comparative analyses of cytokine levels and response assessment in multiple

myeloma patients.

Data are represented as mean with standard errors of the means. *Indicates significant statistical difference
(p<0.05) between levels of IFN-y in patients who achieved post-transplant complete response (CR) with
those with very good partial response (VGPR).

IFN-y: interferon-gamma; TGF-B1: transforming growth factor beta-1; TNF-a.: tumor necrosis factor-alpha.
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Figure 6. IFN-y levels regarding pre and post-transplant response assessment.

Median IFN-y levels increased gradually, depending on loss of response depth, so patients with loss of response
(CR to VGPR) and maintenance of response (CR or VGPR) presented IFN-y levels > than median baseline (> 635
pa/ml) were considered “high-expressors” . Patients with improved response criteria (VGPR to CR) presented

IFN-y < 635 pg/ml, so “low-expressors” of IFN-y. *Indicates significant statistical difference (p<0.05).
IFN-y: interferon-gamma; CR: complete response; VGPR: very good partial response.
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Multivariate logistic regression, including age, f2-microglobulin, IFN-y,

TGF-B1 and CD34"cells/kg, were significant for relapse (p=0.04), p2-microglobulin (coef.
0.71 and p=0.04) and CD34"/kg (coef. -1.31 and p=0.04) (Table 4). In another multivariate
analysis of the impact of age, p2-microglobulin, albumin, IFN-y, TGF-B1, TNF-a and

CD34"cells/kg, the lower mobilized CD34"cells/kg was the only significant independent risk
factor (p = 0.01) for death (overall survival-OS), with coefficient -2.68 and p=0.04 (Table 5).

Table 4. Impact of B2-microglobulin and CD34"cells/kg on relapse.

Variable Coefficient Std. Error | p-value | Odds Ratio 95% CI

Age 0.06689 0.08638 0.4387 1.0692 0.9026 to 1.2664
B2-microglobulin 0.7192 0.3652 0.0489 2.0528 1.0035 to 4.1992
IFN-y 0.0004814 0.001405 0.7318 1.0005 0.9977 to 1.0032
TGF-1 -0.0005522 0.002540 0.8279 0.9994 0.9945 to 1.0044
CD34"cells/kg -1.3189 0.6498 0.0424 0.2674 0.0748 to 0.9558

Multivariate logistic regression analysis. CD34: cluster of differentiation 34; IFN-y: interferon gamma; TGF-
B1: transforming growth factor beta-1, TNF-o: tumor necrosis factor alpha; Std: standard; CI: confidence

intervals.

Table 5. Impact of CD34"cells/kg on death (overall survival).

Variable Coefficient Std. Error | p-value | Odds Ratio 95% ClI

Age -0.03064 0.1227 0.8028 0.9698 0.7625 to 1.2335
B2-microglobulin 0.8652 0.4566 0.0581 2.3755 0.9707 to 5.8165
Albumin -0.2587 1.5642 0.8687 0.7721 0.0360 to 16.5641
IFN-y 0.0003150 0.002073 0.8792 1.0003 0.9963 to 1.0044
TGF-1 -0.0009105 0.003485 0.7939 0.9991 0.9923 to 1.0059
TNF-a -0.001389 0.004850 0.7747 0.9986 0.9892 to 1.0082
CD34"cells/kg -2.6816 1.3364 0.0448 0.0685 0.0050 to 0.9395

Multivariate logistic regression analysis. CD34: cluster of differentiation 34; IFN-y: interferon gamma; TGF-
B1: transforming growth factor beta-1, TNF-o: tumor necrosis factor alpha; Std: standard; CI: confidence

intervals.
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DISCUSSION

The pathogenesis of multiple myeloma involves the knowledge of
complex conditions such as chromosomal alterations, genomic instability, epigenetic
signals and biological events in the bone marrow microenvironment. In the marrow niche
there is a bidirectional interaction between stromal cells and neoplastic cells through
adhesion molecules, secretion of cytokines, chemokines and other soluble factors resulting
in myeloma growth, progression and dissemination, as well as osteoclastogenesis and/or
angiogenesis.’*'* Therefore, it is pertinent to search for inflammatory mediators as
biomarkers that may help the diagnosis and prognosis of disease.'**

In our study, among the cytokines studied in leukapheresis product, the
major and most attractive finding was related to IFN-y level that showed a significant
correlation with post-transplant response assessment. So, IFN-y level may be predictive of
loss of response, allowing early post-transplantation management such as consolidation
and maintenance, although it was not related to overall or progression-free survival. In
1994, Palumbo et al reported a case showing the reduction of the M component after 6
months of use recombinant IFN-y in a patient with MM and maintenance of the M
component for 16 months of follow-up, besides bone resorption’s inhibition. So, this study
suggested a strong anti-myeloma and anti-osteolytic effect of IFN-y in vivo.®> Significant
result between CR x VGPR and IFN-y in our study is probably explained, because in the
complete response achievement the M-component is not measurable, while in very good
partial response (VGPR) M-paraprotein is detectable in immunoelectrophoresis/
immunofixation (IF). Only 5/27 patients (18.5%) presented partial response (PR) before or
after HSCT and 3 of these patients expressed IFN-y above the median and only 2 were
“low IFN-y expressors”. The result should not have been significant between VGPR x PR
(partial response) and IFN-y because free light chain (FLC) monoclonal component was
not evaluated only the intact immunoglobulins (serum or urinary protein electrophoresis
(SPE or UPE/ IF) and both low IFN-y expressors in PR group (2/5) had subtype of multiple
myeloma with associated kappa monoclonal component. In MM, Thl, Thl7 and Th22
cells are involved in the pathophysiology of autoimmunity and tumorigenesis with 1FN-y

production’*?

and despite the antitumor activity of IFN-y, cancer cells have several
mechanisms of escape from the anticancer signaling of this cytokine.”® Tumors can escape

from immunovigilance by expressing molecules that inhibit antitumor immune response,
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such as overexpressed PD-L1 (programmed cell death ligand-1) driven by IFN-y in MM.?’
T cells from MM patients have a higher proportion of PD-1 (programmed cell death
protein-1) and produce IFN-y, stimulating the PD-L1 of myeloma cells with dysregulation
of T cell effector function and tumor escape. In advanced MM disease (refractory/relapse),
the level of PD-1 expression is higher and is related to poor treatment response.'® Use of
PD-L1 inhibitor (anti-PD-L1) in MM as a single agent is still limited, but therapeutic
combinations with novel agents have been studied as possible effective strategies,?’ such as
the study by Gorgiin et al (2015) that provided the framework for targeting PD-1 and PD-
L1 in combination with lenalidomide to inhibit tumor growth and restore immune function
in MM.? So, strategies aiming to modulate immunological targets in hematologic
malignancies seem to be promising in MM treatment®® and the results found in our study
suggests the early use of new drugs that involve IFN-y in its mechanism of action in post-
transplant, before the loss of response depth to treatment.

Another interleukin studied was TNF-a, an inflammatory cytokine with
a broad spectrum of biological activity, including function of differentiation and
transformation of B lymphocyte into bone marrow microenvironment and also can induce
apoptosis of cells of MM . In this study, the highest level of TNF-o in leukapheresis
product was found in patients with MM > 50 years, as well as in the genotype study of
Martino and colleagues (2012) who demonstrated age (> 60 years) interaction with TNF-o
genotype r1800629 and significant association with progression-free survival. Thus, this
finding corroborates the hypothesis that genetic variation in inflammatory cytokines may
be a mediator of the interrelation between aging and cancer.*® The highest level of TNF-a
has also been observed in patients with very high p2-microglobulin versus normal p2-
microglobulin. In agreement with other authors, as well as f2-microglobulin, TNF-a is a
cytokine of great significance as a tumor burden parameter and can be used for monitoring
response to treatment.’® Studies of Lemancewicz et al. (2013) and Hengelveld et al. (2015)
evaluating TNF-o domains such as BAFF (B-cell activating factor) and APRIL
(proliferation-inducing ligand) showed an inverse correlation of serum levels with
progression-free and global survival and some type of response to treatment, but
Abdelgaward et al. (2016) demonstrated that patients had improved overall survival with
high levels of BAFF.?%%3 Although TNF-a acts directly on the medullary
microenvironment and the analysis of this cytokine in the bone marrow has been related to

33,34

prognosis and response to MM treatment, in our study, the TNF-a level did not
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correlate with post-transplant response depth with post-transplant outcomes (relapse or
death). These results may be justified by heterogeneous pre-transplant treatment received
and by the fact that TNF-o. domains have not been evaluated.?* 3%

TGF-B1 was also evaluated, considering that impairs hematopoiesis by
acting on the hematopoietic progenitors and mesenchymal cells of the stroma, increases the
activity of osteolytic lesions and the survival of osteoclasts.® In this study, the impact of
TGF-B1 on hematopoietic progenitors was confirmed, with a very significant inverse
correlation between CD34"cells/Kg. TGF-B1 is present in bone marrow microenvironment
and downregulates chemokine stromal cell-derived factor-1, chemokine responsible for
adhesion and mobility (migration) of stem cells (CD34" cells) then decreased TGF-B1
results in a better mobilization of hematopoietic stem cells to peripheral blood.* In the
same way, increased TGF-f1 is a crucial component for the development of
myelofibrosis.*” Several studies have demonstrated a higher level of TGF-B1 in patients
with MM than in healthy volunteers and decreased levels with disease duration and
treatment.*®% In our study, there was no correlation of TGF-B1 and treatment, even though
most patients (18/27) received more than 4 cycles of induction probably explained by the
heterogeneity of pre-HSCT therapy. As well as TNF-a, TGF-B1 levels in leukapheresis
product had no correlation with the post-transplant clinical outcome (response assessment,
overall or progression-free survival).

In multivariate logistic regression, including age, p2-microglobulin,
IFN-y, TGF-B1 and CD34"cells/kg, only B2-microglobulin and CD34"cells/kg were
significant for relapse, so the cytokines evaluated did not affect progression free survival
(PFS). Another multivariate analysis, including the same variables above, showed that
CD34"cells/kg were an independent risk factor for death (overall survival — OS). These
results indicated that the worst mobilization (lower CD34cells/kg) is associated with more
aggressive disease biology and consequently worsen survival outcomes, confirming
previous studies.***

Some limitations should be considered in our study. This is a
retrospective cross-sectional study in a developing country and patients were referred to
bone marrow unit from different oncohaematological centers. Socio-economic
unavailability in our country implies limiting the performance of sensitive diagnostic
assays and cytogenetic response evaluation. Therefore, patients were not stratified

according to the R-ISS that contemplates cytogenetic analysis and accurate response
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assessment — stringent complete response that adopts free light chain and minimal residual
disease by flow cytometry. Heterogeneity of current therapies during myeloma induction
and unavailability of novel agents, such as bortezomib, may have caused an impact on the
clinical outcome after transplantation and non-significant correlation with analyzed
cytokines. The most important result of this study, correlating IFN-y level with post-
transplant response assessment was performed in all 27 patients, but a small number of
patients were categorized into each response evaluation: loss, maintenance or

improvement. Consequently, larger studies must be performed to confirm this result.

CONCLUSION
Correlation of IFN-y in leukapheresis’ product with the loss of post-
transplant depth of response suggests that IFN-y may be a relevant biomarker allowing

early management after transplantation with target therapy.
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6 CONCLUSAO

Dentre as interleucinas avaliadas em nosso estudo, TNF-a,
TGF-B1 e IFN-y, o IFN-y teve a maior variabilidade nos niveis no produto de
leucoaférese. Houve uma correlagdo inversa muito significativa entre a
mobilizagdo de células-tronco e TGF-B . Niveis de TNF-a foram relacionados a
idade e P2-microglobulina, sendo significativamente maiores em pacientes > 50
anos versus pacientes < 50 anos e em pacientes B2-microglobulina com muito
elevada (>5,5 ng/mL) versus pacientes com 32-microglobulina normal. Nao houve
correlacdo significativa de nenhuma citocina avaliada com as sobrevidas livre de
progressédo (recaida) ou global (6bito). Um importante resultado do nosso estudo
foi a correlagcdo do aumento dos niveis de IFN-y no produto de aférese com a
perda de resposta pos-transplante, sugerindo-se que esta citocina possa ser um
importante biomarcador com possibilidade de intensificacdo terapéutica alvo
especifica, precocemente. No entanto, recomenda-se que estudos maiores sejam
realizados para confirmacdo desse resultado, j& que a dificuldade sécio-
econdbmica no nosso pais, implica na limitagdo da realizacdo de exames
diagnésticos que permitam a avaliagdo de resposta terapéutica mais profunda,
bem como o acesso aos novos agentes de tratamento para a maioria dos

pacientes.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Coleta de Células-Tronco

QT\K' !".‘ }’

HOBSITAL UNIVERSITARIO WEGIONAL
DO NOWTE 0O PARANA

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA COLETA DE CTHP

Eu, , fui encaminhado

(a) a Unidade de Transplante de Medula Ossea para orientagdes sobre este procedimento

pelo Dr (a)

As células-tronco hematopoiéticas (CD34+) sdo as células responsaveis pela produgdo de
todo o sangue no organismo humano e estio presentes em maior numeros na medula Ossea.
Para que possamos coletar estas células a partir do sangue periférico (que corre nos vasos
sanguineos), é necessaria a realizagdo da mobilizagdo dessas células através do uso de
fatores de crescimento (GCSF — Filgrastima subcutanea) isoladamente ou associado a uma
curta quimioterapia. Os fatores de crescimento podem causar dor Ossea, hiperleucocitose
(raramente com complicag¢des) e raramente reagdo alérgica, prontamente revertidos com
medicagdo. Através da monitoriza¢do por hemograma, define-se o momento ideal para a
coleta,

A triagem clinica do doador/paciente é sigilosa; entretanto, informa¢des médicas
sobre a minha saide precisardo ser compartilhadas com o servigo onde sera realizado
o transplante, uma vez que essas informacgdes sio importantes para a realiza¢iao do
mesmo. A realizagio de exames sorolégicos faz parte da triagem laboratorial,
conforme legislacio vigente (hepatite B e C, Chagas, sifilis, HIV e HTLV I e II). Se
houver alguma anormalidade nos exames sorolégicos, seria feita convocag¢io para
consulta médica para orientagio e confirmag¢io do resultado. Resultado positivo de um
exame sorolégico, nao significa que vocé esteja doente, mas pode adiar ou contra-

indicar a coleta de células-tronco.

A coleta de células-tronco periféricas € realizada via ambulatorial, através de um
equipamento de separagido dos componentes do sangue, chamada maquina de aférese. Esse
equipamento é capaz de selecionar apenas as células brancas (onde se encontram as células-
tronco) do sangue, devolvendo todo restante do sangue ao paciente. A duragdo do
procedimento € de aproximadamente 4 horas. O nimero de procedimentos (aféreses — no
maximo trés) sera determinado até que nimero de células/CD34 seja atingido. Raramente
ocorrem complica¢des relacionadas ao procedimento de aférese: hipocalcemia transitéria

pelo uso de ACD-A (anticoagulante) com tremores, formigamento de extremidades e
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e eriférico;
raramente caibras; hematoma de pungdo, quando se ufiliza acesso venoso P »

nauseas e vomitos. Todos estes sintomas e complicagdes sdo revertidos prontamente.

O procedimento de aférese ¢ realizado por pungdo de duas (2) veias periféricas

; o i i jria a
calibrosas, quando disponiveis, €; caso ndo haja acesso venoso adequado, sera necessa

implantagcdo de um cateter antes do procedimento. A passagem do cateter ¢é realizada por

profissional habilitado e experiente; raramente esta acompanhada de algumas complicagdes

como acidentes de pungdo, trombose e infecgdo, revertidas prontamentie em ambiente

hospitalar.

As células-tronco periféricas sdo congeladas e armazenadas para uso autdlogo
exclusivo e sua viabilidade ¢ assegurada por dois anos. Apos este periodo, a viabilidade
celular devera ser avaliada para definir a utilizagdo ou ndo das células. As células poderdo

ser descartadas, se forem consideradas impréprias para uso.

Estou ciente e concordo que todos os dados gerados referentes a triagem clinica,
aos exames laboratoriais, ao procedimento de mobilizacio, ao procedimento de coleta,
incluindo os dados de intercorréncias clinicas e técnicas. Entendo que os dados do
controle de qualidade dos hemocomponentes sdo registrados e conservados em banco

de dados; apés anilise, esses dados podem ser objeto de divulgagio com interesse

cientifico.

Eu, , autorizo a coleta e

o congelamento das minhas células-tronco hematopoeiéticas para transplante autdlogo.

PACIENTE LOCAL/DATA

MEDICO/CRM TESTEMUNHA
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ANEXO B
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Transplante Autélogo de
Células-Tronco Hematopoiéticas
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80 NOTE DU

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
TRANSPLANTE AUTOLOGO DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS
PERIFERICAS

O transplante autologo, autogénico ou autotransplante (para si proprio) de células-tronco

periféricas € um recurso terapéutico que consiste na administragdo de quimioterapia em altas

doses. Muito utilizado em vérias doencas, entre elas: linfoma de Hodgkin e linfoma nao-

Hodgkin quimiossensiveis, tumores sélidos quimiossensiveis (tumor de células germinativas €
pacientes com linfoma e tumores

neuroblastoma) e mieloma multiplo. A chance de cura para 0s
sélidos submetidos ao transplante € variavel, a depender do tipo da doenca de base, da resposta

ao tratamento quimioterapico anterior e das condigdes clinicas do doente. Nos pacientes com
mieloma multiplo, tanto a quimioterapia quanto 0 transplante n3o sao curativos, porém O
transplante oferece uma vantagem em relagdo & sobrevida e qualidade de vida. A principal
causa de insucesso do transplante autélogo € a recaida da doenga de base. A taxa de mortalidade
relacionada ao transplante (TRM) é descrita na literatura como até 5%, podendo ser maior
conforme comorbidades dos pacientes.

A quimioterapia em alta dose € especifica para cada tipo de doenga € tem como objetivo
reduzir/eliminar as células malignas residuais e criar espago na medula ssea. A quimioterapia €
todas medicagdes serdo administradas através de um cateter de duplo limen, ou seja, com duas
vias, 0 qual serd passado por um cirurgido habilitado, proporcionando um adequado acesso
vascular. A implantagio do cateter envolve riscos, tais como: hematoma, hemotorax,
pneumotoérax e embolia; ¢ outros riscos como flebite, infecgdo, obstrugdo e trombose. O risco
de vida associado & passagem de cateter € minimo, porém existente.

A manipulagio do cateter é de uso exclusivo da enfermagem. O paciente deve informar a
equipe de enfermagem suas queixas, assim como ingesta hidrica e da dieta, o volume de
diurese, namero de evacuagdes e consisténcia das mesmas para balango hidrico.

Os remédios (quimioterdpicos) utilizados no transplante de células-tronco periféricas,

fazem parte do periodo anterior 4 infusdo da medula 6ssea que chamamos de condicionamento.

Os remédios do condicionamento podem causar diversos riscos ao paciente, € esses riscos
variam de paciente para paciente e sdo maiores para Os pacientes que receberam muita
quimioterapia antes do transplante. Cada paciente reage ao tratamento de forma diferente. Os
efeitos colaterais mais comuns s@o: - Perda do cabelo (100% dos pacientes) e pélos do corpo. O

cabelo demora para crescer novamente, pode nascer com cor e textura diferente do que tinha
antes e podem crescer ralo e fino;
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- Nausea e vOmito;
- Feridas na boca e diarréia;
Sangramentos geralmente em pele e mucosas, mas podem ocorrer em locais

perigosos como coragdo, bexiga, pulmdes, cérebro, sendo necessarias
transfusdes de sangue e plaquetas
Diminuicio da imunidade (defesa), com aparecimento de infecgles
(manifestado por febre) que séo tratadas com antibiéticos € anti-fungicos
Esterilidade: ndo poder ter filhos ou transmitir algum defeito genético
Problemas em diversos Orgdos como coragdo, rins, cérebro, figado e
pulmdes;
Pele: escurecimento é comum, assim como reagdes alérgicas;
- Recaida da doenga pode acontecer, mesmo com O transplante;
Efeitos a longo prazo: problemas da glandula da tiredide, catarata e
raramente aparecimento de um novo tumor.
O dia seguinte, ap6s receber toda quimioterapia, € o dia de descanso para que todos 0s
remédios sejam eliminados pelo organismo e nao prejudiquem a nova medula (células-tronco).
No dia da infusio das células-tronco periféricas, ou seja, no dia do transplante

propriamente dito, as células-tronco periféricas colhidas por aférese e armazenadas s@o
descongeladas na beira do leito e infundidas através do cateter do paciente, como uma
transfusdo sanguinea. A duragdo do procedimento € de aproximadamente 1 h, a depender do
nimero de bolsas e efeitos colaterais apresentados durante a infusdo. Os efeitos adversos da
infusdo sdo decorrentes do agente crioprotetor, chamado dimetilsulfoxido (DMSO), utilizado
para congelamento das células. Os efeitos mais comuns provocados pelo DMSO, durante a
infusdo sao a liberagdo de odor caracteristico, ndusea/vomito, reagdo alérgica, dor abdominal,
sangue na urina, e efeitos raros como tosse, falta de ar, dor no peito, alteragdo cardiaca, choque

anafiltico, e; rarissimo a morte.
Ap6s o recebimento da medula dssea (células-tronco periféricas), o paciente passara por

um perfodo chamado periodo de aplasia, fase esta em que a sua medula ainda ndo vai estar
produzindo os elementos do sangue: glébulos vermelhos (necessidade de transfusdo de
sangue), plaquetas (necessidade de transfusdo de plaquetas) e globulos brancos (grande risco
de infecgdes/febre). Este periodo € quando o paciente se apresenta mais sintomatico (fase mais
dificil/grave).

A medula 6ssea é estimulada pés-transplante com o uso da Filgrastima subcutdnea ou

endovenosa/dirio, porém a “pega” da medula 6ssea (funcionamento da medula) ocorre
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proximo ao 14°. dia. Apds a “pega”, 08 medicamentos serdo retirados gradativamente até a
possibilidade de alta hospitalar, conforme critério médico.

O transplante autélogo € realizado no setor de Internamento da Unidade de Transplante de
Medula Ossea (TMO), com tempo médio de intemnagéo de 30 dias. Esse periodo varia de
pessoa para pessoa, conforme intercorréncias de cada paciente. Durante 2 internagdo, sdo
realizados exames periodicos (sangue, raio x e outros), conforme a necessidade.

Durante a internagio, o paciente ficara sob os cuidados da equipe multiprofissional da
Unidade de TMO, exceto se 0 mesmo apresentar intercorréncias graves com necessidade de
cuidados intensivos, quando o paciente serd transferido para Unidade de Terapia Intensiva do
Hospital Universitario, ficando sob os cuidados da equipe da mesma. A equipe médica da

Unidade de TMO permanece de plantao de sobreaviso, no periodo noturno (19:00-7:00) e nos
finais de semana e feriados (24hs), periodos estes, em que O paciente é atendido na
urgéncia/emergéncia pelo médico plantonista do Pronto Socorro do Hospital Universitario e
discutido caso com plantonista a distancia da Unidade de TMO.

Apos a alta da internagdo, o paciente retornara para avaliagdo no ambulatério pos-TMO
ou no hospital-dia, conforme indicago médica.

0 acompanhamento no ambulatério de TMO (pos-transplante) sera agendado pela equipe
de TMO, diminuindo a frequéncia com o passar do tempo, com encaminhamento e seguimento
pelo médico de origem a partir de 3 a 6 meses p6s-TMO ou, antes; se recaida. Os pacientes
com linfoma ou tumores solidos com recaida pds-TMO autdlogo, deverdo receber alta
definitiva da Unidade de TMO/HU para seguir conduta com médico de origem. Os pacientes
com mieloma multiplo com recaida pds-TMO, serdo tratados por seu médico de origem, mas
poderdo ser submetidos & 2°. TMO autélogo se houver indicagio. Os pacientes em remiss&o

pds-TMO autélogo fardo retorno anual a Unidade de TMO até 60 meses pos-transplante.

Assinando esse termo de consentimento, eu, , declaro

que recebi as informagdes sobre o transplante autologo de células-tronco periféricas, seus

riscos e beneficios e esclareci todas as minhas davidas sobre o procedimento.

PACIENTE MEDICO/CRM

TESTEMUNHA TESTEMUNHA

Londrina,

e

HOSPITAL UNIVEREITARIO RESIONAL
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ANEXO C
Aprovacéo do Projeto Comissdo de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

(CEP) /Plataforma Brasil
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

rocesso de mobilizagdo e coleta de células-

Titulo da Pesquisa: Estudo dos mediadores envolvidos no p 4
plante autélogo em pacientes

tronco com G-CSF e seu impacto na evolugé@o pds-trans
portadores de mieloma multiplo

Pesquisador: CAROLINA PANIS
Area Tematica:
Versao: 2

CAAE: 50070515.0.0000.0107
Instituigio Proponente: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.389.996

Apresentagao do Projeto:
A populagio deste estudo sera composta por pacientes seréo portadores de mieloma muttiplo submetidos

ao procedimento padrdo de transplante de células-tronco hematopoiéticas autélogo na Unidade de
Transplante de Medula, do Hospital Universitario de Londrina — Universidade Estadual de Londrina, Londrina
-Parana, atendidos a partir de novembro de 2015. Espera-se avaliar um total de 60 individuos. Os
voluntarios serdo avaliados pré-TMO. As amostras de sangue periférico e criopreservadas do produto de
leucoaférese de células-tronco periféricas e aos 3 meses pos-TMO amostras de medula 6ssea
(mielograma). Os pacientes serdo categorizados de acordo com o prognostico clinico em 2
grupos:portadores de mieloma muitiplo com melhor prognéstico (n=30) e portadores de mieloma multiplo
com pior progndstico (n=-30). Seréo inclusos no presente estudo pacientes portadores de mieloma multiplo,
ambos os sexos, qualquer idade, elegiveis para transplante autélogo de medula éssea, submetidos a
leucoaférese de grande volume, através da mobilizagdo das células-tronco hematopoiéticas com G-CSF
exclusivamente; referenciados para Unidade de Transplante de Medula Ossea do Hospital Universitario de
Londrina/Universidade Estadual de Londrina. As amostras coletadas serdo congeladas até o momento das
andlises. Serao analisados dados de prontuario, exames bioquimicos e exames de imagem. Com o material

Enderego: UNIVERSITARIA

Bairro: UNIVERSITARIO CEP: 85819110

UF: PR Municipio: CASCAVEL

Telefone: (45)3220-3272 E-mail: cep.prppg@unioeste.br
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coletado, serio realizadas dosagens de citocinas por kits de ELISA, andlises de biologia molecular (PCR,
para estratificag@o de risco.

gendmica e protedmica), perfil de estresse oxidativo e andlises citogenéticas

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo primario deste projeto é caracterizar os mecanismos moleculares envolvidos durante o processo
de mobilizagéo e coleta de células-tronco com G-CSF em pacientes portadores de mieloma multiplo, e sua

relagdo com o prognéstico da doenga.

Os objetivos secundarios: 1. Caracterizar o perfil oxidativo dos pacientes com mieloma multiplo submetidos
a estimulagdo com G-SCF; 2. Definir o perfil molecular destes pacientes através de ferramentas de
gendmica e protedmica; 3. Correlacionar os pardmetros de estresse oxidativo e seu impacto como fator
preditivo na mobilizagdo e coleta de células-tronco hematopoiéticas e influéncia na evolugéo pdés-TMO; 4.
Avaliar o valor prognéstico de genes e proteinas envolvidos neste processo, visando identificar potenciais

alvos moleculares preditores de sobrevida e resposta ao tratamento.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Os beneficios assim como os riscos estao claramente descritos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de relevancia para a area de Ciéncias da Salude.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacgédo obrigatdria:
Todos os termos de apresentagdo obrigatoria estdo anexados e devidamente preenchidos.

Recomendagoes:
Sem recomendagdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Projeto considerado adequado do ponto de vista ético envolvendo seres humanos em conformidade com as

exigéncias deste Comité,

Consideragdes Finais a critério do CEP:
As solicitagdes feitas foram atendidas pela pesquisadora.
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