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RESUMO 
 
 

Uma complexa rede de citocinas no microambiente medular tem sido implicada 
como importante fator na patogênese do mieloma múltiplo (MM). Várias citocinas em 
sangue periférico e/ou medula óssea em pacientes com MM têm sido estudadas, 
porém não há dados na literatura correlacionando citocinas em produto de 
leucoaférese (células-tronco hematopoiéticas periféricas) como biomarcador 
prognóstico associado à profundidade de resposta pós-transplante, recaída e 
mortalidade. Os objetivos desse trabalho foram avaliar os níveis de fator de necrose 

tumoral-alfa (TNF-), fator de crescimento transformador-beta1 (TGF-1) e 

interferon-gama (IFN-) por ELISA no produto de leucoaférese de pacientes com MM 
elegíveis para transplante autólogo e avaliar a existência de associação dessas 
citocinas com número de células CD34+/kg mobilizadas e fatores de estratificação de 
risco, além do impacto na avaliação de resposta ao tratamento (pós-transplante) e 
sobrevida. Realizado um estudo transversal retrospectivo, na Unidade de 
Transplante de Medula Óssea do Hospital Universitário de Londrina, no período de 
setembro/2010 a setembro/2014, com análise dos prontuários e quantificação de 

citocinas de 27 pacientes. O IFN- teve a maior variabilidade nos níveis com 713 

pg/mL [443,5-1213,5], enquanto os níveis de TGF-1 e TNF- foram 
respectivamente, 1238,55 pg/mL ± 288,84 e 410,5 pg/mL [353-508]. Níveis de TNF-

 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 

2-microglobulina muito elevada (>5,5 ng/mL) versus pacientes com 2-
microglobulina normal (p=0,05). Não houve associação de recaída ou óbito com os 
níveis das citocinas. Houve uma correlação inversa muito significativa entre a 

mobilização de células-tronco e TGF-1 (r=-0,488, p=0,009). Aos três meses pós-

transplante, os níveis de IFN- 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 três meses pós-transplante (CR ou VGPR), 

apresentavam nível mediano de IFN- 1133 pg/mL e 635 pg/mL, respectivamente, 

sendo considerados “alto-expressores” de IFN- e aqueles com melhora da 

avaliação de resposta (VGPR para CR) apresentaram nível mediano de IFN- 388 
pg/mL, portanto “baixo-expressores”. Portanto, uma relevante correlação entre os 

níveis de IFN- com a perda de profundidade de resposta pós-transplante, sugere 

que o IFN- possa ser um importante biomarcador na avaliação de resposta ao 
tratamento, possibilitando o manejo precoce pós-transplante com terapia alvo-
específica. 
 
Palavras-chave: Mieloma múltiplo. Fatores de risco. Prognóstico. Citocinas. 
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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-), transforming-beta1 growth factor 

(TGF-1) and interferon-gamma (IFN-γ) 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-γ was the one with 

greater variability at median levels 713 pg/mL [443.5-1213.5], while TGF-1 and 

TNF- levels were respectively 1238.55 pg/mL ± 288.84 and 410.5 pg/mL [353-508]. 

TNF- 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 
β2-microglobulin (> 5.5 ng/mL) compared to patients with normal β2-microglobulin 

(p=0.05). There was no association of relapse or death with TNF-, TGF-β 1 or IFN-γ 
levels. There was a very significant inverse correlation between mobilization of stem 

cells and TGF- (r = -0.488, p = 0.009). IFN-γ 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- γ 1133 pg/mL and 635 pg/mL, being considered "high-
expressors" of IFN-γ and those with improved response assessment (VGPR to CR) 
had a median IFN-γ level of 388 pg/mL, hence "low-expressors”. Therefore, a 

relevant correlation between IFN- levels and loss of post-transplant response depth 

suggests that IFN- 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 INTRODUÇÃO  

 

O mieloma múltiplo (MM) é uma neoplasia hematológica maligna 

amplamente estudada, pois ainda se trata de uma doença incurável. A 

heterogeneidade do MM reflete não só nas curvas de sobrevida que variam de 

poucos meses a mais de 10 anos, mas também no entendimento da sua 

patogênese (1). Nas últimas décadas, vários estudos têm sido realizados para 

elucidação da biologia do MM, uniformização dos critérios diagnósticos e de 

profundidade de resposta ao tratamento, além da identificação de biomarcadores 

e fatores prognósticos. Desta forma, houve um impacto substancial no tratamento 

do MM com melhora do tempo e qualidade de resposta às estratégias 

terapêuticas atuais (2). O tratamento do MM para os pacientes elegíveis para 

transplante consiste em quimioterapia indutória, seguida de mobilização, coleta de 

células-tronco por aférese (se doença estável ou responsiva), quimioterapia de 

alta dose com o transplante autólogo de células-tronco hematopoiéticas (TACTH) 

e, finalmente; consolidação e/ou manutenção pós-transplante, de acordo com 

resposta terapêutica obtida. 

Algumas ferramentas e alguns biomarcadores são utilizados para 

determinar a estratificação de risco dos pacientes com MM. Entre eles, o 

algoritmo do International Staging System (ISS) baseado nos parâmetros de 2-

microglobulina e níveis de albumina e o Revised International Staging System (R-

ISS) que recomenda a combinação do ISS com os níveis de desidrogenase lática 

sérica (DHL) e a hibridização in situ fluorescente na interfase (iFISH) (3-5). Os 

altos níveis de 2-microglobulina refletem a presença de grande massa tumoral e 

alteração na função renal, os baixos níveis de albumina são resultantes da 

secreção de citocinas inflamatórias no microambiente medular e o aumento de 

DHL denota a agressividade da doença, sugerindo alto índice de proliferação e/ou 

presença de massa tumoral (extra-óssea e extramedular) (4-7). A análise iFISH 

detecta a presença de anormalidades cromossômicas que também são elementos 

que definem a característica biológica no MM, caracterizando o paciente em baixo 

(standard) ou alto risco (8-11).   

O microambiente medular tem sido um dos focos de interesse na 

compreensão da patogênese do mieloma múltiplo: evolução clonal maligna, 

progressão e sobrevida da doença, assim como a falha ao tratamento.  O nicho 
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da medula óssea é um modulador primário, com propriedade de permitir 

infiltração, crescimento, proliferação, adesão e migração celular, mediadas por 

fatores inflamatórios (citocinas, quimocinas, adipocinas e fatores de crescimento) 

e vias de sinalização endócrinas. Por isso, a complexa interação existente no 

microambiente medular tem grande importância no crescimento de células 

malignas (plasmocitárias), citotoxicidade das células saudáveis, bem como a 

resistência às drogas empregadas no tratamento do mieloma (2, 12-16). 

Vários estudos têm sido descritos envolvendo citocinas, tanto em 

sangue periférico quanto em medula óssea de pacientes com MM. Dentre as 

citocinas estudadas, o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-), fator de crescimento 

transformador-beta1 (TGF-1) e interferon-gama (IFN-) são citocinas com grande 

relevância nos tumores e estão estreitamente envolvidas na interação entre as 

células plasmocitárias e as células do microambiente medular, além de 

relacionadas a características clínico-patológicas e curvas de sobrevida do MM 

(15-18).  

Portanto, o nosso estudo teve como finalidade caracterizar o perfil 

das citocinas de TNF-, TGF-1 e IFN- no produto de leucoaférese (células-

tronco periféricas) de pacientes com MM elegíveis para transplante. Essa 

caracterização permite identificar as citocinas como possíveis fatores 

prognósticos e avaliar o impacto clínico pós-TACTH das mesmas, não só nas 

curvas de sobrevida, mas também na profundidade de resposta ao tratamento, 

possibilitando intervenção terapêutica precoce como a consolidação e/ou 

manutenção. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

MIELOMA MÚLTIPLO 

 

2.1 DEFINIÇÃO E EPIDEMIOLOGIA 

 

O MM é um câncer caracterizado pela proliferação clonal maligna 

das células plasmocitárias no microambiente da medula óssea (MO), com a 

presença de proteína monoclonal no sangue ou urina e associação com disfunção 

orgânica (1). Acomete 1% de todos os cânceres e aproximadamente 10% das 

neoplasias hematológicas. Esta doença afeta discretamente mais o sexo 

masculino em relação ao feminino, é duas vezes mais frequente na população 

afro-americana e a idade mediana ao diagnóstico é de aproximadamente 65 anos 

(19,20). Na população brasileira, em estudo de Hungria e colaboradores (21), 

observou-se uma prevalência discretamente maior em homens (50,3%) do que 

nas mulheres (49,7%), acometimento mais comum nos caucasianos e idade 

mediana ao diagnóstico de 60,5 anos. 

 

2.2 FATORES QUE AFETAM A BIOLOGIA  

  

 A patogênese e progressão do MM são alvo de ampla 

investigação, já que é considerado uma doença clonal evolutiva que progride de 

uma gamopatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS: monoclonal 

gammopathy of undetermined significance), para uma fase intermediária do MM 

(sMM: smoldering myeloma) e finalmente para o MM sintomático (lesão de órgão 

alvo) (19). Sugere-se que ocorra um evento inicial no centro germinativo num 

estágio precoce das células B, facilitado por um processo de hipermutação 

somática, e mais tardiamente um outro evento oncogênico nas células 

plasmocitárias, caracterizando um clone (founder clone). Durante a evolução de 

MGUS para sMM e; finalmente para MM, ocorrem novas mutações (mutações de 

novo) e formação de subclones (S1/S2) determinando a heterogeneidade clínica e 

biológica da doença (Figura 1) (13,14,22).  
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Figura 1 – Evolução clonal na patogênese do mieloma múltiplo  

GC: Centro Germinativo; PC: Células Plasmocitárias; MGUS: Gamopatia Monoclonal de 

Significado Indeterminado; SMM: Smoldering Myeloma; MM: Mieloma Múltiplo; F: Founder 

clone; S: Subclones; IgH: Imunoglobulina de Cadeia Pesada 

Fonte: Bianchi and Munshi. Blood (2015) 

 

 Embora nas três etapas evolutivas do MM, os pacientes 

tenham as mesmas mutações iniciais e a maioria das anormalidades 

cromossômicas do MM sintomático, isso não é suficiente para a progressão da 

doença (13). As mutações somáticas que ocorrem no MM podem ser 

caracterizadas como hiperdiplóides (HD) pela presença de trissomias dos 

cromossomos (3,5,7,9,11,15,19 e 21) ou não-hiperdiplóides (NHD) incluindo as 

translocações t(4;14), t(11;14), t(14;16) e t(14;20), que envolvem a translocação 

precoce com genes da cadeia pesada de Ig (13, 23-27). As células plasmocitárias 

saudáveis da medula óssea apresentam como imunofenotipagem CD38+, 

CD138+, CD19+, CD45+ e CD56–, já os plasmócitos mielomatosos são CD38+, 

CD138+, porém  são CD19– (90%), CD45– (99%) e CD56+ (70%) (28,29). 

  Outras condições mais complexas ocorrem no microambiente 

medular como eventos epigenéticos (hipometilação/ hipermetilação de genes 

alvo) e eventos biolológicos como mutação/ativação/supressão de oncogenes que  

propiciam a ativação de vias de sinalização; e, consequentemente, a expansão de 

clones malignos (progressão ciclo celular e/ou bloqueio da apoptose), 

neoangiogênese e osteoclastogênese (13). As vias de sinalização mais descritas 

no MM são 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 patogênese do MM e dificuldade no seu 

entendimento  não envolve apenas os fatores  genéticos, epigenéticos e 

biológicos das células mielomatosas.  O microambiente medular é um nicho 

dinâmico de interação bidirecional entre as células plasmocitárias e outras células 

como osteoblastos, osteoclastos, células endoteliais, células estromais, 

fibroblastos, adipócitos, osteoclastos, macrófagos, células dendríticas e linfócitos 

(Figura 2) (14,15). Essa interação entre as células neoplásicas e as demais 

células do microambiente promove a liberação de quimiocinas, citocinas e outros 

fatores solúveis que produzem uma situação inflamatória/imunossupressora 

causando progressão de doença, resistência a drogas, neo-angiogênese, 

destruição óssea e disfunção imunológica (13, 14, 22,23). 

 

   

Figura 2 – Microambiente medular na patogênese do mieloma múltiplo 

Fonte: Bianchi and Munshi. Blood (2015) 

 

 Considerando o impacto de diferentes citocinas e fatores de 

crescimento (mediadores inflamatórios) envolvidos na patogênese do mieloma é 

pertinente a busca de um biomarcadores que possam auxiliar o diagnóstico e 

prognóstico da doença (12,16). As numerosas citocinas secretadas pelas células 
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estromais da medula óssea e células mielomatosas incluem  IL-6,  fator de 

crescimento vascular endotelial (VEGF: vascular endothelial growth factor), fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-: tumor necrosis factor), fator de crescimento 

transformador beta-1 (TGF-1: transforming growth factor beta-1), IL-1, IL-4, IL-8, 

IL-10, IL-15, IL-17, IL-21, IL-22, interferon-gama (IFN-: interferon-gamma), entre 

outros fatores. Essas citocinas promovem a sobrevivência da células 

plasmocitárias malignas através da ativação de vias de sinalização (32).   

 Dentre as citocinas envolvidas na patogênese do MM foram 

avaliadas no nosso estudo:  

 

Fator de necrose tumoral-  (TNF-) 

 

  O TNF- é uma citocina inflamatória com amplo espectro de 

atividade biológica, incluindo a função de diferenciação e transformação do 

linfócito B no microambiente medular através de uma complexa rede de 

comunicação com as células estromais, estímulo a angiogênese, o qual pode 

induzir a da apoptose das células do MM (32). Neste contexto, muitos autores 

correlacionaram o nível de TNF- sérico com parâmetros clínicos do mieloma 

múltiplo com resultados bastante contraditórios. Jurisic e colaboradores 

encontraram aumento significativo no nível sérico de TNF-, entre os diferentes 

estágios de mieloma múltiplo e voluntários sem a doença, porém em outros 

estudos esta diferença não foi demonstrada (32-36). Uma correlação positiva 

entre os níveis séricos elevados de TNF- e número de plasmócitos da medula 

óssea também foi descrita, sugerindo a conexão desta citocina com a estimativa 

de massa tumoral do mieloma múltiplo, assim como o número de lesões 

osteolíticas e DHL elevado (32). Como o TNF- atua diretamente no nicho 

medular, a análise dessa citocina na medula óssea tem sido relacionada ao pior 

prognóstico e  pior resposta ao tratamento do MM, no entanto pouco se conhece 

sobre a evolução pós-transplante do paciente com mieloma múltiplo e análise de 

citocinas no produto de leucoaférese (37,38).   

 

Fator de crescimento transformador-1 (TGF-1) 

 O TGF-1 é uma citocina que regula uma variedade de processos 



 21 

celulares fisiológicos, incluindo a proliferação, diferenciação, migração, sobrevida 

e imunidade. A precisa elucidação da função dessa citocina, requer um melhor 

conhecimento dos mecanismos que envolvem a supressão contra promoção 

tumoral, portanto o TGF-1 pode produzir efeitos intrínsecos dicotômicos. Um 

importante aspecto da sua função é sua interação com proteínas do 

microambiente tumoral (39).  

 Nos pacientes com MM, o TGF-1 prejudica a hematopoiese 

atuando sobre os progenitores hematopoiéticos e células mesenquimais do 

estroma, além de aumentar a atividade das lesões osteolíticas via  estimulação 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 sinalização do TGF-1 pode melhorar o microambiente medular 

e reduzir a progressão tumoral, além da estabilização das lesões líticas. Apesar 

da importância do TGF-1 na oncogênese e na doença óssea do mieloma 

múltiplo, a maioria de seus antagonista não foram seletivos contra a doença, 

sendo potenciais causadores de efeitos adversos (39). O TGF-1 também atua na 

adesão e na migração de células-tronco da medula óssea para a periferia (CD34+) 

numa relação inversa (38). Portanto, a eficácia da mobilização é inversamente 

relacionada ao nível de TGF-1, por isso o aumento do TGF-1 é um componente 

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

 

Interferon- (IFN-) 

 O IFN-, é uma potente citocina, também conhecida como 

interferon imune, que promove tanto imunomodulação como supressão da 

tumorigênese e da infecção. Sob imunovigilância, células T, células natural Killers 

(NK) e macrófagos se deslocam para o sítio tumoral, desencadeando imunidade 

anti-oncogênica através da secreção de várias moléculas citotóxicas, entre elas, 

IFN-  e TNF-.  Apesar da atividade anti-tumoral  induzida pelo IFN-, as células 

cancerígeras possuem diversos mecanismos de escape da sinalização anticâncer 

dessa citocina (42). Tumores podem escapar da imunovigilância através da 

expressão de moléculas que inibem a resposta imune antitumoral, tal como 

ligante-1 da morte celular programada (PD-L1: programmed cell death ligand-1) 
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superexpresso no MM (43). As células T dos pacientes com MM apresentam 

maior proporção de PD-1 e produzem IFN-, estimulando o PD-L1 das células do 

mieloma com desregulação da função efetora das células T e escape tumoral. Na 

doença avançada do MM (refratária/recaída), o nível de expressão de PD-1 é 

mais elevado e está relacionado com pior resposta ao tratamento (14). O 

resultado do uso de inibidor PD-L1 (anti-PD-L1) no MM como agente único ainda 

é limitado e associado à importante toxicidade, porém combinações terapêuticas 

com novos agentes têm sido estudadas como possíveis estratégias (15). Em 

1994, Palumbo relatou um caso de um paciente com MM com redução do 

componente M após 6 meses do uso de IFN- recombinante, manutenção dos 

níveis da paraproteína M por 16 meses de seguimento e inibição da reabsorção 

óssea. Portanto, sugeriu um forte efeito anti-mieloma e anti-osteolítico do IFN- in 

vivo (44). O IFN- é uma citocina direta ou indiretamente envolvida nos 

mecanismos de ação de diferentes tratamentos empregados no MM.  

  

2.3 CRITÉRIOS DIAGNÓSTICOS 

 

O diagnóstico do MM sintomático consiste na identificação de 10% 

ou mais de plasmócitos monoclonais na medula óssea (mielograma e/ou biópsia 

de medula óssea) ou presença de plasmocitoma em biópsia de tecido associado 

ao componente monoclonal sérico ou urinário e lesão em órgão-alvo representada 

por hipercalcemia, insuficiência renal, anemia ou lesão óssea (45).  

No MM, a proliferação clonal de células plasmocitárias resulta na 

secreção monoclonal de imunoglobulinas intactas ou cadeias leves livre (FLC). 

Este componente anormal de imunoglobulina é denominado de proteína 

monoclonal, componente M ou paraproteína. O nível sérico de proteína M 

mensurável é definido como banda sérica de proteína >0,5-1g/dL e excreção de 

componente M na urina >200 mg/24 horas. A eletroforese de proteínas consiste 

no aumento homogêneo e fusiforme de um tipo específico de imunoglobulina, 

geralmente na fração gama, menos frequente na fração beta, com a mesma 

mobilidade eletroforética levando à produção de uma curva com base estreita 

conhecida como pico mononoclonal. Já a imunoeletroforese/imunofixação, 

detecta o isotipo específico 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 detectável no soro e/ou 

urina, no entanto alguns pacientes apresentam apenas FLC na urina, ou seja, a 

imunoglobulina intacta não é mensurável no soro, considerados secretores de 

cadeia leve urinária. Quando a paraproteina M não é detectável no soro e/ou urina 

por eletroforese e/ou imunofixação é recomendada a pesquisa de cadeias leves 

livres de imunoglobulina pelo método de nefelometria. O nível de FLC mensurável 

no sangue é de 100 mg/L e existe uma anormalidade na relação kappa:lambda 

(0,26-1,65 – valor normal). No mieloma secretor, o componente M serve como 

principal marcador tumoral bioquímico para tratamento inicial e na avaliação de 

resposta, norteando o retratamento na progressão da doença. A magnitude do 

componente M (g/L) é um parâmetro de monitorização de resposta na maioria dos 

pacientes, mas não serve para monitorar pacientes com mieloma FLC apenas ou 

mieloma não secretor. O FLC é o marcador tumoral utilizado nos pacientes 

oligosecretores (sem componente M mensurável) e a plasmocitose medular 

(imunohistoquímica) é o único marcador disponível para monitorização nos 

pacientes não secretores (46). 

Os critérios diagnósticos foram revisados pelo International 

Myeloma Working Group (IMWG) e mais três biomarcadores específicos foram 

incluídos: células plasmocitárias clonais na medula óssea > 60%, nível sérico de 

FLC > 100 mg/L e >1 lesão focal na ressonância magnética (pelo menos 5 mm) 

(Tabela 1) (9).   Por isso, quando houver suspeita clínica de MM, a presença de 

proteína M deve ser investigada através da combinação de eletroforese de 

proteínas (EFP), imunoeletroforese de proteínas/imunofixação (IEFP/IF) e nível 

sérico de FLC. Cada novo biomarcador está associado com aproximadamente 

80% de risco de progressão para lesão de órgão-alvo, portanto a atualização nos 

critérios diagnósticos representa uma mudança no paradigma do diagnóstico 

precoce, permitindo a introdução do tratamento antes dos danos aos órgãos-alvo 

(9).   
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  Tabela 1 - Critérios diagnósticos para mieloma múltiplo revisados pelo IMWG  

Plasmócitos monoclonais na medula óssea ≥ 10% e/ou plasmocitoma 

extramedular 

Presença da proteína monoclonal sérica e/ou urinária > 500 mg/24 h 

Evidência de lesão em órgãos-alvo (atribuídas à proliferação plasmocitária) 

Presença de um ou mais dos seguintes fatores: 

 Hipercalcemia: Cálcio sérico > 11 mg/dL ou 0,25 mmol/L > valor referência 

normal                                         

 Insuficiência Renal: Creatinina sérica ≥ 2 mg/dL 

 Anemia: Hemoglobina < 10g/dL ou queda > 2g/dL do valor normal 

 Lesão óssea: Uma ou mais lesão osteolítica no raio-X de esqueleto, 

tomografia computadorizada (TC) ou TC por emissão de pósitron (PET/TC) 

 

Presença de um ou mais dos seguintes biomarcadores: 

 células plasmocitárias clonais na medula óssea > 60% 

 nível sérico de cadeias leves livres de imunoglobulina (FLC: free light 

chain) > 100 mg/L  

  >1 lesão focal na ressonância magnética (pelo menos 5 mm)                                         

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

 

2.4 SISTEMAS DE ESTADIAMENTO E FATORES DE RISCO PARA ESTRATIFICAÇÃO  

 

A variabilidade na evolução clínica no MM depende de vários 

fatores prognósticos capazes de estratificar os pacientes em grupos de risco e 

desta forma instituir a intensidade do tratamento, conforme o grupo e; assim, 

como proporcionar informação individualizada sobre o prognóstico do paciente. 

Por isso, sistemas de estadiamento foram desenvolvidos para avaliação do 

prognóstico baseados nos achados clínicos 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 categorização dos pacientes com MM em estadios I, II e III, 

dependendo do grau de anemia, hipercalcemia sérica, nível sérico e urinário do 

componente monoclonal e presença de lesões líticas; e, subdivididos em estadios 

A ou B, dependendo do nível sérico de creatinina (Tabela 2) (46). 
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Tabela 2 – Estadiamento Prognóstico de Durie-Salmon 

Estadios Critérios 

   

I 

Baixa massa tumoral (<0,6 células x 1012/m2) 

Todos os seguintes: 

 Hb >10,5g/dL 

 Cálcio ≤ 12mg/dL 

 IgG < 5g/dL ou IgA < 3g/dL 

 Proteinúria de Bence Jones<4g/24h 

 Ausência de lesões ósseas maiores 

II Intermediário (entre estadio I e III) 

 

 

 

III 

Alta massa tumoral (1,2 x células x 1012/m2) 

Qualquer um dos seguintes: 

 Hb <8,5g/dL 

 Cálcio sérico >12mg/dL 

 IgG >7g/dL ou IgA >5g/dL 

 Proteinúria de Bence Jones >12g/24h 

 Múltiplas lesões líticas ou fraturas 

A  Função renal normal (< 2.0 mg/100 mL) 

B  Função 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 estratificação de risco do mieloma baseando-se nos 

parâmetros de altos níveis de 2- microglobulina (grande massa tumoral e 

alteração na função renal) e baixos níveis de albumina (secreção de citocinas 

inflamatórias no microambiente medular) (Tabela 3). O score do ISS identificou os 

pacientes em três diferentes grupos prognósticos: ISS I, ISS II e ISS III, 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 Prognóstico - International Staging System  

Estadios Critérios 

I β2-microglobulina sérica < 3,5 mg/dL e albumina ≥ 3,5 g/dL 

II Não preenchem os critérios dos estádios I e III 

III β2-microglobulina sérica > 5,5 mg/ dL 

Fonte: Griepp et al. JCO (2005) 

 

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

 

O nível da desidrogenase láctica sérica (DHL) também é um 

relevante biomarcador e seu nível acima da normalidade denota agressividade do 

MM, sugerindo alto índice de proliferação e/ou presença de massa tumoral (extra-

óssea e extramedular) com pior sobrevida global (4,5,7). As anormalidades 

cromossômicas detectadas por iFISH (hibridização in situ fluorescente na 

interfase), também são elementos que definem a característica biológica no MM, 

caracterizando-se como risco standard a ausência de deleção, del(17p), 

translocação t(4;14) (p16, q32) e alto risco a presença de pelo menos uma das 

anormalidades cromossômicas citadas, com pior sobrevida global (Tabela 4) 

(6,8,22,48). Outra estratificação de risco citogenética, sugerida pela Mayo Clinic, 

foi a estratificação mSMART (Tabela 5) que classifica a translocação (4;14) em 

risco intermediário, já que representa um grupo heterogêneo em relação à 

sobrevida, quando existe associação de outros fatores prognósticos e tratamento 

utilizado (49-52).  

  

 Tabela 4 – Anormalidades citogenéticas no mieloma múltiplo  

Grupo de risco Anormalidade citogenética Incidência (%) 

 

Risco standard 

hiperdiploidia 

t(11;14)  

t(6;14) 

50% 

15% 

5% 

 

 

Alto risco 

 

ganho(1q) 

 t(4;14) 

del(1p) 

del(17) 

t(14;16) 

t(14;20) 

35-40% 

15% 

10% 

10% 

2-3% 

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 múltiplo (mSMART) 

Grupo de risco Anormalidade citogenética Incidência (%) 

Risco standard  trissomias 

t(11;14) 

 t(6;14) 

75% 

Risco 

intermediário 

t(4;14) 

 ganho(1q) 

10% 

Alto risco  t(14;16) 

t(14;20) 

del(17p) 

15% 

Fonte: Mayo Clin. Proc (2013)  

 

O consenso do International Myeloma Working Group (IMWG) 

recomenda a combinação do FISH, nível de DHL e estadiamento ISS para 

estratificação de risco do MM, o Revised International Staging System (R-ISS) 

apresentado na Tabela 6 (4).   

 

Tabela 6 – Sistema de Estadiamento Prognóstico Revisado - Revised 

International Staging System (R-ISS)  

Sobrevida Estadio I Estadio II Estadio III 

Mediana SLP 

(meses) 

 

 

 

ISS I e risco standard 

citogenético por FISH 

e DHL normal 

Não preenche 

critérios do estadio I 

ou III 

ISS III e alto risco 

citogenético por 

FISH ou DHL 

elevado 

66 42 29 

Mediana SG 

(meses) 

Não atingida 83 43 

SLP: Sobrevida livre de progressão; SG: Sobrevida global; FISH: Fluorescence in situ 

hybridization; Risco standard citogenético por FISH = sem anormalidade citogenética, 

Alto risco citogenético por FISH = del (17p) e/ou t(4;14) e/ou t(14;16); DHL: 

desidrogenase lática. 

Fonte: Palumbo, et al. JCO (2015) 

 

2.4.4 Outros Fatores de Risco 

 

Outros fatores prognósticos com impacto na sobrevida estão 

relacionados às características intrínsecas da célula tumoral, do paciente e 

combinação de ambos: morfologia plasmablástica (uma associação entre a 

morfologia mais imatura com pior prognóstico) (53), infiltração de plasmócitos na 

medula óssea (presença de um padrão difuso de infiltração, relacionada com pior 
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prognóstico), índice proliferativo do plasmócito mielomatoso elevado com menor 

sobrevida (54-56), imunofenótipo das células mielomatosas, subtipo cadeia 

imunoglobulina (MM IgA, IgD e IgE são de pior prognóstico) e nível de proteína-M 

(57), doença extramedular e extensão de lesões óssea focais (58,59) 

plaquetopenia, anemia, insuficiência renal (60), idade, performance status, 

comorbidades e fatores sócio-demográficos e resposta ao tratamento (61).   

 

2.5 CRITÉRIOS DE RESPOSTA AO TRATAMENTO  

 

A avaliação de resposta à terapia ou progressão de doença no 

MM têm sido modificada nos últimos anos, em decorrência do surgimento de 

novos agentes terapêuticos e da melhoria ao acesso a exames mais sensíveis 

para detecção de doença, incluindo a doença residual mínima. Dessa forma, a 

variação de marcadores bioquímicos, como o componente-M sérico e urinário, 

FLC, plasmocitose de medula óssea e exames de imagem para detecção de 

plasmocitomas e lesões ósseas devem ser periodicamente avaliados na prática 

clínica, no mínimo a cada 3 meses e geralmente a cada 4 semanas como 

realizados em ensaios clínicos (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 à substancial implementação da terapêutica do 

MM nas últimas décadas, com a introdução de vários novos agentes, com 

diferentes mecanismos de ação, resultando na melhora nas taxas de resposta e 

tempo de resposta ao tratamento. Aos critérios de resposta ao tratamento pelo 

IMWG, houve a inclusão do conceito de resposta completa estrita (CR: complete 

response stringent) determinada pela normalização da dosagem sérica de 

cadeias leves livres, a resposta parcial muito boa (VGPR: very good parcial 

response) passou a ser caracterizada por redução de > 90% componente M 

sérico e a exclusão da confirmação das variações 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 

resposta 

Critérios de resposta 

 

 CRs 

 Mesmos critérios da CR e 

 Razão FLC normal 

 Ausência de plasmócitos clonais na biópsia de medula 

óssea confirmada por imunohistoquímica  

 

CR 

 IF sérica e urinária: negativas 

 Desaparecimento de plasmocitomas 

 < 5% de plasmócitos no aspirado de medula óssea 

 

 VGPR 

 IF sérica e/ou urinária: positiva 

 EFP sem pico monoclonal ou 

 Redução > 90% do componente M (CM) sérico e nível 

componente M urinário <100mg/24h 

  

 

PR 

 Redução do componente M sérico ≥ 50% e redução do 

componente M urinário ≥ 90% ou para < 200mg/24h 

 Se CM sérico e urinário não mensurável, redução ≥ 50% 

FLC 

 Se CM sérico e urinário e FLC não mensuráveis, redução ≥ 

50% plasmócitos clonais na medula óssea (se plasmócitos 

≥30%) 

 Se presente, redução ≥ 50% do plasmocitoma 

 

MR 

 ≥ 25% mas < 49% de redução do componente monoclonal 

sérico 

 Redução no componente m urinário em 50-89% 

 Se presente, redução ≥ 50% do plasmocitoma 

 

SD 

 Não preenche critérios p/ CRs, CR, VGPR, PR, MR ou PD 

 Melhor descrita para descrever tempo para progressão 

 

 

 

DP 

 

 

 

 

 

 

 

     Aumento em 25% do menor valor confirmado de resposta: 

 Componente monoclonal M sérico  (aumento absoluto > 0.5 

g/dL) 

 Componente monoclonal M sérico aumentado ≥ 1g/dL, se o 

menor valor do componente M foi > 5g/dL 

 Componente monoclonal M urinário (aumento absoluto > 

200mg/24h) 

 Se CM sérico e urinário não mensurável, diferença entre a 

FLC envolvida e não envolvida (aumento absoluto > 10 

mg/dL) 

 Se CM sérico/urinário e FLC não mensuráveis, plasmócitos 



 30 

 

 

DP 

clonais na medula óssea (aumento absoluto ≥10%) 

 Aparecimento de novas lesões, aumento ≥ 50% de mais de  

uma lesão, aumento ≥ 50% de plasmócitos circulantes  

(mínimo de 200 células/uL) 

  

CRs: Resposta completa estrita; CR: Resposta completa; VGPR: Resposta parcial muito 

boa; PR: Resposta parcial; MR: Resposta mínima; SD: Doença estável; DP: Progressão 

de doença; CM: Componente monoclonal; FLC: Free light chain (cadeias leves livres); IF: 

Imunofixação; EFP: Eletroforese de proteínas.  

Fonte: Lancet Oncol. (2016) 

 

 A uniformização do consenso dos critérios de resposta 

incorporada aos ensaios clínicos permitiu uma melhor comparação entre as 

diferentes medicações, combinação de drogas e estratégias terapêuticas, apesar 

do avanço no tratamento nos últimos anos.  No entanto, mesmo com  a 

introdução de novos agentes ao tratamento do mieloma, a maioria do pacientes 

recidivam a doença, mesmo após atingir resposta completa estrita (CRs), 

refletindo a não detecção da doença com técnicas de avaliação de resposta 

recomendadas. Por isso, novos métodos para detecção e quantificação dos níveis 

de doença residual mínima (DRM) na medula óssea e extramedular têm sido 

estudados para serem incorporados aos critérios de resposta ao tratamento,  já 

que o nível de DRM indetectável por métodos convencionais é provavelmente o 

fator limitante para a manutenção de sobrevida (livre de progressão e global) a 

longo prazo. Os métodos de avaliação de DRM na medula óssea são citometria 

de fluxo multiparamétrica (marcadores de superfície para distinção de células 

plasmocitárias normais e do MM), ASO (allele-specific oligonucleotide)- qPCR 

(método molecular para identificação e quantificação de rearranjo gênico 

específico de cadeia pesada de imunoglobulina) e sequenciamento next-

generation (amplificação e sequenciamento de segmentos gênicos de 

imunoglobulina). A avaliação de DRM extramedular é realizada através de 

ressonância nuclear magnética (RNM) e 18F-fluorodeoxiglicose, tomografia por 

emissão pósitron (18F-FDG-PET). Porém, esse estudo é um dos primeiros 

estudos na avaliação de doença residual mínima como critério de resposta; e, 

investigações futuras nesta direção e conhecimento de aspectos biológicos do 

MM serão necessários, para determinar  em que nível 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 está indicado para o paciente sintomático, 

definido pelo acrônimo - CRAB: C- hipercalcemia; R- insuficiência renal (renal 

failure); A- anemia; B- lesões ósseas (bone disease), enquanto a observação 

clínica é preconizada para o mieloma assintomático. A melhora na sobrevida não 

havia sido observada, quando comparada à instituição de tratamento precoce 

para pacientes assintomáticos e o início dos sintomas e/ou lesão em órgãos-alvo 

(1). Porém, em 2016, após revisão dos critérios diagnósticos pelo IMWG e 

inclusão dos três biomarcadores específicos (células plasmocitárias clonais na 

medula óssea > 60%, nível sérico de FLC > 100 mg/L e mais de uma lesão óssea 

focal  (pelo menos 5 mm) na ressonância magnética), houve uma mudança no 

paradigma do tratamento, permitindo a introdução do mesmo antes dos danos 

aos órgãos-alvo (9).  Ensaios clínicos estão em andamento, para determinar se 

novos agentes podem atrasar a progressão do mieloma assintomático (32).   

 O esquema de tratamento consiste na terapia de indução seguida 

de quimioterapia em altas doses para pacientes elegíveis para o transplante 

autólogo 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 função renal normal (63). A sobrevida global e qualidade de 

vida do MM melhorou muito nos últimos 15 anos com o surgimento da talidomida, 

bortezomib e lenalidomida, mais evidentemente nos pacientes com menos de 65 

anos e elegíveis para o TACTH. Esses agentes terapêuticos podem ser utilizados 

antes e após o TACTH com objetivo de melhorar a taxa de resposta e prolongar 

sua duração (64-66). Um estudo realizado com 4990 pacientes tratados com 

quimioterapia convencional e quimioterapia em altas doses, mostrou que 

pacientes que atingiram resposta completa após indução tiveram maior SLP e 

SG, do que aqueles que obtiveram resposta parcial (59-89 x 39-60 meses). 

Portanto, a obtenção de melhor resposta à indução do tratamento, antes do 

transplante (status pré-TACTH), traduz em melhores resultados, com sobrevida 

mais prolongada pós-transplante (67,68). Recentemente, novos agentes 

terapêuticos promissores foram aprovados como o carfilzomib, pomalidomida, 

panobinostat, ixazomib, elotuzumab e daratumumab para tratamento do mieloma 
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múltiplo recidivado, porém o mecanismos de ação de algumas drogas ainda não 

está totalmente elucidado. A talidomida, lenalidomida e pomalidomida são 

agentes denominados imunomoduladores (IMiDs); bortezomib, carfilzomib e 

ixazomib são inibidores de proteassoma e finalmente, o elotuzumab e 

daratumumab são anticorpos monoclonais anti-SLAMF7 e anti-CD38 (32). O uso 

de novos agentes, rotineiramente utilizados, como parte do regime de indução 

antes do transplante resulta em substancial melhora na profundidade de resposta 

pré-TMO. Portanto, vários estudo com esses agentes também têm sido propostos 

no pós-transplante como consolidação e manutenção, objetivando melhora nas 

curvas de sobrevida (69).  

 O transplante alogênico está associado com maiores riscos de 

complicações e mortalidade, portanto é realizado com pouca frequência e em 

casos selecionados (68). 

 A atualização de critérios diagnósticos, indução mais efetiva, 

estratégias de consolidação e manutenção pós-transplante, incluindo novos 

agentes terapêuticos, revolucionaram o paradigma do tratamento do MM. 

Embora, nas últimas décadas houve um significativo avanço no tratamento do 

paciente com MM, com consequente impacto na sobrevida, a doença ainda 

permanece incurável (68).  Neste contexto, nos últimos anos, existe um 

paradigma do tratamento intermitente versus contínuo do MM,  a tendência do 

uso de novos agentes terapêuticos 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-, TGF-1 e IFN- como biomarcadores de 

desfecho clínico pós-transplante (profundidade de resposta e sobrevida livre de 

progressão e global), já que essas citocinas foram descritas previamente  

associadas a parâmetros clínicos, carga tumoral, osteólise e cinética da 

mobilização 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-, TGF-1 e IFN- de pacientes portadores de MM elegíveis 

para transplante correlacionando-as com fatores prognósticos e de desfecho 

clínico. 

 

Objetivos específicos: 

 Quantificar as citocinas TNF-, TGF-1 e IFN- no produto de leucoaférese 

 Correlacionar o perfil das citocinas com quantidade de células-tronco 

mobilizadas 

 Correlacionar o perfil das citocinas com fatores prognósticos clínicos e 

laboratoriais dos pacientes com MM elegíveis para transplante 

 Correlacionar o perfil das citocinas no desfecho clínico pós-transplante 

(recaída, óbito e profundidade de resposta ao tratamento) 

 

 

4 DESENHO DO ESTUDO, PACIENTES E MÉTODOS 

 

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), 

documentação exigida pelo Sistema Nacional de Transplante e conduzida de 

acordo com a Declaração de Helsinki (2008). Este projeto foi aprovado pelo 

parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos/Plataforma Brasil, sob o número 1.389.996, em 18/01/2016 e pelo 

Comitê de Ética Institucional (Anexo C). Está disponível para consulta na 

Plataforma Brasil sob o número CAAE 50070515.0.0000.0107.  

  Trata-se de um estudo transversal retrospectivo, com pacientes 

com diagnóstico de MM elegíveis para transplante, referenciados pelos 

hematologistas e oncologistas de Londrina e Macrorregião Norte do Paraná.  
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4.2 POPULAÇÃO  

 

  A população do estudo foi composta de 45 pacientes portadores 

de MM submetidos ao transplante autólogo de células-tronco hematopoiéticas 

periféricas atendidos na Unidade de Transplante de Medula Óssea (TMO) do 

Hospital Universitário de Londrina/ Universidade Estadual de Londrina (HU/UEL), 

no período de setembro/2010 a setembro/2014. 

 

4.3  AMOSTRA 

 

  A amostra foi não probabilística de conveniência, constituída de 

27 pacientes com diagnóstico de MM e elegíveis para transplante, avaliados 

conforme critérios de inclusão e exclusão (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

               

 

 

 

   *G-CSF: Fator estimulador de 

    colônia granulocítica 

 

Figura 3. Fluxograma dos pacientes. 

Fonte: Próprio autor 

 

 4.4 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

 

  Pacientes com MM, referenciados pelos hematologistas e 

oncologistas de Londrina e Macrorregião Norte do Paraná, elegíveis para 

 

27 pacientes (incluídos) 

 
45 pacientes 

18 pacientes (excluídos) 
 

 2 mortes relacionadas ao 

transplante 

 9 leucoaféreses de volemia 

normal 

 7 mobilizações com G-CSF* + QT 

ou G-CSF* + Plerixafor 
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transplante, mobilizados com fator estimulador de colônia de granulócitos (G-

CSF) exclusivamente e submetidos à leucoaférese de grande volume 

(processamento de seis volemias). Os critérios de inclusão foram preenchidos por 

27 pacientes. O diagnóstico, tratamento e avaliação da profundidade de resposta 

ao tratamento (pré-TACTH) foram realizados de acordo com os critérios propostos 

pelo International Myeloma Working Group, já os critérios de elegibilidade para 

transplante, foram avaliados conforme Portaria Ministério da Saúde no 2.600, de 

21 de outubro de 2009 - Regulamento Técnico do Sistema Nacional de 

Transplantes.  

 

 4.5 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

 

  Pacientes submetidos à coleta de células-tronco periféricas com 

outras estratégias de mobilização (associação de G-CSF com quimioterapia ou 

Plerixafor) e evoluíram com mortalidade relacionada ao transplante (<100 dias). 

Entre os pacientes excluídos, dois apresentaram mortalidade relacionada ao 

transplante (< 100 dias do procedimento), por infecção nos D+32 e D+43, nove 

pacientes foram submetidos à leucoaférese de volemia normal (processamento 

<3 volemias) e sete pacientes foram mobilizados com esquemas diferentes (G-

CSF com adição de quimioterapia ou Plerixafor).  

 

4.6  MOBILIZAÇÃO, COLETA E CRIOPRESERVAÇÃO DAS CÉLULAS-TRONCO   

 

  Os pacientes com MM elegíveis para transplante foram 

submetidos à mobilização e coleta de células-tronco periféricas com o mesmo 

protocolo clínico, que consiste na aplicação de Filgrastima (GCSF - fator 

estimulador de colônia granulocítica) na dose de 10g/kg/dia divididas em duas 

aplicações subcutâneas/dia por cinco dias consecutivos. No quarto dia (D4) do 

processo de mobilização foi feita contagem de células CD34+ periféricas por 

citometria de fluxo (Citômetro FacsCanto II) buscando-se CD34+ >10 g/mL. A 

leucoaférese foi realizada no dia seguinte (D5 da mobilização), com objetivo 

mínimo de coleta de 2 x 106 células CD34+/kg para transplante (1 ou 2 

procedimentos de leucoaférese), em máquina 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 lúmen 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 

Laboratório de Criopreservação do Hospital Universitário de Londrina para 

processamento e armazenamento até o momento do transplante. O 

processamento de CTHP para fins de transplante autólogo envolveu várias etapas 

até a criopreservação. Primeiramente, foi realizada a pesagem  e armazenamento 

da bolsa em geladeira (2-6ºC) para a realização tanto da contagem de células 

nucleadas totais (CNT- leucócitos totais) quanto das células CD34+. Com o 

resultado do número de células foram realizados os cálculos do número de 

CNT/kg (x108) e de células CD34+/Kg (x106), cálculos da concentração celular em 

cada bolsa (aproximadamente 2,5 - 3,0% CNT/Kg por bolsa) e  número de bolsas 

a serem criopreservadas.  O preparo do produto de leucoaférese é contido  de 50 

mL células + 40 mL de plasma autólogo + 10 mL dimetilssulfóxido a 10% DMSO - 

solução crioprotetora), sem solução tampão ou albumina humana, resultando num 

volume final de 100 ml cada bolsa que será  armazenada a - 86ºC (freezer Indrel) 

até o momento do transplante. O  teste de viabilidade celular pelo método de 

coloração pelo azul de Trypan foi realizado antes, após a adição da solução 

crioprotetora (DMSO) e imediatamente após o degelo no momento do transplante.  

Apesar de haver diferença entre a viabilidade nos três momentos de avaliação, 

essa diferença não refletiu no tempo de recuperação hematológica pós-

transplante dos pacientes. Assim como a viabilidade celular, a análise 

microbiológica também foi realizada como controle de qualidade do produto de 

leucoaférese antes da criopreservação e no dia do transplante.  

 

4.7 DETERMINAÇÃO DO PERFIL DE CITOCINAS 

    

  Uma alíquota de células-tronco  criopreservadas nas mesmas 

condições para transplante (células-tronco + plasma autólogo + dimetilssulfóxido)  

foi separada da última bolsa de criopreservação do produto da primeira aférese 

(D#1) e armazenada em um vial. Nesta alíquota de 50 uL de amostra pura, 

conduzidas em duplicata, foram determinados os níveis das citocinas TNF-, 

TGF-1 e IFN-, todas ao mesmo momento (dezembro 2016), imediatamente 
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após 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 nível basal mediano de IFN-, já que houve uma grande 

variabilidade nos níveis dessa citocina (70). 

 

4.8 ANÁLISE DE PRONTUÁRIOS 

 

Foram obtidas informações relevantes nos dados de 

prontuários dos 27 pacientes com MM, conforme consenso do IMWG. O 

agrupamento das variáveis foi realizado, conforme justificativas descritas em 

literatura. A variável subtipo de mieloma foi dicotomizada em dois grupos, 

imunoglobulina G (IgG) ou IgG com associações, representado pelos subtipos de 

maior prevalência e melhor prognóstico (3) e imunoglobulina A (IgA), cadeia 

kappa ou IgA com associações. Os pacientes com estadiamento ISS foram 

agrupados em ISS I e grupo ISS II ou ISS III, conforme estratificação de risco de 

melhor e pior prognóstico, respectivamente (3,4). Quanto à resposta ao 

tratamento (status pré e pós-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 pós-transplante, 

diante da correlação de melhor a resposta obtida ao tratamento com melhor 

sobrevida livre de progressão (SLP) (71). Os pacientes foram avaliados em 

relação à resposta ao tratamento em resposta completa, resposta parcial muito 

boa e resposta parcial, de acordo com a redução do componente M sérico e/ou 

urinário à eletroforese de proteína e imunofixação, redução de plasmocitomas e 

infiltração de plasmócitos na medula óssea. Houve limitação da realização de 

citogenética (FISH), pesquisa de cadeia leve livre e doença residual mínima por 

citometria de fluxo pela indisponibilidade sócio-econômica, portanto os pacientes 

não foram avaliados quanto à resposta completa estrita. Em relação ao 

tratamento de indução do mieloma (pré-TMO), os pacientes foram divididos de 

acordo com o número de ciclos de indução (> 4 ciclos ou < 4 ciclos) e de acordo 

com o número de linhas de terapias recebidas (< 1 linha ou > 1 linha de 

tratamento), ou seja, em relação à boa resposta terapêutica indutória ou não (9). 

A heterogeneidade do tratamento da indução do MM deve-se ao fato dos 
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pacientes terem sido tratados em diferentes centros de referência. Para o tempo 

de recaída, os pacientes foram agrupados em um grupo com recaída < 18 meses 

(recaída precoce) e em outro com recaída >18 meses ou sem recaída, já que os 

pacientes com recaída precoce não apresentam benefício do segundo transplante 

versus tratamento com novos agentes (72).  

 

4.9 ANÁLISE  ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada conforme a distribuição dos 

dados (teste da normalidade), sendo os resultados apresentados acompanhados 

da média e desvio padrão de cada grupo (distribuição normal) ou conforme 

mediana de cada grupo com intervalo de variação, dispostos de acordo com 

intervalo interquartil de 25-75% (distribuição não normal). Características dos 

pacientes foram testadas utilizando testes de Qui Quadrado (X2). Para estudo da 

correlação clínica destes achados, foram realizados estudos de correlação de 

Pearson ou Spearman. As variáveis contínuas foram analisadas pelo teste 

ANOVA (três grupos) e pós-teste de Dunn. Para todas as análises, p<0,05 foi 

considerado estatisticamente significativo.  A sobrevida global foi calculada a 

partir da data do diagnóstico até o óbito. A sobrevida livre de progressão foi 

calculada a partir da data do diagnóstico até a data da progressão (recaída). As 

sobrevidas foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier e as diferenças foram 

comparadas pelo teste de log-rank. Todas as análises estatísticas foram 

conduzidas no software GRAPHPAD Prism 6.0 (GRAPHPAD Software, San 

Diego, CA) e SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, 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-), transforming growth factor beta-1 (TGF-1) and interferon gamma 

(IFN-) 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- 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- 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- 1133 and 635 pg/mL, respectively, being considered "high-expressors" of IFN-, 

while those reaching improved response were called "low-expressors" (median level IFN- 

388 pg/mL. Overall and progression–free survival did not have statistically significant 

correlation with TNF-, TGF-1 or IFN-, as well as TNF- and TGF-1 levels with post-

transplant response assessment.   

Conclusion: IFN- 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.
1
 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.
2
  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 

β2-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).
3-5

 High levels of β2-

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).
6,7

 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.
8-10

 

  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.
2,11-15
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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-), transforming-beta1 (TGF-1) and interferon-gamma (IFN-

) 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.
 16-20

 

  Therefore, our study aimed to characterize cytokine profile of TNF-, 

TGF-1 and IFN- 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
th

 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 Paraná 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).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

   

*G-CSF: Granulocyte colony-stimulating factor 

 

 

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 g/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 g/ml. 

Leukapheresis was performed from the fifth day of mobilization, harvesting at least 2 x 10
6 

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 

N=18 

patients excluded 

- 2 patients: transplantation 

related mortality 

- 9 patients: normal volume 

leukapheresis 

- 7 patients: mobilization with 

*G-CSF + PlerixaforTM or 

*G-CSF + chemotherapy 

N=27 

patients included 

N= 45  

total number of patients 
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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
8
) and of CD34

+
 cells/kg (x10

6
), 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 - 86ºC (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-

, TGF-1 and IFN- 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-  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-, TGF-1 and IFN- 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 II/III 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
6
 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 (IgG) or IgG with associations, represented by subtypes of higher prevalence and better 

prognosis
3
 and immunoglobulin A (IgA), kappa chain or IgA with associations. Patients 

were staged into ISS I or ISS II and ISS III group, according to risk stratification of better 

and worse prognosis, respectively.
3,5

 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).
21

 

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.
8
 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.
22

 Three months after high-dose chemotherapy, 87.9% 

of the patients were in CR or VGPR. 
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Table 1. Patients baseline characteristics.  

Parameters Values % p-value 

Age (years) 55±9  - 

Gender                                                         Female 

                                                                         Male 

13 

14 

48.1 

51.9 

0,85 

Hemoglobin (g/dL) 10.18±2.49 - - 

Bone marrow plasma cells (%) 42.66±8.6 - - 

Immunoglobulin subtype   IgG or IgG + association                                                                             

                      IgA or IgA+ association or kappa chain                                                                               

14 

13 

51.9 

48.1 

0,85 

Albumin (g/dL) 3.77±0.75 - - 

Osteolytic lesions                                                  Yes                                                                                           

                                                                                 No 

20 

7 

74 

26 

0,01* 

Extramedullary plasmocytoma                           Yes                                                                                        

                                                                                 No 

7 

20 

26 

74 

0,01* 

2- microglobulin (ng/mL) 4.85 [2.52-7.47] - - 

ISS stratification                                                       I        

                                                                                   II 

                                                                                  III 

7 

6 

14 

25.9 

22.2 

51.9 

0,01* 

(I x II/III) 

LDH (U/L) 202 [131.75-292.75] - - 

Number of prior lines of therapy                < 4 cycles 

(induction)                                                     > 4 cycles 

9 

18 

33.3 

66.7 

0,08 

Lines of treatment (induction)           1 line of therapy 

                                                           > 1 line of therapy 

21 

6 

77.2 

22.8 

0,004* 

Pre-HSCT response assessment                             CR   

                                                                              VGPR 

                                                                                  PR 

11 

12 

4 

40.7 

44.4 

14.9 

<0,001* 

Post-HSCT response assessment                            CR  

                                                                              VGPR 

                                                                                   PR  

10 

14 

3 

37 

51.9 

11.1 

<0,001* 

CD34
+
cells/kg (x10

6
) 3.4 [2.4-5.3] - - 

Relapse                                                                     Yes 

                                                                                   No 

                                                                       

12 

15 

44.4 

55.6 

0,85 

Death                                                                        Yes 

                                                                                   No 

9 

18 

33.3 

66.7 

0,08 

*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- 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.
23

 TGF-1 and 
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TNF- 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- levels and 

cell concentration, cell viability, number of CD34
+
cells/kg (x10

6
), total nucleated cells - 

TNC/kg (x10
8
), 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- (pg/mL) 713 [443.5-1213.5] 

TGF-1 (pg/mL) 1238.55±288.84 

TNF- (pg/mL) 410.5 [353-508] 

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-: interferon gamma; TGF-1: transforming growth factor beta-1; TNF-: tumor necrosis factor alpha 

 

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

myeloma patients.  

 IFN-* TGF-1* TNF-* 

Risk Stratification  

ISS I 

ISS II 

ISS III 

751.4±131.5 pg/mL 

708.7±180.5 pg/mL 

869.1±109.8 pg/mL 

1331±112 pg/mL  

1274±114.3 pg/mL  

1170±78.61 pg/mL 

374.9±33.86 pg/mL  

496.9±95.83 pg/mL  

457.3±35.54 pg/mL 

Relapse 

Yes 

No 

838.3±115.1 pg/mL  

758.7±104.9 pg/mL  

1241±73.86 pg/mL  

1236±86.1 pg/mL 

487.9±51.04 pg/mL  

407.5±34.89 pg/mL 

Death 

Yes 

No 

838±136 pg/mL  

768.7±92.33 pg/mL  

1252±85.21 pg/mL  

1230±75.48 pg/mL 

478.3±61.33 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-: interferon gamma; TGF-1: transforming growth factor beta-1; TNF-: 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 

II/III (74.1%) reflecting a higher disease severity.
3,9

 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.
24

 In relation to cytokine levels, 

there was a very significant inverse correlation between CD34
+
cells/Kg counts with TGF-

1 (r=-0.488, p=0.009) (Figure 2 A,B,C).  
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Figure 2. The Spearman´s correlation 

coefficient between albumin and 2-

microglobulin (A), between CD34+cells/kg 

and TGF-1 (B) and between 

CD34+cells/kg and age at diagnosis (C).               

CD34: cluster of differentiation 34; TGF-1: 

transforming growth factor beta-1.   

 

 

  

 

TNF- 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).  

 

 

 

 

 

 

A lb u m in


2

-m
ic

ro
g

lo
b

u
li

n

0 1 2 3 4 5 6 7 8

0

3

6

9

1 2

1 5
r= -0 .5 1 5

P =  0 .0 1 2

 

 

C D 3 4 + c e lls /k g

a
g

e
 a

t 
d

ia
g

n
o

s
is

 (
y

e
a

rs
)

0 2 4 6 8 1 0 1 2 1 4

0

2 0

4 0

6 0

8 0
r= -0 .3 9 6

P =  0 .0 4 0

 

(A) 

(C) 

(B) 



 50 

 

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- between groups. 

IFN-: interferon-gamma; TGF-1: transforming growth factor beta-1; TNF-: tumor necrosis factor- alpha 

 

 

 

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- between normal and very high 2-microglobulin. 

TGF-1: transforming growth factor beta-1; TNF-: tumor necrosis factor- alpha; IFN-: interferon-gamma. 
  

  Lastly, higher levels of IFN- 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- 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- with levels > than the baseline median (IFN- "high-expressors"), 


IFN- 1

TGF- 

TNF- 
IFN- 1

TGF- 

TNF- 
IFN- 1

TGF- 

TNF-

0

500

1000

1500

normal high very high

*

2
-m

ic
ro

gl
ob

ul
in

 p
g/

m
L



 51 

respectively 1133 [809-1278] and 635 [469-1214] pg/mL. Those patients with improved 

post-transplant response (VGPR to CR), presented median IFN- levels 388 pg/mL [306-

489] < than the baseline median of this cytokine being considered ("low-expressors" of 

IFN-), p <0.03 (Figure 6).  

 

                       

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- in patients who achieved post-transplant complete response (CR) with 

those with very good partial response (VGPR). 

IFN-: interferon-gamma; TGF-1: transforming growth factor beta-1; TNF-: tumor necrosis factor-alpha. 

    

 

 

 

   
 
 
   
 
 
    
 
 
    
   
 

   

   Figure 6. IFN- levels regarding pre and post-transplant response assessment.  
   Median IFN- 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- levels > than median baseline (> 635 

pg/ml)  were considered  “high-expressors” . Patients with improved response criteria (VGPR to CR) presented 

IFN- < 635 pg/ml, so “low-expressors” of IFN-. *Indicates significant statistical difference (p<0.05). 

   IFN-: interferon-gamma; CR: complete response; VGPR: very good partial response. 
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      Multivariate logistic regression, including age, 2-microglobulin, IFN-, 

TGF-1 and CD34
+
cells/kg, were significant for relapse (p=0.04), 2-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, 2-microglobulin, albumin, IFN-, TGF-1, TNF- 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 2-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 

2-microglobulin 0.7192 0.3652 0.0489 2.0528 1.0035 to 4.1992 

IFN- 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-: interferon gamma; TGF-

1: transforming growth factor beta-1, TNF-: 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% CI 

Age -0.03064 0.1227 0.8028 0.9698 0.7625 to 1.2335 

2-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- 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- -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-: interferon gamma; TGF-

1: transforming growth factor beta-1, TNF-: 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.
13,14

 Therefore, it is pertinent to search for inflammatory mediators as 

biomarkers that may help the diagnosis and prognosis of disease.
11,15

 

  In our study, among the cytokines studied in leukapheresis product, the 

major and most attractive finding was related to IFN- level that showed a significant 

correlation with post-transplant response assessment. So, IFN- 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-γ 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- in vivo.
25

 Significant 

result between CR x VGPR and IFN- 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- above the median and only 2 were 

“low IFN- expressors”. The result should not have been significant between VGPR x PR 

(partial response) and IFN- 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- expressors in PR group (2/5) had subtype of multiple 

myeloma with associated kappa monoclonal component.  In MM, Th1, Th17 and Th22 

cells are involved in the pathophysiology of autoimmunity and tumorigenesis with IFN- 

production
17,18 

and despite the antitumor activity of IFN-, cancer cells have several 

mechanisms of escape from the anticancer signaling of this cytokine.
26 

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-γ in MM.
27

 

T cells from MM patients have a higher proportion of PD-1 (programmed cell death 

protein-1) and produce IFN-, 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.
13

 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,
27 

such as 

the study by Görgün 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.
28

 So, strategies aiming to modulate immunological targets in hematologic 

malignancies seem to be promising in MM treatment
29

 and the results found in our study 

suggests the early use of new drugs that involve IFN- in its mechanism of action in post-

transplant, before the loss of response depth to treatment. 

  Another interleukin studied was TNF-, 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 
20

. In this study, the highest level of TNF- 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- 

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.
30

 The highest level of TNF- 

has also been observed in patients with very high 2-microglobulin versus normal 2-

microglobulin. In agreement with other authors, as well as 2-microglobulin, TNF- is a 

cytokine of great significance as a tumor burden parameter and can be used for monitoring 

response to treatment.
19

 Studies of Lemancewicz et al. (2013) and Hengelveld et al. (2015) 

evaluating TNF- 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.
20,31,32 

Although TNF- acts directly on the medullary 

microenvironment and the analysis of this cytokine in the bone marrow has been related to 

prognosis and response to MM treatment,
33,34

 in our study, the TNF- 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- domains have not been evaluated.
20, 31-34

 

  TGF-1 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.
35 

In this study, the impact of 

TGF-1 on hematopoietic progenitors was confirmed, with a very significant inverse 

correlation between CD34
+
cells/Kg. TGF-1 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-1 

results in a better mobilization of hematopoietic stem cells to peripheral blood.
36

 In the 

same way, increased TGF-1 is a crucial component for the development of 

myelofibrosis.
37

 Several studies have demonstrated a higher level of TGF-1 in patients 

with MM than in healthy volunteers and decreased levels with disease duration and 

treatment.
38,39

 In our study, there was no correlation of TGF-1 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-, TGF-1 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, 2-microglobulin, 

IFN-, TGF-1 and CD34
+
cells/kg, only 2-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 CD34
+
cells/kg) is associated with more 

aggressive disease biology and consequently worsen survival outcomes, confirming 

previous studies.
40,41

 

  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- 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- in leukapheresis’ product with the loss of post-

transplant depth of response suggests that IFN- may be a relevant biomarker allowing 

early management after transplantation with target therapy. 
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6  CONCLUSÃO 

  

  Dentre as interleucinas avaliadas em nosso estudo, TNF-, 

TGF-1 e IFN-, o IFN- teve a maior variabilidade nos níveis no produto de 

leucoaférese. Houve uma correlação inversa muito significativa entre a 

mobilização de células-tronco e TGF- . Níveis de TNF- foram relacionados à 

idade e 2-microglobulina, sendo significativamente maiores em pacientes > 50 

anos versus pacientes < 50 anos e em pacientes 2-microglobulina com muito 

elevada (>5,5 ng/mL) versus pacientes com 2-microglobulina normal. Não houve 

correlação significativa de nenhuma citocina avaliada com as sobrevidas livre de 

progressão (recaída) ou global (óbito). Um importante resultado do nosso estudo 

foi a correlação do aumento dos níveis de IFN- no produto de aférese com a 

perda de resposta pós-transplante, sugerindo-se que esta citocina possa ser um 

importante biomarcador com possibilidade de intensificação terapêutica alvo 

específica, precocemente.  No entanto, recomenda-se que estudos maiores sejam 

realizados para confirmação desse resultado, já que a dificuldade sócio-

econômica no nosso país, implica na limitação da realização de exames 

diagnósticos que permitam a avaliação de resposta terapêutica mais profunda, 

bem como o acesso aos novos agentes de tratamento para a maioria dos 

pacientes.  
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8 ANEXOS  

ANEXO A 

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

Hematopoiéticas 
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ANEXO B 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Transplante Autólogo de 

Células-Tronco Hematopoiéticas 
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ANEXO C 

Aprovação do Projeto Comissão de Ètica em Pesquisa em Seres Humanos 

(CEP) /Plataforma Brasil 
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