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Resumo

Palavras-
chave

Introducao: A Macroglobulinémia de Waldenstrom (MW) é um sindrome linfoproliferativo
de células B raro, caracterizado pela acumulag&o descontrolada de Imunoglobulinas do
tipo M (IgM), que sao secretadas pelas células linfoplasmociticas. Recentemente foi
identificada uma mutacdo somatica (L265P) no gene de diferenciacdo miel6ide de
resposta primaria 88 (MYD88) em 80-100% das MW e em 50-80% das Gamapatias
Monoclonais de Significado Indeterminado do tipo IgM (GMSI IgM). 3-9% dos Linfomas
de Zona Marginal (LZM),0 Mieloma Mdltiplo (MM) e Leucemia Linfocitica Crénica (LLC)
também podem apresentar esta mutacdo, embora numa frequéncia muito baixa.
Objetivo: Determinar a prevaléncia da mutacdo MYD88 L265P, num grupo de doentes
com suspeita diagndstica de MW e estabelecer a sua correlagdo com as caracteristicas
clinicas e laboratoriais, nomeadamente; idade, sexo, valor de hemoglobina, linfécitos,
plaquetas,niveis de IgM e com o imunofenétipo dos linfocitos B.

Material e métodos: Foram incluidos 23 doentes, 15 MW, 2 GMSI IgM, 4 LZM e 2
Linfomas Linfoplasmociticos. A pesquisa da mutacdo MYD88 L265P foi efectuada por
ASO-PCR em DNA de medula éssea ou sangue periférico. O estudo imunofenotipico da
medula 6ssea e/ou sangue periférico foi efectuado por citometria de fluxo (BD
FACSCanto™) utilizando o painel diagnostico do consorcio Euroflow.

Resultados: Dos 23 doentes estudados, em 15 (65,2%) foi identificada a mutacdo
MYD88 L265P: 13/15 (86,7%) MW, 1/2 GMSI IgM e 1/4 LZM. Nos 2 LLP néo foi
detectada a mutacdo MYD88 L265P. Nao se observaram diferencas estatisticamente
significativas para as caracteristicas clinico-laboratoriais estudadas entre os doentes com
e sem mutacdo MYD88 L265P. Por citometria de fluxo ndo se encontraram diferengas na
intensidade média de fluorescéncia dos anticorpos que integram o painel Euroflow tendo
em conta a presenca/auséncia de mutagdo MYD88 L265P. No entanto o grupo de
doentes com MYD88 L265P apresenta MIF tendencialmente aumentada para o CD38 e
CD79b com diminuicdo de expressdo de CD19, CD20, CD22, CD305 e CD1llc em
relacdo aos doentes MYD88 WT.

Discussédo: A mutacdo MYD88 L265P foi mais prevalente nos doentes com MW (86,7%)
numa percentagem semelhante a descrita na literatura. Ndo se observaram diferencas
estatisticamente significativas para caracteristicas clinico-laboratoriais bem como no
imunofenétipo por citometria de fluxo. Em conclusdo, estes dados mostram que a
identificacdo da mutacdo MYD88 L265P podera ser Gtil como marcador diferencial entre
as patologias que cursam com um componente IgM.

MYD88 L265P, Macrogobulinémia, Waldenstrém, Linfoma de Zona Marginal.



Abstract

Keywords

Introduction: Waldenstrom macroglobulinemia (WM) is a rare B-cell
lymphoproliferative syndrome, characterized by the uncontrolled accumulation of
immunoglobulins type M (IgM), which are secreted by lymphoplasmacytic cells. A
somatic mutation (L265P) has been recently identified in the primary response
myeloid differentiation gene 88 (MYD88) in 80-100% of the WM and 50-80% of
Monoclonal IgM Gammopathies of Undetermined Significance (MGUS IgM). 3-9%
of Marginal Zone Lymphomas (LZM), Multiple Myeloma (MM) and Chronic
Lymphocytic Leukemia (CLL) also have this mutation, although at a very low
frequency.

Objective: To determine the prevalence of the MYD88 L265P mutation in a group
of patients with suspected WM and establish their correlation with clinical and
laboratory characteristics, including; age, sex, hemoglobin value, lymphocytes,
platelets, IgM levels and immunophenotype of B lymphocytes.

Methods: We included 23 patients, 15 WM, 2 MGUS IgM, 4 LZM and 2 LLP. The
search for the MYD88 L265P mutation was carried out by ASO-PCR in bone
marrow or peripheral blood DNA. The immunophenotypic study of bone marrow
and / or peripheral blood was performed by flow cytometry (BD FACSCanto ™)
using the diagnostic panel of the Euroflow consortium.

Results: Of the 23 patients studied, the L265P MYD88 mutation was identified in
15 (65.2%): 13/15 (86.7%) MW, 1/2 MGUS IgM and1/4 LZM. In 2 LLP, the L265P
MYD88 mutation was not detected. There were no statistically significant
differences in the clinical and laboratory characteristics studied among patients
with and without the L265P MYD88 mutation. For flow cytometry, no differences
were found in mean fluorescence intensity of antibodies that comprise the panel,
Euroflow taking into account the presence / absence of MYD88 L265P mutation.
However we found a tendency for increased MIFexpression of CD38 and CD79b
and decreased of CD19, CD20, CD22, CD305 and CD11c, in MYD88 L265P
group.

Discussion: The MYD88 L265P mutation was more prevalent in patients with
WM (86.7%), in a proportion similar to that described in the literature. There were
no statistically significant differences in clinical and laboratory characteristics and
in the immunophenotype by flow cytometry. In conclusion, these data show that
the identification of the MYD88 L265P mutation may be a useful differential
marker between pathologies which occur with an IgM component.

MYD88 L265P, Macrogobulinemia, Waldenstrom, Marginal Zone Lymphoma.
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1. INTRODUCAO

1.1Linfoma Linfoplasmocitico

O Linfoma Linfoplasmocitico (LLP) € definido pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) 2008, como uma neoplasia de linfocitos B de pequenas células
composta por linfocitos, linfocitos plasmocitoides e plasmocitos. Geralmente
envolve a medula 6ssea (MO), por vezes atinge os noédulos linfaticos e o baco,
ndo cumprindo critérios de qualquer outra neoplasia de células B com
diferenciacé@o plasmocitica (1).

A Macroglobulinemia de Waldenstrém (MW) é o LLP mais frequente e
caracteriza-se pela acumulacdo descontrolada de Imunoglobulinas do tipo M
(IgM), secretadas pelas células linfoplasmociticas, resultando numa gamapatia
monoclonal do tipo IgM que se apresenta com envolvimento da medula 6ssea (2).
A MW corresponde a cerca de 95% dos LLP, sendo menos frequentes os LLP
com gamapatias monoclonais dos tipos IgA, IgG ou ndo secretores (3) .

Clinica e patologicamente a MW representa um estadio intermédio entre as
doencas linfoproliferativas crénicas e as discrasias de células plasmaticas, com
caracteristicas que podem variar entre ambas (4). Por este motivo, distinguir
LLP/MW de outros linfomas B de pequenas células, de Mieloma Mdultiplo ou de
outras patologias linfoproliferativas B de células maduras, tais como: Linfoma da
Zona Marginal (LZM), Leucemia Linfocitica Cronica/Linfoma Linfocitico (LLC/LL) e
Linfoma Folicular (LF) pode ser dificil, dada a variedade de linfécitos maduros
com varios graus de diferenciacdo plasmatica que estas entidades podem

apresentar (3).



1.2Linfoma Linfoplasmocitico/ Macroglobulinemia Waldenstrém Versus
Linfoma de Zona Marginal

A distincdo entre LLP/MW e o LZM pode ser complicada, uma vez que
geralmente ambos envolvem a medula 6ssea e estédo frequentemente associados
a uma paraproteina IgM.

De acordo com a classificacdo da OMS de 2008, o Linfoma de Zona
Marginal (LZM) é dividido em trés categorias: (a) LZM extranodal do tecido linfoide
associado a mucosa (MALT), (b) LZM nodal (com ou sem células monocitéides-B)
e (c) LZM esplénico (com ou sem linfécitos vilosos) (5). De entre os trés,
diferenciar LLP/MW de linfoma MALT é, em geral, o mais simples, uma vez que
tipicamente o linfoma MALT nado esta associado a gamapatia monoclonal e por
outro lado, o envolvimento extranodal, especialmente em locais como o trato
gastrointestinal e glandulas salivares, € pouco comum no LLP/MW. O LZM nodal
€ caracterizado por um padrdo de envolvimento parafolicular, sendo que o LZM
com células monocitéides pode estar associado a foliculos reativos. A presenca
de células B monocitdides pode apoiar o diagnostico de LZM nodal, no entanto
morfologicamente pode por vezes ser complexa a distingdo com certos estadios
da LLMW na auséncia de outros marcadores. O LZM esplénico apresenta muitas
vezes diferenciacdo da célula plasmatica, assim como niveis elevados de
paraproteina do tipo IgM no soro. Por observacao do aspirado de medula éssea
ou por bidpsia, a distincdo entre LLP/MW de LZM esplénico é dificil sendo a
avaliacdo histolégica do baco necessaria para confirmar o diagnéstico(6). Tendo
em conta que aproximadamente 10% a 15% dos doentes com MW apresentam
esplenomegalia, ainda que de menor dimensdo que nos doentes com LZM
esplénico, o diagnéstico diferencial entre estas duas patologias pode ser dificil (7).

Dada a escassez de marcadores de diagndstico para estas entidades,
por vezes, é apenas possivel assumir um diagndstico de linfocitos B de pequenas
células com diferenciagdo plasmocitica, ndo sendo possivel um diagnostico

diferencial claro (2)(6).



1.3 Macroglobulinémia de Waldenstrom

1.3.1 Caracteristicas clinico-patoldgicas

A MW é uma doenca hematoldgica rara, com uma incidéncia na Europa e
Estados Unidos de 3.6-5.5 casos por milhdo de pessoas/ano (4). Ocorre em
adultos, com média de idade ao diagndéstico de 60 anos e com ligeiro predominio
do sexo masculino. Em cerca de 25% dos doentes tem sido descrita uma
predisposicao familiar que varia entre a presenca de patologia de células B e a
existéncia de varios casos de MW (8).

A MW é uma neoplasia linfoproliferativa B, que se caracteriza pela
presenca na medula 6ssea (MO) de uma infiltracdo de células linfoplasmociticas
secretoras de imunoglobulina monoclonal do tipo IgM. Uma minoria dos doentes
(15-30%) pode apresentar envolvimento extra-medular, como linfoadenopatias ou
hepatoesplenomegalia (2).

As caracteristicas clinicas mais comuns sdo anemia, devida a invasao
medular e os sintomas dai decorrentes como: fadiga, cansago e falta de ar.
Devido as caracteristicas fisiopatolégicas desta entidade que se caracteriza pela
elevacdo dos niveis de IgM, os doentes podem apresentar sinais e sintomas
associados, como hiperviscosidade, crioglobulinemia, neuropatia periférica,
coagulopatia, aglutininas a frio, erupcdes cutaneas (sindrome de Schnitzler),
alteracBes no tracto gastrointestinal, sistema nervoso central (sindrome de Bing -
Neel) ou renais. Raramente apresentam deposicdo amildide (9). Os critérios de

diagnéstico de MW séo apresentados de forma resumida na Tabela 1.

Tabela 1. Critérios de diagndstico de Macroglobulinémia de Waldenstrém. (Adaptado de
Castillo et al. 2013)



Gamapatia Monoclonal IgM de qualquer concentracao

Infiltracdo Medular por linfécitos pequenos com diferenciacéo plasmocitica

Padréao de infiltragcéo intertrabecular na medula 6ssea

Marcacédo de superficie positiva para IgM+, CD19+, CD20+, CD22+, CD25+, CD27+, FMC7+,
CD5+

A MW pode ser assintomatica e sintomatica. Em geral a MW sintomatica
€ precedida por uma Gamapatia Monoclonal de Significado Indeterminado (GMSI)
do tipo IgM ou de MW assintomatica. A GMSI IgM caracteriza-se pela presenca
de gamapatia IgM<3 g/dL e infiltracdo da MO por células linfoplasmociticas <10%,
engquanto que a MW assintomatica é caracterizada por gamapatia IgM =3g/dL ou

210% de células linfoplasmociticas ha MO na auséncia de sintomas de MW (10).

A abordagem do “International Workshop on Waldenstrom Macroglobulinemia de
2003” € a mais utilizada e define a MW como um LLP com gamapatia monoclonal
do tipo IgM de qualquer concentracdo com envolvimento da medula 6ssea

podendo ser assintomatica ou sintomatica conforme se apresenta na Tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo da Macroglobulinémia de Waldenstrém e doencas associadas




(Adaptado de Owen et al. 2003)

Proteina IgM Infiltracdo da Sintomas de Sintomas de
Monoclonal * medula 6ssea t IgM infiltragcdo tumoral§
MW
Sintomética + + + +
Assintomatica + + ) )
Transtornos tipo + -(b) + -
IigMi
GMSI * -(b) - -

* O painel considerou ser inadequado definir uma concentracéo de IgM para distinguir GMSI de WM. No
entanto, é importante notar que a concentragdo de IgM raramente ou nunca é > 3 g/dL em GMSI.

1 Doentes com infiltragdo inequivoca da medula 6ssea pelo linfoma linfoplasmacitico serdo
considerados como MW, enquanto os doentes sem evidéncia de infiltracdo serdo considerados como
GMSI. No entanto, reconhece-se que em alguns doentes é dificil demonstrar infiltracdo da medula
Ossea, pelo que, na auséncia de evidéncia morfolégica de infiltracdo da medula 6ssea,a detecgao de
células B clonais por citometria de fluxo ou por técnicas de biologia molecular, devera ser efectuada.

I Existem doentes que apresentam sintomas atribuiveis a proteina monoclonal IgM, mas sem evidéncia
de linfoma. Esses doentes podem apresentar crioglobulinemia sintomatica, amiloidose, ou fenémenos
auto-imunes, tais como neuropatia periférica e crioaglutininas. E conveniente considerar esses doentes
como um grupo distinto clinicamente o qual se designa como "transtornos relacionados-lgM".

§ Os sintomas atribuiveis a infiltracdo tumoral irdo incluir: sintomas constitucionais, citopenia (s) oy
organomegalia.

Doentes com GMSI IgM podem progredir para MW ou outra doenca
linfoproliferativa B, com uma probabilidade estimada de 1.5-3% ano (11). Doentes
com MW assintoméatica tem 55% de risco de progressao para MW sintomatica
(12).

Apesar da natureza indolente da MW, o seu prognostico é heterogéneo.
A presenca de citopenias, niveis elevados de B2-microglobulina, albumina baixa,
proteina monoclonal IgM sérica, organomegalias e idade avancada séao
considerados factores de progndéstico desfavoravel. O indice internacional de
prognostico (IPSS) para MW proposto por Morel et al. (2015) é o mais utilizado e
baseia-se em 5 factores de risco: idade >65 anos, hemoglobina <11.5g/dL,
plaquetas <100x10°, B2 microglobulina>3mg/L e proteinas  séricas

monoclonais>7g/dL. O baixo risco é caracterizado por valores de 0 a 1 sem



considerar a idade, >2 alto risco e o risco intermédio caracterizado por dois
achados ou idade > 65 anos (13).

Actualmente, os critérios para inicio da terapéutica sdo baseados na
presenca de sintomas e no status do doente (Tabela 3) (2). O inicio do tratamento
é, no entanto, razoavel em doentes que demonstram aumento dos niveis de IgM,
com sinais ou sintomas associados a progressdo da doenca. Em doentes nos
quais € necessario um controlo imediato da doenca, tais como doentes com
hiperviscosidade sintomatica, coagulopatia, crioglobulinemia, ou doenca de
aglutininas a frio, devera ser efectuada plasmaferese de modo a tentar uma
rapida reducdo da paraproteinemia IgM (14).

As opcdes terapéuticas actuais para a MW incluem o uso de agentes
alquilantes (clorambucil e ciclofosfamida), analogos de nucleosideos (fludarabina
e cladribina), anticorpo monoclonal rituximab (anti-CD20) e o inibidor do
proteosoma (bortezomib).

Tabela 3. Critérios para inicio de terapéutica na MW. Adaptado de Castillo et
al. 2013 (2)

Sintomas constitucionais (febre,suores nocturnos, cansaco, anemia e/ou perda de peso)

Linfoadenopatias e ou esplenomegalia sintomatica em progressao

Anemia Hb <10 g/dL

Plaquetas <100 x 10°%/L

Sindrome de hiperviscosidade

Neuropatia periférica sintomatica

Amiloidose sistemica

Crioglobulinemia sintomatica

1.4. Abordagem diagndéstica da Macroglobulinémia de Waldenstrom



1.4.1 Achados laboratoriais

Os doentes com LLP/MW apresentam normalmente anemia ligeira,
linfocitose e trombocitopenia. A anemia € em geral normocitica e normocromica.
No esfregaco de sangue periférico podem encontrar-se linfécitos plasmocitdides
caracterizados por nucleos excéntricos e citoplasma mais abundante e basofilo. A
formacao de rouleaux também é caracteristica. As trombocitopénias severas sao

encontradas apenas em estadios avancados da doenca (6).

A avaliacdo laboratorial do soro do doente através do estudo do perfil
proteico permite demonstrar a presenca, a quantidade e o tipo de proteina
anormal presente. O doseamento por densitometria ou nefelometria e a
caracterizagdo da paraproteinemia sao essenciais, assim como a eletroforese das
proteinas do soro que normalmente deve demonstrar presenca de imunoglobulina
monoclonal, visualizada como um pico na zona gama. Na MW a utilizacdo da
imunofixacdo é recomendada para caracterizar o tipo de cadeia pesada e leve
presente em cada amostra. A presenca de proteina monoclonal é caracterizada
por uma banda bem definida associada com uma classe de cadeia pesada (IgM,
IgG, ou IgA) e da banda de igual mobilidade, que reage com cadeias kappa ou
lambda. Este método tem grande aplicacdo na identificacdo de proteinas M
presentes em pequenas quantidades, que sao dificeis de detectar por outros
métodos. Devido as caracteristicas fisico-quimicas Unicas das paraproteinas,
doentes com os mesmos niveis de IgM podem ter viscosidades divergentes. A
maioria dos doentes com LLP /MW sao sintométicos quando a concentracao de
IgM no soro é acima de 3,0 g/dL (14).

Na medula 6ssea o padrdo de infiltracdo pode ser difuso, intersticial ou
paratrabecular. Nos esfregacos de aspirado de medula 6ssea os linfocitos podem
ser em numero normal ou aumentado. As células neoplasicas séao classicamente
descritas como apresentando um espectro, desde pequenos linfocitos a linfocitos
plasmocitoides ou até maduros (6). No ganglio linfatico o padrdo classico € o de

uma expansao paracortical de pequenos linfocitos associada a numeros variaveis



de células plasméticas, muitas vezes com corpos de Dutcher. A maior parte dos
linfocitos sdo pequenos, monocitdides, centroblastico ou imunobléasticos (8).

1.4.2 Imunofendtipo da Macroglobulinémia de Waldenstrém

O imunofendtipo dos linfocitos B da MW caracteriza-se pela expressao de
marcadores de superficie como IgM e antigénios pan-B CD19, CD20, CD22 e
CD79b, com intensidades de fluorescéncia que podem ir de moderada a forte. A
presenca de células plasméticas monoclonais é identificada pela expressao
CD38, CD138 e da IgM citoplasmatica sendo, normalmente positivas para CD45 e
CD19, ao contrario do que acontece com o mieloma mdultiplo (MM) em que as
células séo geralmente CD19 negativas e com baixa expressao para CD45 (14).
Na MW as células plasmaticas podem estar sub-representadas em amostras de
aspirado de medula 6ssea, ndo sendo por vezes possivel demonstrar a sua
presenca e/ou clonalidade (15). De acordo com as orientacbes de consenso do
Segundo Workshop Internacional sobre MW (16), assim como nha actual
classificacdo da OMS de 2008, os linfocitos da MW séo tipicamente negativos
para CD5, CD10 e CD23. No entanto, podem ocorrer excepcdes ao imunofendtipo
tipicamente descrito. Em 2005 Konoplev et al. e Hunter et al. demonstraram baixa
expressao de CD5, CD10 e CD23 na MW (6)(17) . Mais recentemente, um grupo
de investigadores da Clinica Mayo descreveu a expressdo de CD5 parcial e/ou de
baixa expressdo em cerca de 40% dos casos MW (14). Em 2014, Paiva et al.
descreveu um fenétipo de MW com CD22 de baixa expressdo, CD23-, CD25+,
CD27+, IgM+ (15). Em 89% dos casos o clone de células B de Waldenstrom é
também caracterizado pela auséncia de CD5, CD10, CDl1llc e CD103, em
contraste com a maioria dos outros sindromes linfoproliferativos maduros, com
excepcao do linfoma da zona marginal (LZM) (15). Um aumento do numero de
mastécitos na medula éssea também pode ajudar a diferenciar a MW de outros

linfomas de células B indolentes, (2)(6).



A avaliagdo do perfil imunofenotipico da MW por citometria de fluxo ndo é
consensual, no entanto, as recomendacdes do grupo EuroFlow preconizam que
0s LLP/MW e os LZM devem ser estudados de acordo com o painel apresentado
na Tabela 4. O imunofenotipo pressupde marcadores como: CD19+, CD22+,
CD20+, IgM+, CD38 variavel, LAIR+/-, CD27+, CD23-, CD10-, CDllc-. A
populacdo plasmocitaria tem um imunofenétipo de célula plasmética normal, por
vezes com restricdo das cadeias leves de superficie. E de notar que a auséncia
de uma populacgéo clonal de plasmaocitos nao exclui o diagnéstico. Em relacéo aos
LZM o imunofendtipo normalmente descrito apresenta CD19+, CD22+, CD20+,
CD11c+, CD38 variavel, IgM+/-, LAIR1+/-, CD27+, CD23-, CD10-, no entanto, ndo
€ um imunofendtipo caracteristico e assume-se como um diagnostico de exclusao
(18).

Tabela 4. Painel EuroFlow para avaliacdo dos Sindromes Linfoproliferativos B. Adaptado de
van Dongen et al. (2012) (18).

Tubo | Pacific Pacific FITC PE PerCP-  PE- APC APC- Objectivo
Blue Orange Cy5.5 Cy7 H7
CD20 CD45 CD8e CD56 CD5 CD19 smCD3 CD38 Tubo LST;
1 e CD4 smig e e DLPC-B
smigk TCR
2 CD20 CD45 CD23 CD10 CD79% CD19 CD200 CD43 LLCvsDLPC-B
guando
combindado
com LST
3 CD20 CD45 CD31 LAIR1 CDllc CD19 smig CD81 Subclassificacdo
de DLPC néo
4 CD20 CD45 CD103 CD95 CD22 CD19 CXCR5 CD49d LLC (ex: HCL,
MCL, FL, MZL,
5 CD20 CD45 CD62L CD39 HLADR CD19 CD27 LLP, DLBCL e

outras DLPC-B)

LST-lymphoide single tube, DLPC-B -chronic lymphoproliferative disorders-B, LLC-chronic
lymphocytic leukemia, HCL- hairy cell leukaemia, MCL- mantle cell lymphoma, FL-folicular
Lymphoma, LZM- marginal zone lymphoma, LLP- Lymphoplasmacytic Lymphoma, DLBC-Diffuse
large B-cell lymphoma, B-CLPD —B- Chronic lymphoproliferative disorders.



1.4.3 Alteracdes citogenéticas e moleculares

A alteracdo citogenética mais comum nos doentes com MW € a delecéo
do braco longo do cromossoma 6 (6q), que ocorre em cerca de 40-50% dos
doentes (15). Outras anomalias citogenéticas tém sido descritas, tais como
trissomia 4, trissomia 5, monossomia 8 e deleccdo do bragco longo do
cromossoma 20 (10).

Relativamente a patogénese molecular, ha mais de uma década que se
reconhece um papel central do factor nuclear-kappa B (NF-kB) na activacdo da
tumorigénese da MW (19). No entanto, apenas recentemente foi identificada uma
mutacao somatica no gene MYD88 (Gene de diferenciacdo mieldide de resposta
priméria 88) em cerca de 80-91% dos doentes com MW, MYD88 L265P (19)(20).
Esta mutac&o pontual, foi identificada apenas numa pequena percentagem de
doentes com neoplasias de células B com caracteristicas sobreponiveis a MW,
pelo que podera ser util no diagnostico diferencial entre LLP, LZM e MM ou
mesmo na reclassificacdo destas patologias. A mutacdo MYD88 L265P parece ter

um papel crucial na activacéo da via canénica do NF-kB (10).

1.5 Descoberta da mutacdo MYD88 L265P

O gene MYDB88, que codifica a proteina MYD88, foi identificado em 1990
como um gene de resposta primaria de diferenciacdo mieldide (21). Em 2012 a
sequenciacdo do genoma de doentes com MW permitiu a identificacdo de uma
variante somatica do gene MYD88 (cromossoma 3p22.2) na posi¢do 265, que
resulta na alteragdo do aminoéacido leucina (L) para prolina (P) (L265P) (22)(23).
Estudos iniciais demonstraram a presenca da mutacdo MYD88 L265P em 80-91%
dos doentes com MW (24), resultados posteriormente corroborados por varios
estudos independentes (4)(22). Esta mutacéo esta presente em aproximadamente
50-80% dos doentes com GMSI do tipo IgM, 14-29% dos linfomas B difusos de

10



grandes células do tipo ABC e em apenas 3-9% dos doentes com LZM, MM e
LLC (12) (22).

1.6 A Proteina MYD88

O gene MYD88, que codifica a proteina MYD88, foi identificado em 1990
como um gene de resposta primaria de diferenciacdo mieldide (21). Trabalhos de
Muzio et al. (1997) e Wesche et al. (1997) identificaram a MYD88 como proteina
adaptadora do receptor de interleucina 1 (IL-1R1) e demostraram que a MYD88
induz a transcricdo do factor nuclear kappa B (NF-kB) em resposta a sinalizacao
através do IL-1R1 (24) (25). Estruturalmente o MYD88 €& composto por um
dominio Toll/IL-1R (TIR) no terminal carboxilico e por um dominio de morte no seu
terminal amino (19).

Em modelos animais esta descrito, que os défices de MYD88 em ratos
provocam defeitos na proliferacdo de células T, bem como a inducao de proteinas
de fase aguda e citocinas em resposta a IL-1. Medzhitov et al. (1997), utilizando
estudos de sobre-expressao, e Kawai et al. (1997), em estudos com ratos com
deficiéncia de MYD88, comprovaram que o MYD88 é critico para a sinalizacao
TLR(26) (27). Em seres humanos a auséncia de MYD88 provoca infec¢des

bacterianas piogénicas.

Sabe-se actualmente que o MYD88 é uma proteina adaptadora crucial
para a sinalizacdo através da superfamilia dos receptores IL-1/IL-18/Toll e é
essencial para a inducao de NF-kB e sinalizacdo das proteinas cinases activadas
por mitogéneos (MAPK) em resposta a IL-18 (28). O MYD88 liga-se as serinas-
treonina kinases IRAK1 e IRAK2, actuando como um adaptador de ligagédo a IL-
1R1 a jusante das IRAK kinases (Figura 1).
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Figura 1- Sinalizagao celular davia TLR e IL1-R com activacdo da BTK e NF-kB. Adaptado
de Treon et al. (2012) (11)

Apoés estimulagcédo do IL-1R ou do TLR, o MYD88 é recrutado para o
complexo receptor activado como um homodimero e vai formar um complexo com
IRAK4, levando a activacdo da IRAK1 e IRAK2. Isto, por sua vez, leva a activacao

do factor de necrose tumoral associado 6 (TRAF6) e a activacdo de NF-kB

através de fosforilacdo de Ik — a (29) (Figura 1).
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1.7 A mutagcédo MYD88 L265P

Ngo et al. (2011) através do estudo de doentes com Linfoma B Difuso de
Grandes Células (LBDGC) tipo “activated B-cell” (ABC) com mutacdo MYD88
L265P demonstrou que a sobreexpressdo da mutacdo MYD88 L265P promove
um aumento da sobrevida das células tumorais em comparagédo com células wild-
type (WT) MYD88 (19). Do mesmo modo, observou-se que a mutacdo MYD88
L265P em linhas celulares imortalizadas de doentes com MW promove um
aumento de sobrevivéncia destas células, o que é consistente com uma mutacéo
de ganho de funcéo. Estudos semelhantes demonstraram que a inibicdo da
sinalizacdo MYD88/IRAK diminui a actividade do NF-kB e a sobrevivéncia das
células MYD88 L265P. Adicionalmente, Yang et al. (2013) demonstrou que na
MW com MYD88 L265P a inibicdo do MYD88 é acompanhada pela diminuicdo da
activacao da tirosina kinase de Bruton (BTK), e que a sobreexpressdo do MYD88

L265P aumenta a fosforilacdo da BTK.

Em conjunto, trabalhos de Ngo et al. e de Yang et al. demostram ainda que
as proteinas IRAK e BTK induzem, de forma independente, a activacdo do NF-kB,
sugerindo um modelo em que a mutacdo MYD88 L265P promove a activagéo do
NF-kB por duas vias independentes que sinalizam através da proteina kinase BTK
e/ou via IRAK1/IRAK4. Deste modo, o uso combinado de inibidores IRAK e BTK
podera ser benéfico para a eliminacdo das células que apresentem a mutacao
MYD88 L265P (1).

A mutacdo MYD88 L265P esta presente em cerca de 86-91% dos doentes com
MW, na maioria dos casos em heterozigotia, embora também tenha sido descrita
em homozigotia (30). Estudos posteriores demonstraram a presenca da mutacdo
MYD88 L265P em aproximadamente 50-80% dos doentes com GMSI do tipo IgM.
Estes achados sugerem que esta mutacdo somatica podera ser um evento
oncogénico precoce para o desenvolvimento da MW (31). Varettoni et al
observaram que a presenca da mutacdo MYD88 L265P em doentes com GMSI
IgM representa um factor progndstico independente de progressdo para MW.

Neste estudo verificaram que doentes com GMSI IgM e mutagdo MYD88 L265P
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apresentam ao diagnostico niveis de IgM mais elevados, diminui¢céo de IgG e IgA
e elevada incidéncia de proteinuria de Bence-Jones (22). Ainda num estudo de
Paiva et al. (2014) foram descritos, atraves da anélise de componentes principais
por citometria fluxo multidimensional, perfis fenotipicos altamente sobreponiveis
para as células B clonais de GMSI IgM assintomético e doentes com MW
sintométicos (7).

1.7.1 Mutac&o MYD88 L265P como marcador diagnéstico no LLP/MW

A identificacdo da mutacdo MYD88 L265P nas MW tem implicacbes no
diagnéstico de doentes com suspeita de MW, assim como nas opc¢les
terapéuticas (24). Nao sendo exclusiva desta patologia, a presenca da mutacao
MYD88 L265P devera apenas sustentar o diagnostico de MW, isto porque nao
discrimina entre GMSI IgM e MW e porque a sua presenca foi demonstrada em
outros linfomas, incluido o Linfoma B Difuso de Grandes Células do tipo ABC. No
entanto, a pesquisa desta mutacdo podera ser uma mais-valia no diagndstico
diferencial entre MW/LLP e outras entidades com caracteristicas clinico-
laboratoriais sobreponiveis, tais como o LZM, Mieloma Multiplo IgM ou LLC com
diferenciacéo plasmocitica, em que a mutacdo MYD88 L265P esta presente numa
minoria dos casos (3-9%), ndo afastando a hipotese de serem LLP/MW.
Adicionalmente, um estudo recente sugere que niveis mutacionais elevados de
MYD88 L265P na MO poderéo estar relacionados com evolucao para MW e que a
carga mutacional podera ajudar a discriminar GMSI IgM e MW, assim como
doentes GMSI IgM com maior risco de progressao (32). Alguns autores também
sugerem que o uso de técnicas de biologia molecular quantitativas podera ser Uutil

na avaliacao da resposta terapéutica (4).

As caracteristicas mais relevantes que distinguem as patologias com niveis

de IgM elevados encontram-se discritas na Tabela 4.
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Tabela 5- Diferencgas diagndsticas das gamapatias monoclonais IgM. Adaptada de Kapoor et al. 2015 (14)

GMS| MW MW MM oo
IgM assintomatica sintomética IgM Amiloidose LzM
Concer:jt;al(;i;) sefica <3g/dL 23¢g/dL Qualquer Qualquer Qualquer Baixa
. Normal Intertrabecular/
Infiltragdo medular % <109 2109 2109 210%; S
nfiltracdo medular % 10% 10% 10% 10%;PC /PC/LLP Intrasinusoidal
Sintomas/érgédos ~ « < b L c L d e
N&o N&o Sim Sim Sim Sim
lesados
Hiperviscosidade Nao Nao Sim Pouco Pouco Pouco
frequente frequente frequente
del.6q (30-
~ Podem ter +3q (19%);
Al 9
citote;((;é?ii; s/ del.6q ¢/ del.6q ausgfr:c/?i)a ?earr (11:14) ou Pt?ii'?i)er +54 (10%);
g IgH rearr IgH ' Del7q (19%)
Positivo Positivo Positivo . . .
MYD88 L265P
88 L265 (~80%) (~90%) (~90%) Negativo Negativo Negativo
CD22+
CDS56- 55153681 CD1lc+
Imunofenétipo - CD56- CD25+(88%) CD19- - CD25-
CD103- CD45- CD25+(44%)
CD103+(40%)
Risco de 1.5% ano 1° 5 anos: 12% 5-10% para i i
transformacgéo =7 >10 anos: 68% LDGC

Abreviaturas: IgM, Imunoglobulina M; LLP, linfoma lymphoplasmacitico; GMSI, gamapatia monoclonal de significado indeterminado; N/A, n&o
aplicavel; PC, células plasmaticas; WM,Waldenstrém macroglobulinemia, MM; Mieloma Mdiltiplo; LZM, Linfoma de Zona Marginal.

b- Sintomas constitucionais: hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia, anemia, hiperviscosidade, envolvimento organico, e raramente lesées
liticas.

c- Sintomas CRAB (hipercalcemia, insuficiéncia renal, anemia e lesfes 6sseas ).

d- Orgéos tipicamente envolvidos: rins,coragéo, nervos, lingua, trato gastrointestinal e figado. Doentes com amiloidose do tipo IgM de cadeia
leve (AL) tém, frequentemente, envolvimento pulmonar, linfatico, do nervo periférico e, mais raramente, cardiaco. A concentragédo de cadeias
leves livres tende a ser mais baixa comparativamente com a amiloidose néo IgM.

e- Envolve principalmente bago; as linfoadenopatias séo raras.

4.4 Mutacao MYD88 L265P e novos alvos terapéuticos

Actualmente sabe-se que a mutagdo MYD88 L285P nas células tumorais
origina a activagao do factor nuclear NF-kB através de duas vias de sinalizacdo
distintas que envolvem a Bruton Tirosina Kinase (BTK) e os receptores IRAK1 e
IRAK4, o que justifica que os doentes com esta mutacdo possam beneficiar da

terapéutica com inibidores da proteina kinase BTK (24). O ibrutinib, um inibidor
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oral da BTK, demonstrou induzir apoptose nas células de doentes com MW que
apresentam a mutacdo MYD88 L265P e tem sido utilizado em doentes
refractarios aos tratamentos de primeira linha. Para além do lbrutinib, estdo em

desenvolvimento clinico inibidores das proteinas IRAK (33).

Posteriormente a descoberta da mutacdo MYD88 L265P, Hunter et al
(2013) descreveram a presenca de mutacfes somaticas no gene CXCR4 em 30%
dos doentes com MW. Estas mutacdes sdo semelhantes as descritas na linha
germinal nos doentes com WHIM (Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections,
and Myelokathexis) e ocorrem no dominio carboxilico C-terminal que contém os
locais de fosforilacdo que regulam a sinalizacdo CXCR4-SDF-la (CXCR12).
Estudos in vitro demonstraram que células tumorais com mutacdo no gene
CXCR4 apresentam um aumento de activacdo da via CXCR4-CXCR12 com
aumento da expressao de factores de sobrevivéncia (AKT e ERK) e diminuicao de
apoptose induzida pelo ibrutinib (34). Na MW, mutacbes no gene CXCR4 co-
ocorrem com a mutacdo MYD88 L285P e estdo associadas a baixas taxas de
resposta ao Ibrutinib.

Em doentes com MW, Treon et al. (2014) demonstraram que as
mutacdes MYD88 L265P e no gene CXCR4 produzem diferengas importantes na
apresentacao clinica em doentes com WM, nomeadamente, na infiltracdo
medular, presenca de doenca extra-medular, niveis séricos de IgM,

sintomatologia ao diagnaostico e sobrevida global (35).
Estas descobertas recentes oferecem perspectivas futuras no sentido de

considerar as mutacbes MYD88 L265P e CXCR4 como marcadores prognosticos

e potenciais alvos terapéuticos na WM (19)(36).
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2. OBJETIVOS

Estudos recentes identificaram a presenca da mutacdo MYD88 L265P em
80-100% dos doentes com Macroglobulinemia de Waldenstrom e em
aproximadamente 47-87% dos doentes com Gamapatia Monoclonal de
Significado Indeterminado do tipo IgM (19). Esta mutacdo parece ser pouco
frequente nos Linfomas de Zona Marginal, Mieloma Mudltiplo e Leucemia

Linfocitica Crénica (3-9%).

O principal objetivo deste trabalho foi definir a prevaléncia da mutagéo
MYD88 L265P num grupo de doentes com suspeita diagnéstica de Linfoma

Linfoplasmocitico/Macroglobulinemia de Waldenstrom.

Os objetivos especificos foram correlacionar a presenga/auséncia da
mutacdo MYD88 L265P com:

- caracteristicas clinicas e laboratoriais, incluindo, diagnéstico, idade, sexo,
hemoglobina, leucécitos, plaquetas e niveis séricos de IgM;

- Fendtipo dos linfécitos B clonais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Populacéo estudada

Foram estudados 23 doentes seguidos na consulta de Hematologia do
Centro Hospitalar Universitario de Coimbra EPE, Centro Hospitalar de Leiria-
Pombal EPE e do Centro Hospitalar Tondela Viseu EPE, no periodo de 2010 a
2014. De acordo com os critérios da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de
2008. 15 doentes foram diagnosticados com MW, 4 com Linfoma da Zona
Marginal, 2 com Gamapatia Monoclonal de Significado Indeterminado e 2 com

Linfoma Linfoplasmocitico.

3.2 Amostras

Os estudos foram efectuados em amostras de medula éssea e/ou sangue

periférico em EDTA tripotassico.

3.3 Estudos moleculares

3.3.1 Extraccdo de DNA
O DNA gendmico foi obtido a partir de 200 pL de sangue total ou medula

ossea utilizando o kit DNA Blood Mini Kit (QuiagenTM, Germany) de acordo com

as recomendacg0des do fabricante.
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3.3.2 Pesquisa da mutacdo MYD88 L265P por reaccdo em cadeia de
polimerase (PCR) alelo-especifico (ASO-PCR)

A pesquisa da mutagdo pontual MYD88 L265P foi efectuada pela técnica
de PCR alelo-especifico (ASO-PCR) de acordo com Xu et al. (2013). Nesta
técnica os primers desenhados incluem um mismatch no 3° nucleétido a 3’ de
modo a aumentar a discriminacao do alelo normal (wild-type, wt) do alelo mutado
(mut), e aumentar a sua especificidade (32).

Foram utilizados dois primers reversos para diferenciar o alelo normal (T)
do alelo mutado localizados no exdo 5 do gene MYD88 e um primer directo

comum localizado no intréo 4 do gene MYDB88 (Tabela 6).

Tabela 6 — Primers para pesquisa da mutacdo MYD88 L265P

MYD88-Rwt 5— GCCTTGTACTTGATGGGGAaCA -3

MYD88-Rmut 5 — CCTTGTACTTGATGGGGAaCG -3’
MYD88-F 5 — AATGTGTGCCAGGGGTACTTA -3

Por amostra foram efectuadas 2 reac¢cbes de PCR, uma para amplificar o alelo
normal (primers F e Rwt) e outra para amplificar o alelo mutado (primers F e
Rmut). Para cada reacc¢ao de PCR foram utilizados aproximadamente 50 ng DNA
(~2 pL de DNA gendmico), 50nM de primer e a 1 U de enzima Platinum Tag DNA
polymerase (Invitrogen, ThermoFisher Scientific) num volume final de 25 uL. A
reaccdo de PCR foi efectuada no termociclador C1000TM Thermal Cycler (Bio-
Rad, CA, USA) com uma reaccdo enzimatica a 95°C, 3 minutos, seguida de 40
ciclos de desnaturagdo a 95°C 30 segundos, annealing a 57°C 30 segundos,
extensao a 68°C 30 segundos, com extensado final 68°C durante 5 minutos. Os

produtos amplificados tém 159 pares de bases (Figura 3).
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Primer Directo (Fwt)

‘\.

AATGTGTGCCAGGGGTACTTA (EATGGGGGI\TGG CTGTTGTTAACCCTGGGGTTGAAGA
CTGGGCTTGTCCCACCATGGGGCAAGGGCCTGATGCCAGCATGGCACCCCTTGGCTTGC
AGGTGCCCATCAGAAGCGAC(T/C)GaTCCCCATCAAGTACAAGGC

Primer Reverso (Rmut; Rwt)

Figura 2. Esquema do ASO-PCR para a mutagcdo MYD88 L265P. Adaptado de
Xu L. et al (2013) (32).

3.3.3 Electroforese em gel de agarose

Os produtos de PCR amplificados (159 pb) foram separados por electroforese em
gel de agarose 2% (Ultrapure™ agarose, Invitrogen) corado com Sybr® Safe DNA
(Molecular Probes, Invitrogen). Os fragmentos de amplificacdo foram visualizados
e fotografados através de um transiluminador de ultravioleta (Kodac EDAS 290;
Vilber Lourmat — UV).
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3.4 Imunofenotipagem

O estudo imunofenotipico da medula éssea e/lou sangue periférico foi
efectuado por citometria de fluxo, utilizando o citometro BD FACSCanto™ (BD
Bioscience San Jose,CA) de 8 cores (37) com 3 lasers e 8 fotomultiplicadores que
permite detectar os seguintes fluorocromos: Violeta; Pacific Blue™, AmCyan (455,
488 nm) Azul: FITC, PE, PerCP or PerCP-Cy5.5, PE-Cy7 (525, 575, 678 or 695,
785 nm) e Vermelho APC, APC-Cy7 (660, 785 nm). A monitorizacdo do
equipamento foi feita utilizando as Cytometer Setup Tracking (CST; BD
Bioscience San Jose,CA) e as rainbow 8-peak beads (Spherotech, Inc; Lake
Forest, IL).

Foi marcado um volume de 100uL de sangue periférico ou medula 6ssea
utiizando uma técnica de marcacdo directa e lise. Os anticorpos monoclonais
foram pipetados nos volumes e fluorescéncias recomendados pelo Grupo
Euroflow (37). Os painéis utilizados foram também os recomendados pelo grupo
Euroflow conforme apresentado na tabela 2 (18). Foram adquiridos 300 000
eventos por amostra. A analise das amostras foi realizada utilizando o software
FACSDiva 6.1 (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA). Os resultados

foram expressos em media de intensidade de fluorescéncia (MIF).

3.5 Andlise Estatistica

As variaveis numéricas foram descritas por média e intervalo, e as
variaveis categoricas por contagem e frequéncias relativas (percentagem). O teste
de Mann-Whitney foi utilizado para estimar a significancia estatistica
das diferencas entre os linfécitos B normais e patologicos no grupo de doentes
MYD88 L265P.

Para a analise estatistica foi usado o software GraphPad Prism versao 5.00
(GraphPad, San Diego, CA, USA). As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas para p-value <0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo da populacédo em estudo

As caracteristicas clinico-laboratoriais dos doentes estudados encontram-
se sumarizadas na Tabela 5. No total foram estudados 23 doentes, 15 com
Macroglobulinemia de Waldenstrom (MW), 2 com Gamapatia Monoclonal de
Significado Indeterminado tipo IgM (GMSI IgM), 4 com Linfoma da Zona Marginal
(LZM) e 2 com Linfoma Linfoplasmocitico (LLP).

Tabela 7. Caracteristicas clinico-laboratoriais da populacéo estudada a data de

diagndstico (n=23).

MW GMSI IgM LZM LLP p(valor)
n 15 2 4 2
Idade 73 81 74.8 72 0,56
(anos) (55-85) (80-82) (67-82) (69-75)
Sexo -
(FIM) 1/14 1/1 2/2 1/1
Hemoglobina 12,8 13,6 13,9 12,9 0,87
(g/dL) (9,5-16,6)  (13,4-13,7) (10,7-16,2) (12,8-13,1)
Linfécitos 4.6 1,1 7,8 42 0,41
(10%L) (1,3-24,1) (0,8-1,4)  (2,6-13,6) ’
Plaquetas 207 109 169 158 0,39
(10%L) (66-341) (66-152)  (135-209) (97-218)
laM 16,5 2,37 7,8 0,43 0,22
(g 1) (0,17-60,68) (1,9-2,9) (0,32-13,6) (0,40-0,46)
IgM -
=23 14/15 1/2 2/4 0/2
% células B 19 17 41,75 2 0,22
monoclonais (1-58) (4-29) (9-87) (1-3)

Resultados expressos em valor médio, valor maximo e minimo entre parénteses. Andlise
estatistica ANOVA. MW-Macroglobulinemias de Waldenstrém, GMSI - Gamapatia monoclonal de
significado indeterminado tipo IgM, LZM- Linfoma da Zona Marginal, GM- Gamapatia Monoclonal,

LLP- Linfoma Linfoplasmocitico.
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Os 23 doentes estudados tinham idades compreendidas entre os 55 e 0s
85 anos, 18 do sexo masculino, 5 do sexo feminino. Relativamente aos
parametros clinico-laboratoriais avaliados ndo se encontraram diferencas
estatisticamente significativas entre os diferentes grupos. Os valores de
hemoglobina situavam-se entre os 9.5 g/dL e os 13,7 g/dL (valores normais J:
13.5-18 g/dL Q: 12.0-16.0 g/dL). O valor de linfécitos entre os 0,8x10%L e os
13.6x10%/L (valor normal 4.5-11.0 x10%/L), estando o valor de plaguetas entre as
66x10°%/L e as 341x10%/L (valor normal 150-450 x10%L). A concentracdo de IgM
vai do negativo 0.17g/L até valores de 60.68g/L (valor normal 0,4-2,3g/L), ainda
que o valor médio na MW seja superior, ndo difere estatisticamente.
Em relacéo ao clone patoldgico, foram detectados clones de 1% até 87%, sendo o

valor médio superior para o grupo de LZM.

4.1 Pesquisa da mutacdo MYD88 L265P

A pesquisa da mutacdo MYD88 L265P foi efectuada em DNA de medula
0ssea ou sangue periférico, por PCR Alelo-Especifico (ASO-PCR) (Figura 4).

Dos 23 doentes estudados, em 15 (65,2%) foi detectada a mutacdo L265P
no gene MYDB88.

Figura 3 — Electroforese em gel de agarose do produto do ASO-PCR.

A) Reaccdo para o alelo WT do MYD88; B) Reac¢éo para o alelo L265P do MYD88.

Linha 1 e 2 : presenga da mutacdo MYD88 L265P; Linha 3 — auséncia da mutagdo MYD88
L265P; Linha 4 — Controlo Positivo para MYD88 L265P; Linha 5- Branco.

A mutagdo MYD88 L265P estava presente em 13/15 (86,7%) doentes com MW,
em 1/2 dos GMSI IgM, em 1/4 dos LZM e em 0/2 LLP Tabela 6.
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Tabela 8. Mutacdo MYD88 L265P por grupo de doentes em estudo

(n=23).
Entidade n MYD88 L265P (%)
MW 15 13 (86,7%)
GMSI IgM 2 1
LZM 4 1
LLP 2 0

4.2 Correlacdo entre a presenca da mutacdo MYD88 L265P e as
caracteristicas clinico-laboratoriais.

De acordo com a presenca da mutacdo MYD88 L265P foram comparadas

as caracteristicas clinico-laboratoriais dos doentes em estudo Tabela 7.
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Tabela 9. Caracteristicas clinico-laboratorias de acordo com a presenca da mutacao
MYDB88 L265P.

MW (n=15) GMSI IgM (n=2) LZM (n=4)

MYDBSWT | gp | MYDBSWT | {ggp | MYDBSWT | {565

(n=13) (n=1) (n=1)
(Igr?g; (5655%’852) (677—%5) e 80 (6776—’832) 70
?F%O) 11 112 o1 1/0 211 o1
Hem(g%lf)b " (13,14%’163,7) (9,;-21,2,6) 13,7 13.4 (10,173-'116,2) 16,2
Ll?lfggj;_t;) ) (z,glg,l) (1,3284,1) 0.8 14 (2,65—fl,6) 13,6
F)Izalqol‘f‘/eLt)a > (661-(1%2) (8292—13%,471) = 513 (1%?%89) 135
(Igll\lfl) (8,39%502,9) (o,igig;,s) 2,86 1.88 (0,3%-3133,6) 1,38
%CCFZ'E‘L?E ° (1-1,5) (1?5?8) e & (9?37) e
Cadeias K/A 200 o/4 1/0 0/ 300 01

Dado o numero reduzido de doentes estudados em cada grupo nao foi possivel
efectuar uma andlise estatistica. No entanto, os dados sugerem que os doentes
com MW MYD88 L265P apresentam idade ao diagnéstico, contagem de
plaguetas e percentagem (%) de CD19 superior aos doentes sem mutacao
MYD88 e com uma ligeira predominancia de cadeias K. Por outro lado, o doente
GMSI IgM com mutacdo MYD88 L265P, em comparacdo com o doente GMSI IgM
MYD88 WT apresenta contagem de plaquetas, niveis de IgM e % CD19 mais
baixas. No grupo de doentes com LZM, o doente com mutagdo MYD88 L265P
apresenta menor idade ao diagnostico, niveis IgM mais baixos e maior numero de

leucécitos e % CD19 em comparacdo com os LZM MYD88 WT.
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Os doentes foram ainda agrupados de acordo com a presenca/auséncia da
mutacdo MYD88 L265P independentemente do diagnostico final (Tabela 8). Para
0s parametros avaliados ndo se encontraram diferencas estatisticamente
significativas, no entanto, os doentes com mutacdo MYD88 L265P parecem ter

maior numero de linfocitos e plaquetas que os doentes MYD88 WT.

Tabela 10. Caracteristicas clinico-laboratorias de acordo com o estado mutacional

do MYD88.

MYD88 WT

MYD88 L265P

(n=8) (n=15) p (valor)
Idade 74 (55-82) 74 (67-85) 0,97
(anos)

Sexo 4/4 2/13 na
(F/IM)

Hemoglobina 13,2 (10,7-16,2) 13,3 (9,5-16,6) 0,82

(g/dL)
Linféé:itos 3,9 (0,8-11,6) 5,2 (1,3-24,1) 0,64
(20°/L)
Plaqléetas 153 (66-218) 206 (66-341) 0,15
(10°/L)
IgM
11,6 (0,32-60,9 11,8 (0,17-32,5 0,97
(g/L) ( ) ( )
% célula_ls B 19 (1-87) 23 (1-58) 0,69
clonais
Cadeias K/A 6/2 9/6 na

MYD88 WT — sem mutacg&o
MYD88 L265P- com mutacéo
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4.3 Imunofendtipo e presenca de mutagcdo MYD88 L265P

A imunofenotipagem por citometria de fluxo tem demonstrado ser de
grande valor para o diagnostico diferencial de neoplasias linfoproliferativas das
células B, sendo também importante para o prognostico de doentes com GMSI
IgM e MM. A sua utilizagdo em WM foi altamente recomendada no “International
Workshop on Waldenstrom Macroglobulinemia de 2003”, no entanto, ndo existe

consenso sobre as caracteristicas imunofenotipicas do clone de MW (15).

Neste estudo foi re-avaliado, para cada doente, o imunofendtipo por
citometria de fluxo através da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de

cada anticorpo monoclonal que integra o painel Euroflow.

Os doentes classificados como MW, GMSI IgM e LLP foram separados em
2 grupos, de acordo com o estado mutacional do MYD88 de modo a avaliar se
existem diferengas entre as MIF e o imunofen6tipo MYD88 L265P n=13; MYD88
WT n=5). Apesar de ndo se observarem diferengas estatisticamente significativas,
observou-se que o0 grupo de doentes com MYD88 L265P apresenta MIF
tendencialmente aumentada para o CD38 e CD79b com diminui¢cdo de expressao
de CD19, CD20, CD22, CD305 e CD11c em relacdo aos doentes MYD88 WT
Figura (4).
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Figura 4- Avaliacao da média de intensidade de fluorescéncia para cada monoclonal do painel

EuroFlow, tendo em conta o diagnéstico e a mutacdo MYD88 L265P.
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Foi ainda calculado o racio da média de intensidade de fluorescéncia (MIF)
entre os linfécitos B patoldgicos e os linfécitos B normais (LBp/LBn) para 0s
doentes classificados como MW, GMSI IgM e LLP com e sem mutagdo MYD88
L265P, Tabela 8.

Tabela 11. Avaliacdo do imunofenétipo através dos réacios (/linfécitos B
patolégicos/ linfécitos B normais) calculados para os doentes classificados como
MW, GMSI IgM e LLP com mutagdo MYD88 L265P e sem mutacd MYD88 WT.

MYD88 L265P MYD88 WT
(n=14) (n=5) p (valor)
CD19 1.28+0.33 1.07+0.51 Ss
CD20 1.02+0.46 1.20+0.54 Ss
CD38 1.08+0.57 0.37+0.21 0.005
CD23 1.04+0.18 0.87+0.79 0.05
CD10 0.93+0.22 1.26+0.85 SS
CD79b 2.13+£3.96 1.03+0.55 0.05
CD200 2.27+4.32 1.19+1.22 SS
CD43 2.51+3.93 2.40+4.70 SS
CD31 1.29+0.73 1.43+0.55 SS
CD305 4.77+6.60 10.76x4.47 Ss
CDl1lc 2.19+2.31 2.98+0.46 Ss
IgM 4.42+11.58 14.24+16.23 Ss
CD81 0.98+0.13 0.87+0.38 SS
CD103 0.99+1.35 1.00+0.26 SS
CD95 5.85+16.37 0.90+6.28 SS
CD22 0.93+0.83 1.37£1.43 Ss
CD185 1.91+3.46 0.92+1.03 SS
CD49d 1.0+0.62 1.28+0.15 SS
CD62L 1.06+0.21 1.10+0.32 SS
CD39 1.47+1.06 1.44+1.18 SS
HLADR 1.25+0.79 1.03+0.15 SS
CD27 0.95+0.14 3.86+3.54 0.006
CD45 1.45+1.29 1.09+0.34 SS
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Da avaliacdo do imunofenoétipo através dos récios (linfécitos B patoldgicos/
linfécitos B normais, foi possivel observar que se verificaram diferencas
estatisticamente significativas para 4 anticorpos monoclonais (CD38, CD23,
CD79b e CD27). Observou-se também em relacdo aos marcadores de linha B
(CD19/CD20/CD22 e CD79b) uma tendéncia para o racio de CD22 ser mais
diminuido e o racio de CD79b mais elevado quando comparados entre si, no
grupo MYD88 L265P. Dos restantes marcadores poderemos destacar racio para o
CD38 como sendo o racio mais diminuido para o grupo MYD88 WT e por sua vez

os racios de CD305 e IgM como 0s mais elevados para 0 mesmo grupo.
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5. Discusséao

A Macroglobulinemia de Waldenstrém é um linfoma de células B raro que
se caracteriza pela acumulacdo descontrolada de células malignas
linfoplasmociticas, principalmente na medula O6ssea, com producdo de
Imunoglobulinas do tipo IgM monoclonais.

Relativamente a patogénese molecular, h4 mais de uma década que se
reconhece um papel central do factor nuclear-kappa B (NF-kB) na activacédo da
tumorigénese da MW (19). Recentemente, a sequenciacdo do genoma de
doentes com MW veio revolucionar a compreensao da biologia desta doenca com
a identificacdo de mutacBes somaticas recorrentes, nomeadamente a mutacao
L265P no gene MYDS88 (2). Estudos recentes demonstraram a presenca desta
mutacdo em 80-100% das MW, 50-80% das GMSI IgM e em apenas 3-9% dos
doentes com LZM, MM e LLC (19), pelo que a identificacdo da mutacdo MYD88
L265P podera ser utii como marcador diferencial com outras patologias com
componente IgM. Estudos in vitro comprovaram que a mutacdo MYD88 L265P
confere ganho de fungdo e promove a sobrevida e crescimento celular na MW
(14).

Neste trabalho foram incluidos 23 doentes, 15 com Macroglobulinémia de
Waldenstom, 4 com Linfoma da Zona Marginal, 2 com Gamapatia Monoclonal de
Significado Indeterminado IgM e 2 com Linfoma Linfoplasmocitico. Os doentes
com MW eram maioritariamente do sexo masculino (81,2%) e apresentavam
niveis médios de IgM mais elevados, quando comparados com 0S outros grupos,
tal como esperado. Em todos os doentes foi pesquisada a mutacdo MYD88
L265P pela metodologia de PCR alelo-especifico (ASO-PCR), de acordo com o
procedimento descrito por Xu et al. (2013). Esta metodologia tem uma
sensibilidade estimada para detectar a mutacdo MYD88 L265P de 0,1%, raz&o
pela qual foram efectuados estudos em amostras de DNA obtidas de sangue

periférico e medula éssea sem separacao celular prévia de células CD19.
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No grupo de doentes em estudo, a mutacdo MYD88 L265P foi detectada
em 13/15 (86,7%) das MW, 1/2 GMSI IgM, 1/4 dos LZM e 0/2 dos LLP.

A mutacdo MYD88 L265P foi mais prevalente nos doentes com MW, numa
percentagem semelhante a descrita na literatura, entre os 71% e 90% (22)(19).
Um doente com GMSI IgM também apresentava mutacdo MYD88 L265P. No
grupo dos LZM a prevaléncia da mutacdo foi um pouco superior ao descrito por
Varettoni et al. (2013), o que pode ser justificado pelo reduzido numero de
amostras estudadas. A metodologia de ASO-PCR permitiu detectar a mutacao
MYD88 L265P num doente (MW) com apenas 0,8% de CD19 monoclonais na
MO, comprovando a elevada sensibilidade da técnica.

Em cada grupo de doentes de acordo com o estado mutacional do MYD88
foram comparadas as caracteristicas clinico-laboratoriais. Nos parametros
avaliados: idade, hemoglobina, linfécitos, plaquetas, IgM séria e % de células B
clonais, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os
doentes com e sem mutagdo MYD88 L265P. Adicionalmente, independetemente
do diagnostico, os doentes foram agrupados tendo em conta a mutacdo MYD88
L265P, ndo se encontrando diferencas estatisticamente significativas. Ha que ter
em conta que a amostra estudada é pequena, no entanto, Jimenez et al. (2013),
num estudo com 148 doentes (128 MYD88 L265P e 20 MYD88 WT), nédo
encontraram diferencas consistentes nestas caracteristicas clinicas e biologicas
em correlacdo com o estado mutacional do MYD88. Contrariamente, Xu et al.
(2014) observaram que os doentes com MW MYD88 L265P apresentavam maior
envolvimento da MO e niveis séricos de IgM mais elevados do que os doentes
com MW MYD88 WT. Embora a WM seja uma neoplasia linfoproliferativa
secretora de IgM, ndo existe um nivel de IgM sérica minimo, nem uma
percentagem minima de infiltracdo da medula Ossea para estabelecer um
diagnéstico e ha grande heterogeneidade entre os doentes quanto a estas
caracteristicas biolégicas (29). Dos doentes estudados, 14/ 15 MW apresentavam
niveis de IgM aumentados, assim como 2/4 LZM, nao existindo aumento de IgM
no grupo dos Linfomas Linfoplasmociticos. A concentragdo da paraproteina IgM

tem sido relatada como um factor prognéstico para a progressdo em diferentes
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estudos, sendo o significado progndstico dos niveis de hemoglobina, linfocitose, e

nivel sérico de albumina mais controverso (22).

Atualmente ndo existe consenso sobre o Imunofenétipo do clone de MW
(15). No entanto a citometria de fluxo tem-se demonstrado particularmente Util
distinguir patologias linfoproliferativas B de WM, bem como de discrasias de
células plasmaticas IgM tais como GMSI IgM e mieloma multiplo IgM com base no
imunofendtipo especifico das células plasmaticas(38).
O imunofétipo mais frequentemente encontrado em casos de MW esta descrito
como apresentando CD19"/CD22"V/CD23/CD25"/CD27" e IgM de superficie (38).
O imunofendtipo das MW sugere que a célula B se encontra num estadio
avancado de diferenciacéo e que, provavelmente, deriva de células B de memoria
IgM que sofre uma mutacdo somatica, mas né&o isotipica (14). Jimenez et al.
(2013), encontraram algumas diferengas imunofenotipicas minor entre doentes
com e sem mutacdo MYD88 L265P, nomeadamente na expressdo de FMCY7,
mais frequente na auséncia da mutacdo, sendo a expressao de CD23 mais
frequente nas MW MYD88 L265P (4). Observaram ainda que doentes com MW e
mutacdo MYD88 L265P apresentam um padrdao de expressdao de CD27
heterogéneo ao contrario dos negativos para a mutacdo, que sdo normalmente
positivos ou fortemente positivos para CD27 (4). Também Jelinak et al (2017)
descrevem um padrédo heterogéneo para CD27 e CD38. Apontam ainda que o
CD79b seréa sobre expresso em doentes com MW e gque CD305 por sua vez
sofrera up-regulation nos doentes com LZM, sendo segundo estes autores o
melhor indicador nos casos de doentes com MW para conseguir fazer a
discriminagéo da patologia.

. Neste estudo foi re-avaliado, para cada doente, o imunofenotipo por citometria
de fluxo através da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de cada
anticorpo monoclonal que integra o painel Euroflow, de modo a verificar se

existem diferecas de MFI para os doentes com e sem mutacdo MYD88. Para
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todas as amostras estudadas foi encontrado um imunofenétipo de célula B
madura, conforme descrito na literatura (4).

No grupo de doentes estudado, ndo se encontraram neste trabalho
diferencas estatisticamente significativas para as MIF dos anticorpos tendo em
conta a presenca/auséncia de mutacdo MYD88 L265P. No entanto foi possivel
observar que o grupo de doentes com MYD88 L265P apresenta uma media de
fluoréscencia tendencialmente aumentada para CD79b, com diminuicdo de
expressdo para CD19/CD20 e em particular de CD22, dados corroborados pela
literatura (7)(15). No grupo MYD88 WT verifica-se uma tendéncia de aumento
para o CD305 e IgM de superficie, facto ja observado noutros estudos (38).

Esta tendéncia é parcialmente refletida quando séo avaliados os racios

entre os linfécitos B patologicos e o linfécitos B normais.

Da avaliacdo do imunofendtipo através dos réacios (linfécitos B patoldgicos/
linfécitos B normais),verificaram-se diferencas estatisticamente significativas para
4 anticorpos monoclonais (CD38, CD23, CD79%b e CD27). Observou-se em
relacdo aos marcadores de linha B (CD19/CD20/CD22 e CD79b) uma tendéncia
para o racio de CD22 (0.93+0.83) ser 0 mais diminuido, e o racio de CD79b
(2.13+3.96) mais elevado no grupo MYD88 L265, tendéncia ja observada na
avaliacdo da média de fluorescéncia. . O CD79b faz parte do complexo receptor
da célula B (BCR), sendo necessario para a expressao e funcdo deste mesmo
receptor, e funciona como um marcador de identificdo de linha B. A sua sobre
expressao foi considerada por Jelinek et al. (2017) como um achado comum nas
MW. No mesmo estudo € verificada a sub expressdo de CD22 proteina
transmembranar que regula a sinalizacdo da célula B induzindo proliferacdo ou
apoptose, observagdes que corroboram os resultados obtidos neste trabalho. O
CD27 € um receptor da superfamilia de factores de necrose tumoral (TNF), sendo
um marcador pds centro germinal, positivo em células de memoaria (39) . Tem-se
verificado que o seu padrdo ndo é homogéneo podendo a sua expressao variar
(38). Neste estudo, este anticorpo apresenta expressédo elevada no grupo de
doentes com MW MYD88 WT. Também Jimenez et al.(2013) demonstrou que

para o grupo de doentes com MYD88 WT o CD27 era fortemente expresso.
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Quanto ao CD23, receptor de baixa afinidade para Ig E apresenta um racio baixo
(1.08+0.57; CD23: 0.87+0.79) para o grupo L265P e WT, respectivamente sendo
gue na literatura se encontra descrito a down regulation desta proteina em células
B patologica com envolvimento linfoplasmocitario (15). Dos restantes marcadores
poderemos destacar racio para o CD38 (0.37+0.21) como sendo o racio mais
diminuido para o grupo MYD88 WT e por sua vez os racios de CD305 (10.76+4.47)
e IgM (14.24+16.23) como o0s mais elevados. O CD38, glicoproteina de membrana
presente em células imaturas ou comprometidas a uma linha, também se
encontra baixo, o que se justifica segundo a literatura, pois os linfécitos B em
estudo neste trabalho sdo células maduras e ndo estdo a ser aqui avaliadas as
células plasmaticas (15).

O racio para CD305 ou LAIR1 ( receptor-1 de imunoglobulina associada a
leucécitos) com funcdo de mediar sinalizacdo inibidora da células B, esta
aumentado (10.76+4.47) para o grupo MYD 88 WT, estando descrita na literature
para doentes sem mutacao (38). Em relacdo aos racios IgM que séo elevados
para ambos os grupos (4.42+11.58; 14.24+16.23), a sua sobre expressao também
esta descrita para doentes com e sem mutagdo nas patologias aqui estudadas,
facto que justifica o overlap destas neoplasias que cursam com aumento de IgM,
ndo sendo assim possivel utiliza-lo com parametro para diagnostico diferencial(6).
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Conclusao

Neste trabalho foi efectuada a pesquisa da mutacdo MYD88 L265P em 23

doentes com suspeita diagnostica de LLP.

A mutacdo MYD88 L265P foi mais prevalente nos doentes com MW, tendo
sido detectada em 86,7% das MW, 50% GMSI IgM, 25% dos LZM e 0% dos LLP,
0 gque esta de acordo com os dados da literatura a excepcéo do LZM (22)(19).

N&o foi encontrada associagdo estatisticamente significativa entre a
presenca da mutacdo MYD88 L265P, parametros laboratoriais e caracteristicas
imunofenotipicas para o painel de anticorpos monoclonais utilizado. No entanto
foram encontradas por citometria de fluxo na avaliacdo das médias de intensidade
de fluorescéncia, algumas tendéncias, nomeadamente um aumento para CD38 e
CD79b e diminuicdo de CD19, CD20, CD22, CD305 e CD11c no grupo MYD88
L265P. Foram também encontradas diferencas estaticamente significativas para o
racio das médias de fluorescéncia entre linfécitos B patoldgicos e linfocitos B
normais nos seguintes marcadores CD79b, CD38, CD27 e CD23 nos doentes
com e sem mutacdo MYD88 L265P.

O diagnéstico diferencial da MW com outros linfomas B de pequenas
células, de MM ou de outras patologias linfoproliferativas B de células maduras,
baseado nas caracteristicas patoldgicas e fenotipicas, € por vezes dificil e
laborioso. Este facto deve-se a frequente sobreposicdo destas caracteristicas e a
variedade de linfocitos maduros com varios graus de diferenciacdo plasmatica
gue estas patologias podem apresentar (3). Neste contexto, dada a elevada
associacdo entre a mutacdo MYD88 L265P e a MW, a incorporacdo deste
marcador genético nos algoritmos de diagnostico é uma mais-valia na

discriminacdo da MW de outras neoplasias com caracteristicas semelhantes.
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