= LGAS MONIZ SCHIOOL | INSTITUTO UNIVERSITARIO
of IILALTT] & SCIENCL | EGAS MONIZ

INSTITUTO UNIVERSITARIO EGAS MONIZ

MESTRADO EM ANALISES CLINICAS

METODOS LABORATORIAIS PARA O DIAGNOSTICO DE
MIELOMA MULTIPLO

Trabalho submetido por
Yolanda Zenzela

para a obten¢do do grau de Mestre em Analises Clinicas

Outubro de 2025






= LGAS MONIZ SCHIOOL | INSTITUTO UNIVERSITARIO
of IILALTT] & SCIENCL | EGAS MONIZ

INSTITUTO UNIVERSITARIO EGAS MONIZ

MESTRADO EM ANALISES CLINICAS

METODOS LABORATORIAIS PARA O DIAGNOSTICO DE
MIELOMA MULTIPLO

Trabalho submetido por
Yolanda Zenzela
para a obten¢do do grau de Mestre em Analises Clinicas

Orientado pela Prof® Doutora Maria Guilhermina Martins Moutinho ¢
coorientado pela Dra. Teresa Gago

Outubro de 2025






Agradecimentos

Agradego, em primeiro lugar, 8 minha mae, Margarida da Fonseca, que me deu a vida e
me amou incondicionalmente. Apesar de ndo termos partilhado o mesmo teto ao longo
da minha infancia e juventude, a sua existéncia faz-me sentir com os pés bem assentes no

chdo e ajuda-me a caminhar com seguranga.

A minha irma, Joaquina Rufino, que me estendeu a mao numa fase crucial do meu cres-
cimento, deixo a minha gratiddo. O seu amor foi 0 meu maior conforto; a sua bondade, o

meu lar acolhedor.

Ao meu marido, Dinis Zenzela, que me incentivou desde o inicio desta jornada, cami-
nhando ao meu lado desde o final do ensino secundario. Agradeco profundamente o apoio
financeiro a minha licenciatura, bem como o suporte emocional e psicologico que sempre
me ofereceu. Hoje, mais uma vez, deste tudo para que eu pudesse alcangar este objetivo.
Obrigada por apoiares cada etapa da minha formagao e por estares sempre presente nos
momentos mais dificeis. A tua paciéncia, dedicacdo e amor incondicional deram-me for-

cas para seguir em frente e concretizar este sonho.

Aos meus filhos, Diomar Natanael e Dagmar Sofia, que s3o a minha fonte inesgotavel de
inspira¢do e energia, o meu mais sincero agradecimento. Os vossos abragos e sorrisos
foram sempre o meu melhor remédio. Motivam-me todos os dias a lutar e a acreditar que

cada passo dado ¢ uma conquista que vale a pena.

A Professora Doutora Guilhermina Moutinho, minha tutora, agradeco por confiar em
mim e por me fazer acreditar que sou capaz de superar qualquer desafio. A sua orientag@o

e apoio foram essenciais para o meu percurso académico.

A Doutora Teresa Gago, minha coorientadora, que, mesmo com o pouco tempo de con-
vivéncia, aceitou este desafio e me apoiou de forma generosa e disponivel. Agradego-lhe

profundamente pela sua dedicag@o e pela mao amiga que me estendeu.

A Doutora Paula Caseiro, pelo acompanhamento préoximo e dedicado ao longo de todo o
processo de estagio e elaboracdo da monografia. A sua orientagdo, sempre atenciosa e

paciente, contribuiu significativamente para o sucesso deste trabalho.

Ao Instituto Universitario Egas Moniz, pela formagdo de exceléncia, pelo ambiente aca-
démico enriquecedor e pelas oportunidades de crescimento pessoal e profissional propor-

cionadas ao longo deste percurso.



A todos os que caminharam comigo, acreditaram em mim e contribuiram para esta con-

quista, a minha eterna gratiddo. Este trabalho ¢ também vosso. Muito obrigada por tudo!



Resumo

O mieloma multiplo (MM) é uma neoplasia maligna das células plasmaticas, ca-
racterizada pela prolifera¢do clonal de células plasmatica na medula éssea, que compro-
mete a hematopoiese normal. A incidéncia ¢ superior em individuos afro-americanos e
do sexo masculino. O diagnoéstico baseia-se numa avaliagdo clinica e laboratorial e requer
a presenga de, pelo menos, um evento definidor de mieloma (CRAB: hipercalcemia, in-
suficiéncia renal, anemia e lesdes Osseas) associado a plasmocitose medular clonal supe-
rior a >10%. Objetivo: analisar e sistematizar, através de revisdo bibliograficaos princi-
pais métodos laboratoriais utilizados no diagndstico do MM, destacando a sua eficécia,
precisdo e aplicabilidade na pratica clinica. Metodologia: Foi realizada uma revisao bi-
bliografica com recurso a base de dados cientificas (Pubmed, Medline, Cochrane Li-
brary). Foram selecionadas 79 referéncias cientificas publicadas entre 2002 e 2025 sobre
Mieloma multiplo. Conclusdo: O diagnodstico do MM requer uma abordagem multidis-
ciplinar, integrando dados laboratoriais, clinicos e imagiologicos, essenciais para a defi-
ni¢do do estadiamento, prognodstico e planeamento terapéutico. A vigilancia regular ¢ fun-
damental para detetar precocemente a progressao de gamopatias monoclonais de signifi-
cancia indeterminada (MGUS) para MM,

Palavras-chave: Métodos laboratoriais, Diagndstico, Mieloma Multiplo.
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Abstract

Multiple myeloma (MM) is a malignant neoplasm of plasma cells, characterized by the
clonal proliferation of plasma cells in the bone marrow, leading to impairment of normal
hematopoiesis. Its incidence is higher among African American individuals and males.
Diagnosis is based on clinical and laboratory evaluation and requires the presence of at
least one myeloma-defining event (CRAB: hypercalcemia, renal insufficiency, anemia,
and bone lesions) associated with clonal bone marrow plasmacytosis >10%. Objective:
To analyze and systematize, through a literature review, the main laboratory methods
used in the diagnosis of MM, highlighting their effectiveness, accuracy, and applicability
in clinical practice. Methodology: A literature review was conducted using scientific da-
tabases (PubMed, Medline, and the Cochrane Library). A total of 79 scientific references
published between 2002 and 2025 on multiple myeloma were selected. Conclusion: The
diagnosis of MM requires a multidisciplinary approach, integrating laboratory, clinical,
and imaging data, which are essential for disease staging, prognostic assessment, and
therapeutic planning. Regular monitoring is crucial for the early detection of progression

from monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) to MM.

Keywords: Laboratory methods; Diagnosis; Multiple Myeloma.
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Introducgio

I. INTRODUCAO

O mieloma multiplo (MM) é um cancro do sangue que afeta os plasmdcitos, um subtipo
de globulos brancos que se encontram na medula 6ssea. Estas células tém como principal
fun¢do a produgdo de anticorpos, que ajudam o organismo a combater infe¢des. No en-
tanto, nesta doenga, os plasmocitos tornam-se malignos e comegam a multiplicar-se de
forma descontrolada, ocupando o espago normal da medula 6ssea e produzindo grandes
quantidades de uma proteina anormal que ndo desempenha qualquer fun¢do 1til no sis-
tema imunitario. O excesso de células tumorais e da proteina que produzem pode provo-
car diversas complicagdes, como anemia, lesdes Osseas, insuficiéncia renal e maior sus-

cetibilidade a infegoes.

O MM representa aproximadamente 1 a 2% das doengas oncologicas e 17% das doengas
hemato-oncologicas, sendo a segunda mais comum depois do linfoma. E relativamente
mais frequente em individuos do sexo masculino e duas vezes mais comum em afro-

americanos comparativamente aos caucasianos.

O diagndstico do MM, baseia-se em exames laboratoriais que permitem identificar a pre-
senca das proteinas anomalas no sangue e na urina, bem como avaliar o grau de infiltragcdo
da medula 6ssea. A eletroforese, a imunofixacdo, a analise das cadeias leves livres ¢ a
bidpsia Ossea sdo alguns dos exames habitualmente utilizados. Estes métodos sdo fre-
quentemente complementados por exames de imagem, como a ressonancia magnética ou
a tomografia computorizada, que ajudam a detetar alteracdes Osseas provocadas pela do-

enca.

Este trabalho teve como objetivo (i) fazer uma revisao dos critérios de diagndstico do
mieloma multiplo, (ii) analisar os métodos laboratoriais e citogenéticos utilizados, (iii)
discutir fatores de risco e predisposicao genética e (iv) apresentar a relevancia da moni-

toriza¢do da doenga residual minima para o prognostico e acompanhamento terapéutico.
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Desenvolvimento

II. DESENVOLVIMENTO
1. Fisiopatologia do Mieloma Multiplo

A formacgao de tumores ocorre quando células estaminais normais escapam ao controlo e
a regulacdo fisiologica do crescimento celular, originando uma populagao distinta de cé-
lulas iniciadoras de tumores. As células estaminais imaturas sdo particularmente susceti-
veis a mutagdes e a disfungdes no ciclo celular. Estas alteragdes podem culminar na ins-
tabilidade genomica, favorecendo o crescimento descontrolado de células neoplasicas

(Hertl, 2022).

O disturbio dos plasmocitos inicia-se quando um Unico plasmocito sofre mutacdo e se
multiplica de forma excessiva, gerando diversos clones que produzem, em grande quan-
tidade, um unico tipo de anticorpo — a imunoglobulina monoclonal, conhecida como
proteina M. As proteinas monoclonais produzidas pelos plasmoécitos no MM sdo maiori-
tariamente do isotipo IgG (cerca de 55% dos casos), seguido do isotipo IgA (cerca de
20%). Uma proporg¢ao significativa destes doentes apresenta também a proteina de Bence
Jones, constituida por cadeias leves monoclonais (kappa ou lambda) livres, excretadas na
urina. Em cerca de 15 a 20% dos doentes, os plasmocitos produzem exclusivamente pro-
teinas de Bence Jones, ndo se verificando producido de imunoglobulinas completas (isto
¢, sem cadeias pesadas: Imunoglobulina gama (y), Imunoglobulina mu (p, mi), Imuno-
globulina delta (8), — Imunoglobulina épsilon (g)). Os casos de MM com isotipo IgM ou
IgD sao raros (cerca de 1%), sendo o isotipo IgE extremamente raro. No MM nao secretor,
em que ndo ha producdo detetavel de proteina M, o diagndstico ¢ baseado na presenca de
uma elevada percentagem de plasmoécitos malignos na medula Ossea, representando tam-
bém cerca de 1% dos casos. Os plasmocitos malignos podem invadir e danificar varios
tecidos e orgdos, sendo os mais frequentemente afetados os rins e o tecido 0sseo. Esta
infiltragdo contribui para manifestacdes clinicas como insuficiéncia renal e lesdes liticas,

frequentemente detetadas por exames laboratoriais e imagioldgicos (Berenson, 2024).

A progressao da doenga inicia-se frequentemente com uma condi¢ao pré-maligna deno-
minada gamopatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS), caracterizada pela
produc¢do de pequenas quantidades de proteina M, sem manifestagcdes clinicas significa-
tivas. Em certos casos, esta condi¢do evolui para mieloma multiplo. A transicdo de

MGUS para MM esta frequentemente associada a alteragdes genéticas, como a delegdo
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do brago curto do cromossoma 17p, onde se localiza o gene 7P53 — um importante su-
pressor tumoral. A monotorizagdo regular dos doentes com MGUS ¢ essencial permitindo
detencdo precoce de alteragdes laboratoriais indicativo de progressdo da doenca (Beren-

son, 2024).

A acumulagdo progressiva de alteragcdes genéticas e epigenéticas conferem as células
plasmaticas malignas uma vantagem proliferativa e resisténcia aos mecanismos de con-
trolo celular. Entre os processos biologicos centrais na fisiopatologia da doenca destacam-
se a instabilidade genomica e as alteragdes teloméricas, que contribuem para a transfor-

macao maligna, evolucdo clonal (Klewes et al., 2013).
1.1. Alteragdes Genéticas e Citogenética no Mieloma Multiplo

As alteragdes genéticas e citogenéticas desempenham um papel essencial na fisiopatolo-
gia, estratificagdo de risco e monitorizacdo do MM. A doenca resulta da transformacao
maligna de plasmocitos, frequentemente associada a instabilidade gendmica, disfungdo

telomérica e mutagdes em genes reguladores do ciclo celular.
1.1.1. Instabilidade Genémica e Disfuncio Telomérica

A instabilidade gendmica ¢ uma das caracteristicas fundamentais do cancro e, no contexto
do mieloma multiplo (MM), esté fortemente associada a disfuncao dos telomeros. Os te-
lémeros sdo estruturas nucleoproteicas especializadas, localizadas nas extremidades dos
cromossomas, constituidas por repeticdes em tandem da sequéncia 5'-(TTAGGG),-3' e
por uma extremidade simples 3’ rica em guanina (Figural). Estas estruturas desempe-
nham um papel essencial na preservacgao da integridade cromossdmica e na prevengao da
activagdo da resposta celular a danos no ADN (DNA Damage Response, DDR) (Doksani
et al., 2013; Arnoult & Karlseder 2015).

Durante as sucessivas divisodes celulares, os teldmeros encurtam progressivamente devido
a ineficiéncia da replicacao terminal do ADN. Quando atingem um comprimento critico,
desencadeiam um estado de senescéncia replicativa (fase M1); contudo, se esse bloqueio
for ultrapassado, as células entram numa fase de crise (M2), caracterizada por fusdes cro-
mossomicas, instabilidade gendmica grave e inducdo de apoptose. Uma pequena fragdo
de células consegue escapar a esta crise ao adquirir mecanismos de manutencao telomé-
rica, conferindo-lhes imortalidade replicativa e contribuindo para a transformagao neo-
plasica (Shay & Wright, 2011). No MM, este fendmeno conduz a ciclos de quebra—fusao—

ponte, que resultam em rearranjos cromossémicos complexos e instabilidade genémica
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Desenvolvimento

marcada, considerada um motor essencial da progressao tumoral. Células que conseguem
escapar a crise replicativa ativam mecanismos de manutengao telomérica, sobretudo atra-

vés da ativacdo aberrante da telomerase (Hayashi ef al., 2015).

O principal mecanismo de manutengao telomérica em células tumorais envolve a telome-
rase, uma ribonucleoproteina com atividade de transcriptase reversa. Esta enzima ¢ com-
posta por duas subunidades principais: a componente catalitica hTERT (human telome-
rase reverse transcriptase), codificada no cromossoma 5p15.33, e o RNA guia hTR (tam-
bém designado hTERC), que fornece o molde para a sintese de novas repeti¢des telomé-
ricas. Em contexto celular, a montagem funcional da holoenzima requer ainda a partici-
pacao de proteinas auxiliares, como disquerina, NOP10, NHP2, GAR1, TCABI1, HSP90,
pontina e reptina, que asseguram a estabilidade, localizacdo subcelular e funcionalidade

da telomerase (Rachakonda et al., 2013).

A expressao da hTERT ¢ regulada de forma complexa, sendo modulada a varios niveis:
transcricional, pos-transcricional, epigenético e pds-traducional. Recentemente, foram
identificadas mutagdes  recorrentes no  promotor de hTERT, nomeada-
mente C228T e C250T, as quais representam eventos precoces em diversos tipos de can-
cro, incluindo melanoma, glioblastoma, carcinoma da bexiga e hepatocarcinoma. Estas
mutagdes originam novos sitios de ligacdo para fatores de transcri¢do da familia ETS, em
particular GABP, promovendo a transcrigdo aberrante da hTERT e consequente ativacdo
da telomerase. Curiosamente, estas alteragdes genéticas sdo mais frequentes em tumores
derivados de células com limitada capacidade de auto-renovagdo, o que sugere um meca-

nismo compensatorio para sustentar a prolifera¢do celular continua (Borah et al., 2015).

Estudos funcionais demonstraram que, em células estaminais embrionarias humanas
(hESCs), apenas a mutagdo —124 C>T promove um aumento moderado na expressao
de hTERT em estado indiferenciado. Contudo, em células diferenciadas, como fibroblas-
tos, todas as mutacdes testadas (—57 A>C, —124 C>T e —146 C>T) conduzem a uma ele-
vacao significativa da transcricdo de hTERT e a ativacao da telomerase, atingindo niveis
comparaveis aos observados em células tumorais. Estes achados refor¢am o papel destas
mutacdes como eventos promotores da progressao maligna, particularmente em contex-
tos de diferenciacao celular (Picariello ef al., 2014). Os estudos mais recentes indicam
que o papel da telomerase na oncogénese vai muito além da manutengdo dos telomeros.

A subunidade hTERT tem sido implicada em diversos processos celulares associados a
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transformag¢do maligna, como a proliferagdo celular, evasdao da apoptose, migracao e ade-
sdo celular. Adicionalmente, hTERT pode interagir com vias de sinaliza¢do fundamen-
tais, como WNT/B-catenina e NF-kB induzida por MYC, posicionando-se como um re-

gulador central da oncogénese (Yuan et al., 2019).

RAP1 interacts with TRF2

TRF1 and TRF2 bind to and improves its selective
telomeric DNA repeats with binding to telomeric DNA
high affinity

Facilitates T-loop
formation

G-rich

Telomeric double - ‘
3’ overhang

\TTAGGG
stranded DNA

(10-15 kb long) | W

150-200 nt long

TIN2 binds to both TRF1 and POT1 binds to 3’ overhang
TRF2 to stabilize their association through its N-terminal OB-fold

Figura 1 — Representagdo esquematica do DNA telomérico e dos componentes do complexo shelterin. Os
telomeros constituem uma estrutura nucleoproteica especializada, composta por DNA e proteinas do complexo shelte-
rin. O DNA telomérico contém um niimero variavel de repetigdes em tandem, ricas em guanina e ndo codificantes, da
sequéncia de DNA de cadeia dupla 5-(TTAGGG)n-3', seguidas por uma extremidade terminal 3’ com uma cadeia
simples rica em guanina (com cerca de 150 a 200 nucledtidos de  comprimento).
Esta extremidade 3’ facilita a formag@o de uma estrutura de ordem superior, na qual a cadeia simples 3’ dobra-se sobre
si mesma e invade a regido homologa de cadeia dupla contendo a sequéncia TTAGGG, formando um lago telomérico
(T-loop). Esta estrutura protege a extremidade 3’ ao sequestra-la, impedindo o seu reconhecimento pelo sistema de
resposta a danos no DNA. As proteinas associadas aos telomeros formam o complexo shelterin, composto por trés
subunidades principais: TRF1 e TRF2, que reconhecem e ligam diretamente as repeti¢des de TTAGGG de cadeia dupla,
e POT]1, que se liga especificamente as extremidades de cadeia simples TTAGGG. Estas trés proteinas estdo interliga-
das por outras trés proteinas adicionais do shelterin — TIN2, TPP1 e RAP1 — formando um complexo que permite ao
sistema de vigilancia da resposta a danos no DNA distinguir o DNA telomérico de quebras reais no genoma (Yuan et
al., 2019).

1.1.2. Mutag¢oes em 7P53 e Alteracoes do MYC

O gene TP53, responsavel pela codificacdo da proteina supressora de tumores p53, de-
sempenha um papel crucial na preservacao da estabilidade genémica e na resposta celular
ao stress genotoxico. A proteina p53 regula diversos processos celulares fundamentais,
incluindo a paragem do ciclo celular, a reparacdo do ADN, a inducdo de apoptose e a
senescéncia. A perda da fun¢do do 7P53 constitui, por conseguinte, um evento determi-
nante na oncogénese, estando associada a progndstico reservado em multiplos tipos de

neoplasias, incluindo o MM (Corre et al., 2021).
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No MM, as alteragdes mais frequentemente observadas em 7P53 incluem a dele¢dao do
brago curto do cromossoma 17 [del(17p)], mutagdes somaticas e eventos designados por
“duplo impacto” (double-hit), que combinam a delecdo e a mutacao simultanea, ou dele-
cOes bialélicas. Estas alteragdes configuram marcadores de alto risco citogenético, asso-
ciando-se a menor sobrevida global e sobrevida livre de progressdo. Um estudo recente,
envolvendo 143 doentes com MM recém-diagnosticado, revelou que 24% apresentavam
delegdes em TP53, 8% mutagdes somaticas, e 5% evidenciavam ambos os eventos. A
presenga concomitante de dele¢do e mutacao (double-hit) associou-se a um desfecho par-
ticularmente adverso, com mediana de sobrevivéncia livre de progressdo (PFS) de 9,5
meses versus 41,2 meses nos doentes sem alteragdes em 7P53, e mediana de OS de 51,7

meses versus nao atingida (HR 3,47; p=0,02) (Corre et al., 2021).

Adicionalmente, analises longitudinais demonstraram que o estado genomico de 7P53
pode evoluir ao longo do curso clinico da doenca. Num grupo de 53 doentes com amostras
pareadas (diagnostico e recaida), observou-se um aumento significativo na frequéncia de
alteragdes em TP53 na recaida (de 32% para 44%, p<0,05), acompanhado por um acrés-
cimo na fragdo celular afetada (cancer cell fraction — CCF) e no nimero de eventos gené-
ticos acumulados. Importa referir que alteragdes subclonais em 7P53 com ( CCF >10%)
demonstraram impacto negativo no prognostico, mesmo quando presentes em propor¢des
reduzidas. Com base na analise de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic ), foi
proposto um valor de corte de 10% para a CCF como limiar de relevancia clinica na

detegdo de delegdes subclonais de 7P53.

A introdugdo de técnicas de alta resolucdo, como arrays de SNP e sequenciagdo de nova
geracdo (NGS), tem permitido a detecdo de alteragdes clonais e subclonais em 7P53 com
maior sensibilidade, comparativamente as técnicas convencionais, como a FISH, subli-
nhando a importancia da incorporagdo de metodologias moleculares avancgadas na rotina

diagnodstica do MM (Corre et al., 2021).

Noutro estudo, que incluiu uma coorte de 121 doentes com del(17p) em mais de 55% das
células plasmaticas, tratados de forma homogénea, a sequenciagdo dirigida de alta pro-
fundidade confirmou que o grupo com eventos “double-hit” apresentava o pior prognos-
tico, com mediana de sobrevida global de 36 meses. A dele¢ao isolada do 17p também se
associou a desfecho desfavoravel (52,8 meses), em contraste com a coorte controlo sem

del(17p), cuja mediana de sobrevivéncia foi significativamente superior (152,2 meses).
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A andlise estatistica demonstrou que tanto a delegdo isolada de 17p, como os eventos
combinados no 7P53, mantém impacto progndstico negativo mesmo em doentes tratados
com terapéuticas intensivas baseadas em bortezomib, lenalidomida e transplante auto-
logo de progenitores hematopoiéticos. A presenca de mutacgdes exonicas foi confirmada
por NGS de elevada profundidade, com validagdo das variantes por droplet digital PCR
(ddPCR), garantindo elevada precisdo analitica. Estes dados refor¢am que o perfil geno-
mico de 7P53 pode sofrer alteragdes significativas entre o diagnostico e a recaida, evi-
denciando a necessidade de reavaliacdo gendmica perioddica ao longo da evolugdo clinica
da doenga. A del(17p) mantém-se, assim, como um marcador independente de alto risco,
sendo que a sua combinagdo com mutacdes em 7P353 define uma subpopulacio com risco
extremo. A caracterizacdo detalhada de delegdes e mutagdes, incluindo componentes sub-
clonais, ¢ indispensavel para uma estratificagao prognostica precisa no MM (Corre et al.,

2021).

O gene MYC, localizado na regido 8q24 do cromossoma 8, ¢ um dos oncogenes mais fre-
quentemente alterados em neoplasias humanas, incluindo o mieloma multiplo. A sua prin-
cipal fun¢do prende-se com a regulagdo transcricional de genes envolvidos na prolifera-
cdo celular, metabolismo, biogénese ribossomal e na progressdao do ciclo celular (Jaeni-

cke et al., 2016; Jha et al., 2023).

No MM, a ativagdo aberrante de MYC constitui um dos eventos moleculares mais mar-
cantes associados a progressao da doenca. Esta ativagdo decorre, geralmente, de translo-
cagdes cromossomicas ou amplificagdes genéticas que reposicionam o locus MYC na
proximidade de elementos reguladores altamente ativos, como os enhancers dos genes
das imunoglobulinas, fortemente expressos em células B e plasmocitos. Esta nova vizi-
nhanca funcional promove uma superexpressao patologica de MYC, que desregula o con-

trolo normal da proliferacdo celular (Cristobal-Vargas et al., 2025; Affer et al., 2014).

Do ponto de vista epigenético, o locus MYC esta inserido num dominio topologico de
interacdo (TAD — Topologically Associating Domain) com cerca de 3 Mb, praticamente
desprovido de outros genes codificantes. Este dominio contém multiplos super-enhan-
cers (ver figura 2), regides densamente povoadas por elementos potenciadores — que re-
gulam de forma coordenada a transcri¢do do MYC (Uslu et al., 2014). Um destes super-
enhancers, situado aproximadamente 1,7 Mb a jusante do inicio da transcri¢do de MYC,
revelou-se essencial para a manutencao de niveis elevados de expressdo (Kalkat et al.,

2017).
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Para além disso, a regido promotora de MYC pode formar estruturas secundarias de DNA,
denominadas G-quadruplexes (G4), que interferem com a ligacao de fatores de transcri-
cdo como SP1, CNBP e hnRNPK, podendo reprimir a transcri¢do do gene. No entanto,
estas estruturas podem ser resolvidas por proteinas helicases como a DDXS5, restaurando
a expressao de MYC (Wu et al., 2019). A funcao reguladora dos G4s continua a ser deba-
tida, sendo que ha também evidéncia do seu envolvimento na ativagdo transcricional

(Hénsel-Hertsch et al., 2016).

A expressdo de MYC ¢ ainda regulada por uma rede complexa de fatores de transcri¢ao
(Figura 2) e moduladores da cromatina, que respondem a diversos estimulos celulares e
ambientais. Entre estes destaca-se BRD4, uma proteina associada ao reconhecimento de
regides acetiladas da cromatina e a promocgdo da elonga¢do transcricional mediada pela
RNA polimerase II. Em sintese, a desregulagdo de MYC, por mecanismos genéticos e
epigenéticos, € um dos principais motores moleculares da patogénese do mieloma multi-
plo, contribuindo para a sobrevivéncia, proliferagdo descontrolada e resisténcia terapéu-

tica das células malignas (Endres et al., 2021).

\I\Pd‘ Super-enhancers
VOODODOT

MYC-Topoisome

Pause IReIease @ Elongation

Increased
gene ON time

Figura 2- Modelo atual para fatores envolvidos na amplificagdo da transcricdo por MYC. MYC interage com
reguladores de transcri¢do essenciais envolvidos em processos criticos eventos nos promotores, seja de forma coinci-
dente ou através de processos regulamentados. MYC recruta ativadores-chave, como fatores gerais de transcri¢ao, me-
diador, PAF1c, P-TEFb, DSIF e exossomo (outros componentes omitidos por simplicidade). Uma vez iniciada a trans-
crigdo, os fatores de pausa interagem com o RNAP II proximo ao local de inicio, fazendo com que ele pare cerca de 50
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pb a jusante do local de inicia¢@o. Juntamente com cofatores como BRD4, MYC recruta P-TEFb que fosforila os fatores
de pausa e RNAP II. MYC suprime a sintese de CDKDY, facilitando a formagao ativa de P-TEFb. O MYC também recruta
PAF1c e emassociagdo com a ubiquitilagdo de MYC mediada por HUWEI1, PAF1c ¢ transferido para RNAP II. Esses
eventos acionam coletivamente a liberacdo do complexo de transcri¢do e inicia o alongamento da transcricdo. Além
disso, o estresse torcional gerado devido ao alongamento da transcri¢do ¢ resolvido pelo MYC-Complexo topoissémico.
Ativa a atividade catalitica de TOP1 e TOP2A, ajudando a manter a homeostase do super enrolamento do DNA. O
MYC também estende oduragdo dos tempos de residéncia de maquinas de transcrigdo como TBP, SPT5 ¢ RNAP Il e
isso leva a extensdo das rajadas transcricionais (tempo ON do gene). Esses eventos ajudam a explicar o papel do MYC
como amplificador da transcri¢do (Endres et al., 2021).
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2. Quadro Clinico e Historia Médica.

O MM pode apresentar-se com um conjunto de sinais e sintomas inespecificos, o que
contribui para o atraso no diagndstico. As manifestacdes clinicas resultam tanto da proli-
feracdo clonal de plasmdcitos na medula dssea como da producdo desregulada da proteina

monoclonal (proteina M), com impacto sistémico relevante.
Sintomas mais comuns incluem:

o Dor 6ssea, especialmente na coluna vertebral, costelas e regido pélvica, decorrente

da atividade osteolitica induzida por citocinas libertadas pelos plasmdcitos;

o Fadiga e fraqueza, frequentemente associadas a anemia normocitica € normocro-

mica, caracteristica da doenca;

o Infe¢des recorrentes, relacionadas com a imunossupressao provocada pela disfun-

¢do dos plasmécitos e a redugdo de imunoglobulinas funcionais;

e Sede excessiva, poliuria, obstipagdo e nauseas, associadas a hipercalcemia — uma

complica¢do metabolica frequente;

o Perda de peso involuntéria e outros sintomas gastrointestinais inespecificos, como

nauseas ¢ anorexia;

e Sintomas neuroldgicos, como confusdo, défices sensoriais ou motores, que podem

resultar da sindrome de hiperviscosidade ou compressao medular (Spivak, 2024)

Antes da confirmacao diagnostica, € essencial realizar uma anamnese minuciosa, procu-

rando sinais indiretos da doenca. Entre as queixas mais relevantes destacam-se:
e Dor 6ssea persistente e localizada, particularmente na auséncia de trauma;
o Fadiga cronica e sem causa aparente;
o Infe¢des de repeti¢do, especialmente do foro respiratério ou urinario;

e Alteragoes sugestivas de desequilibrio hidroeletrolitico, como poliuria e sede in-

tensa;

o Sintomas neurologicos compativeis com sindrome de hiperviscosidade (cefaleias,
visdo turva, alteracdes da consciéncia), particularmente em doentes com niveis

elevados de proteina M (Rajkumar & Kumar, 2016).
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A suspeita clinica deve ser confirmada com exames laboratoriais, como hemograma, cre-
atinina, cdlcio sérico e eletroforese de proteinas séricas. A presenga de alteracdes nestes
parametros justifica a realiza¢do de exames confirmatdrios, como bidpsia medular, Imu-
nofenotipagem e estudos citogenéticos. Importa sublinhar que uma propor¢ao significa-
tiva dos casos ¢ diagnosticada de forma incidental, na sequéncia de exames de rotina que
evidenciam anemia inexplicada, insuficiéncia renal ou hipercalcemia assintomatica

(Wong & Soffer, 2022).
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3. Métodos Laboratoriais Utilizados para o Diagnostico.

O diagnoéstico do MM ¢ realizado através de uma combinagao de exames laboratoriais e
de imagem, que permitem confirmar a presenga de plasmocitos malignos e avaliar as
consequéncias sistémicas da doenga (ver critérios para diagndstico do MM nas tabelas
III-VI nas paginas 53-56). Os principais métodos incluem analises hematologicas, bioqui-
micas e imunologicas, bem como técnicas imagioldgicas para a detecdo de lesdes dsseas

associadas ao MM (Kumar et al., 2020).

3.1. Hematologia.

3.1.1. Hemograma (CBC + DIFF) e Parametrizacio Especial: RET e
PLT-F.

O hemograma completo ¢ um exame de primeira linha essencial para o diagndstico e
estadiamento do MM. Este permite identificar alteragdes quantitativas e qualitativas nas
células do sangue periférico, decorrentes da infiltragdo da medula 6ssea por plasmocitos

anomalos (Shah, 2025).
No contexto do MM, o hemograma pode evidenciar:

e Anemia: resulta da supressdao da hematopoiese normal por células plasmocitarias
neoplésicas e da inibi¢do da eritropoietina por citocinas inflamatérias como a IL-

6, comprometendo a producao de eritrocitos (Kishimoto, 2006) .

e Leucopenia: devida a substitui¢dao da linhagem mieloide normal por células tumo-

rais, o que reduz a produgao de leucocitos.

e Trombocitopenia: ocorre pela diminui¢do da produ¢do de plaquetas, também re-

sultante da infiltragdo medular.

Estas alteragdes sdo indicativas de envolvimento avangado da medula dssea e ajudam a

sustentar a suspeita clinica de MM (Rajkumar, 2024).

Embora o hemograma possa parecer inespecifico, certas caracteristicas morfoldgicas po-

dem levantar suspeita de MM:

e Rouleaux (empilhamento de eritrdcitos), visivel na observagdo microscopica do
esfregaco, devido ao aumento da concentragdo de imunoglobulinas séricas

(Dimopoulos & Terpos, 2005).
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e Plasmodcitos circulantes, raros em situacdes normais, mas detetaveis em casos

avangados ou com sindrome de leucemia plasmocitica.

O valor da amplitude de distribuicao dos eritrécitos (RDW) pode estar discretamente au-
mentado, mas ndo tem valor diagnostico especifico no MM. O volume corpuscular médio
(VCM) e a concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM) permanecem ge-
ralmente normais, exceto se houver comorbilidades concomitantes (ex.: deficiéncia de

folato) (Melania et al., 2024).

A parametriza¢do especial dos reticuldcitos (RET) e das plaquetas (PLT-F), disponivel

em equipamentos hematolégicos mais avangados, pode oferecer dados complementares:

e RET-He (contetido de hemoglobina nos reticuldcitos) pode estar diminuido em

doentes com anemia multifatorial;

e IPF (indice de plaquetas imaturas) auxilia na distingdo entre trombocitopenia de
origem central vs. periférica, embora sem especificidade para MM (Chinu-

domwong et al., 2020).

O hemograma completo com diferencial (CBC + DIFF) inclui a avaliacdo quantitativa e

qualitativa dos seguintes parametros:
1. Série Branca (Leucécitos — WBC)
e Globulos brancos totais (WBC)
o Contagem absoluta e percentual dos leucocitos diferenciais:
o Neutrofilos (NEUT # e %)
o Linfécitos (LYMPH # e %)
o Monocitos (MONO # e %)
o Eosinofilos (EO # e %)
o Basofilos (BASO # e %)

o Granulocitos imaturos (IG # e %) — tteis na detecdo de desvio a esquerda

e processos infiltrativos.
2. Série Vermelha (Eritrograma)
e Globulos vermelhos (RBC)

e Hemoglobina (HGB)
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e Hematocrito (HCT)
« Indices eritrocitérios:
o MCV (volume corpuscular médio)
o MCH (contetido médio de hemoglobina)
o MCHC (concentragcdo média de hemoglobina corpuscular)

e RDW-SD/RDW-CV (amplitude de distribui¢do dos eritrocitos) — indicativos de

anisocitose.
3. Série Plaquetaria (PLT)

o Contagem total de plaquetas (PLT)

« Indices plaquetarios:
o PDW (amplitude de distribuicdo das plaquetas)
o P-LCR (proporgao de plaquetas grandes)
o MPV (volume plaquetario médio)
o PCT (plaquetdcrito).

Os analisadores hematologicos de ultima geragdo oferecem parametros avancados, como
andlise de reticuldcitos (RT) e das plaquetas imaturas (PLT-F), que embora ndo sejam
especificos para o diagndstico de MM, contribuem para a cauteriza¢do da anemia e da

trombocitopenia auxiliando na diferenciagdo etiologica (Brihi et al., 2024).

O estudo dos reticuldcitos (RET) ¢ util para avaliar a capacidade regenerativa da medula
Ossea, sendo util para distinguir entre anemias regenerativas e ndo regenerativas. No con-
texto do MM, os niveis de reticulocitos tendem a estar normais ou diminuidos, refletindo
a supressao da eritropoiese pela infiltragdo medular ou pelo défice de eritropoietina, es-
pecialmente nos casos com insuficiéncia renal associada contagem absoluta e percentual

de reticulocitos (RET # e %).
e RET de baixa fluorescéncia (LFR %) — reticul6citos mais maduros
e RET de média fluorescéncia (MFR %)

e RET de alta fluorescéncia (HFR %) — reticulocitos imaturos
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o Hemoglobina dos reticulocitos (RET-He, em picogramas) — fornece uma estima-
tiva do contetdo hemoglobinico nas hemaécias jovens, Util para avaliar a disponi-
bilidade de ferro funcional na eritropoiese. Em doentes com mieloma, pode estar
reduzido quando hé inflamag¢do cronica ou deficiéncia nutricional coexistente,

como deficiéncia de folato ou vitamina B12.

Fracdo de reticulocitos imaturos (IRF %) — indica a propor¢ao de reticuldcitos com maior
contetido de acido ribonucleico (RNA), refletindo a atividade eritropoiética recente. Pode
ser usado para avaliar a dindmica de libertagdo medular, embora o seu valor diagnostico

especifico no MM seja limitado (Hill & Halsey, 2020).

A contagem de plaquetas pela fluorescéncia (PLT-F) oferece maior precisdo, especial-
mente em caso de trombocitopenia com interferéncia por fragmentos celular ou aglutina-
cdo. Este método reduz o risco de contagens falsamente baixas, comuns em doentes com
mieloma multiplo, devido a presenga de paraproteinas que interferem com a impedéancia
ou a dispersdo da luz nos métodos tradicionais. O parametro IPF (indice de plaquetas
imatura) pode ajudar distinguir entre causas centrais (medular) e periféricas (consumo
aumentado). No MM, uma IPF baixa pode indicar faléncia de medula 6ssea pela infiltra-
¢do tumoral, ao passo que valores normais ou elevados sugerem trombocitopénia de con-

sumo ( ex.: CID, farmacos) (Machin et al., 2011).

3.1.1.1. Andlises de Histogramas e Scattergrams

As andlises de histogramas e scattergrams constituem ferramentas complementares es-
senciais na interpretacdo dos resultados hematologicos, sobretudo em contexto de doen-
cas hematologicas como o MM. Estes graficos, gerados por analisadores hematolégicos
automatizados, permitem uma avaliacdo detalhada da morfologia celular e da distribuicdo

das populacdes celulares no sangue periférico.

Histogramas

Os histogramas representam graficamente a distribui¢do do tamanho das células sangui-
neas — nomeadamente eritrocitos, leucocitos e plaquetas. Através da andlise da ampli-
tude e da forma das curvas, ¢ possivel identificar varia¢des indicativas de alteragdes he-

matologicas relevantes. No contexto do MM, podem evidenciar:
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Anisocitose eritrocitaria, frequentemente associada a anemia;

Alteragdes na curva plaquetaria, sugerindo trombocitopenia ou presenga de plaquetas gi-

gantes;

Distribui¢des anémalas de leucdcitos, como desvio a esquerda ou presenca de células

imaturas (Ningombam ef al., 2021).

Scattergrams

Os scattergrams sao graficos (Figura 3) de dispersdo gerados por citometria de fluxo, que
analisam parametros como o tamanho celular (FSC — forward scatter), complexidade in-
terna (SSC — side scatter) e intensidade de fluorescéncia (fluorescence scatter), permi-
tindo distinguir subpopulagdes celulares com maior precisdo. Os analisadores modernos,
como os da Sysmex®, utilizam tecnologia de fluorescéncia para detetar a composi¢ao e

a atividade celular, o que ¢ particularmente 1til na identificagao de:
e Plasmodcitos atipicos;
e Granuldcitos imaturos (IG);
e Alteragdes na propor¢ao de linfécitos € mondcitos;

e Presenca de células displésicas ou blasticas. Identificacdo de picos andomalos: A
presenca de picos ou alteragdes na simetria dos histogramas pode indicar popula-

¢Oes celulares anormais ou expansao clonal.

e Andlise da dispersao celular: Permite avaliar a heterogeneidade morfologica, mui-
tas vezes acentuada no MM devido a presenca de células malignas ou ao efeito da

quimioterapia.

o Correlacdo com achados clinicos: Estas andlises oferecem suporte a diferenciacdo
entre condi¢des benignas (ex. reacdes infecciosas) e malignas (ex. sindromes mi-

eloproliferativas ou mieloma (Ningombam et al., 2021).
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Figura 3- exemplos de Histograma e Scattergram em um resultado de hemograma (SPC, CHUC).

3.1.2. Esfregaco de Sangue Periférico

A analise microscopica do esfregaco de sangue periférico continua a ser uma ferramenta
complementar importante no diagnostico de hemopatias, incluindo MM. Embora os acha-
dos ndo sejam patogénicos, o esfregaco pode fornecer sinais morfologicos sugestivos da
presenga de proteina monoclonal ou de infiltracdo hematopoiética anomala (Kumar et al.,

2016).
3.1.2.1.Técnica e Corantes

O esfregaco deve ser preparado com sangue fresco, preferencialmente em acido etileno-
diamino tetra-acético (EDTA), e realizado imediatamente apos a colheita para evitar ar-
tefactos de degeneragdo celular. A ldmina ¢ obtida por extensdo manual ou automatizada,
garantindo uma distribui¢do homogénea dos elementos celulares. Apds secagem ao ar, o
esfregaco ¢ corado com corantes tipo Romanowsky (habitualmente May-Griinwald-Gi-
emsa ou Wright), que permitem a identificagdo e diferenciagdo dos elementos celulares
(Anexo 1). O esfregago ¢ submetido a processos de colora¢ao para permitir a observagao
detalhada da morfologia celular. Os corantes May-Griinwald e Giemsa sdo os mais utili-

zados em conjunto, por sua capacidade de diferenciar componentes celulares:
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May-Griinwald: Corante acidéfilo que tinge componentes citoplasmaticos e he-
macias com tons rosados a vermelhos.

Giemsa: Corante basofilo que realga os nucleos e organelos, tingindo-os de azul
a violeta, permitindo uma melhor visualizagdo das estruturas nucleares e do pa-

drdo cromatinico (Silva & Pereira., 2020).

A combinagdo dos dois corantes permite distinguir com precisdo os diferentes tipos celu-

lares do sangue periférico e identificar alteragdes morfologicas indicativas de patologias.

O método mais utilizado ¢ a coloragcdo combinada de May-Griinwald e Giemsa, que for-
nece excelente contraste entre o nucleo e o citoplasma das células, permitindo a sua dife-

rencia¢do (Silva & Pereira, 2020).

May-Griinwald:

Contém eosina (um corante acido) e azul de metileno (um corante basico).

A eosina liga-se a componentes basicos das células, como proteinas cito-

plasmaticas, tingindo-os em tons rosados.

O azul de metileno liga-se a componentes acidos, como o acido desoxirri-

bonucleico (DNA) nuclear, conferindo-lhes coloragdo azulada a violeta.

Giemsa:

E uma combinacdo de eosina, azure B e azul de metileno.

O azure B, um produto de oxidacao do azul de metileno, tem afinidade por

regides ricas em DNA e RNA, como os nucléolos e granulos de linfocitos.

A Giemsa realga melhor os detalhes nucleares e os granulos citoplasmati-
cos, sendo util para distinguir linfécitos, mondcitos, neutrdfilos, eosinofi-

los, entre outras células sanguineas (Bio-Optica Milano, 2022).

Para mais informagdes sobre o procedimento da coloragdo (Anexo 2).

A eficacia da colora¢dao depende fortemente do pH do tampao utilizado durante o pro-

cesso, que deve ser mantido proximo de 7.0, valor correspondente ao ponto isoeléctrico

ideal:
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pH < 7.0 (4cido): favorece a coloracdo avermelhada, pois a eosina predomina,

podendo dificultar a visualizagdo dos nticleos.

pH > 7.0 (bésico): favorece a coloracdo azulada, com predominancia de azul de
metileno e azure B, o que pode obscurecer os detalhes citoplasmaticos (Piaton et
al., 2016).

O equilibrio adequado de pH garante uma coloragao nitida e equilibrada, essencial para a

correta interpretacdo morfoldgica das células sanguineas (Anexo 3). A qualidade técnica

da extensdo ¢ fundamental, pois zonas de sobreposicao ou lise celular comprometem a

avaliagio morfolégica (Bio-Optica Milano, 2022).

3.1.2.2.0bserva¢iao Microscopica

As alteragdes morfologicas mais comuns em doentes com mieloma incluem:

Rouleaux (empilhamento de eritrécitos — Figura 4): resultado do aumento das
proteinas séricas, sobretudo imunoglobulinas monoclonais, que reduzem a repul-
sdo eletrostatica entre os eritrocitos. Este achado ¢ observado em mais de 60% dos
doentes com MM (Kumar et al.,2016)

i“ tﬁﬂ

f:’“’:

C
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Figura 4- Formagao de aglomerados de hemacias semelhantes a moedas empilhadas (hemacias roule-
aux).

Plasmocitos circulantes: embora raros no sangue periférico, a sua presenga ¢

sempre anémala e deve ser valorizada. Plasmocitos maduros exibem um nucleo
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excéntrico, cromatina em “raio de roda” e citoplasma basofilico com regido pe-
rinuclear clara (halo do aparelho de Golgi). A presenca de plasmdcitos circulantes
em quantidade significativa pode indicar leucemia de plasmdcitos, uma variante

agressiva do mieloma multiplo (Fernandez Larrea et al., 2013).

e Anisocitose e policromasia: podem refletir a tentativa compensatdria de eritro-

poiese em contextos de anemia multifatorial.

o Neutropenia relativa: ndo especifica, mas compativel com infiltragdo medular e

hipoproducao.

Embora o esfregaco ndo seja diagndstico por si s0, a sua analise de forma correta, orienta
o raciocinio clinico-laboratorial e pode levantar suspeitas que justificam investigacao adi-

cional com imunofenotipagem, eletroforese e bidopsia da medula 6ssea (Coly et al., 2025).

3.1.3. Medulograma e Morfologia dos Plasmdcitos

O estudo citomorfologico da medula 6ssea continua a ser um método fundamental no di-
agnostico do MM, permitindo a avaliagdo direta da populagdo plasmocitdria e a distingao
entre mieloma, gamopatias monoclonais de significado indeterminado (MGUS) e outros

sindromes linfoproliferativos (Bain et al., 2016).

A colheita ¢ habitualmente realizada por aspirado esternal ou da crista iliaca posterior
(Figura 5). O medulograma permite a quantificacao da percentagem de plasmdcitos, bem
como a avalia¢do da sua morfologia, padrao de distribuicdo e maturagdo. O critério diag-
nostico atual da International Myeloma Working Group (IMWG) estabelece como diag-
noéstico de MM a presenca de >10% de plasmocitos medulares clonalmente anomalos as-
sociada a evidéncia de lesdo relacionada com a doenca (ex.: anemia, hipercalcemia, lesdo
6ssea ou insuficiéncia renal). Contudo, o diagnostico definitivo requer também a demons-
tracdo de lesdes associadas a infiltracdo plasmocitaria, como lesdes dsseas, anemia, hi-
percalcemia ou insuficiéncia renal — critérios conhecidos pelasigla CRAB (Calcium ele-

vation, Renal failure, Anemia, Bone lesions) (Rajkumar et al., 2014).
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Osso lliaco

Figura 5 - Osso localizado na regido da bacia. A colheita ¢ feita especificamente na crista iliaca. Ilustragdo
adaptada de Netter (2019).

3.1.3.1.Etapas da colheita do aspirado medular.
a) Preparacio do paciente:
o Explicagdo do procedimento.
o Posicionamento adequado (decubito lateral ou ventral).

o Desinfecao rigorosa da pele e administragdo de anestesia local para mini-

mizar o desconforto.
b) Puncgao aspirativa:

o Utiliza-se uma agulha especial de grosso calibre, como a agulha de Ja-

mshidi ou Rosenthal, para atingir a cavidade medular.

o Apos a introdugdo da agulha, ¢ feito o aspirado com seringa estéril, ob-

tendo-se 0,5 a 1 mL de contetdo medular rico em células hematopoiéticas.
c) Preparacio das laminas:

o O material colhido ¢ imediatamente colocado em laminas porta-objetos,

realizando-se esfregagcos com técnica semelhante a do sangue periférico.

o As laminas s3o deixadas a secar ao ar e posteriormente coradas pela téc-
nica de May-Griinwald-Giemsa (MGG), para permitir a analise morfolo-

gica das células (Kuter, 2023).
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3.1.3.2. Interpretacio do Medulograma no Mieloma Multiplo.
Na avaliacdo morfologica:

e Observa-se proliferacdo de plasmocitos, com frequéncia em formas atipicas ou
imaturas, como plasmocitos binucleados, com nucléolos proeminentes ou cito-

plasma vacuolado (Anexo 4, Figura A).

e Pode haver supressao das restantes linhagens hematopoiéticas, em especial das

séries eritroide, granulocitica e megacariocitica.

A quantificagdo celular ¢ realizada em minimo 500 células nucleadas, com determinacdo
da percentagem de plasmocitos em relacdo ao total. Um valor superior a 10% ¢ altamente
sugestivo de mieloma, especialmente se houver monoclonalidade confirmada por imuno-

fenotipagem e/ou imunohistoquimica (Berenson, 2024).

Do ponto de vista morfologico, os plasmdcitos normais apresentam um nucleo excéntrico
com cromatina condensada, citoplasma basofilico e uma zona perinuclear clara corres-

pondente ao aparelho de Golgi. No mieloma, ¢ comum observar:

o Plasmdcitos imaturos: com nucléolos visiveis, cromatina frouxa e maior relagao

nucleo-citoplasma;

e Binucleacio ou multinuclea¢io: indicador de atipia e proliferacdo anormal

(Anexo 4, Figura B);

e Plasmdcitos com inclusdes citoplasmaticas, como corpos de Russell (acumula-
¢oes de imunoglobulina no reticulo endoplasmatico) e corpos de Dutcher (inclu-
sOes intranucleares pseudoimunes), associados a producdo excessiva de proteina

M
o Distribuicio em agregados ou em feixes: indicio de infiltracdo clonal densa;

e Células plasmocitoides atipicas: observadas mais frequentemente em casos

agressivos ou em leucemia de plasmocitos (Gertz, 2023).

A contagem percentual de plasmocitos deve ser complementada por técnicas de imuno-
fenotipagem (por citometria de fluxo ou imunocitoquimica), dado que a morfologia iso-
lada ndo permite distinguir entre plasmocitos policlonais reativos e clones neoplasicos.
Além disso, a heterogeneidade morfoldgica pode ser enganadora, sendo comum a coexis-

téncia de plasmocitos maduros e imaturos na mesma amostra. A coloragdo Romanowsky
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(May-Griinwald-Giemsa) permanece o padrao para a avaliagdo citologica de esfregacos
medulares, devendo ser interpretada por citologistas com experiéncia em hemopatias

(Cho et al., 2013).
3.1.4. Citometria de Fluxo e Imunofenotipagem

A citometria de fluxo multiparamétrica (CFM) ¢ um dos métodos laboratoriais mais im-
portantes na caracterizagdo imunofenotipica dos plasmoécitos no MM. Permite a identifi-
cacdo, quantificagdo e distingdo entre plasmoécitos normais € neoplasicos, através da ana-
lise simultanea de multiplos marcadores de superficie e citoplasmaticos (Rawstron et al.,

2008).

Esta técnica baseia-se na marcacdo de células com anticorpos monoclonais conjugados
com fluorocromos e subsequente analise individualizada das células por dispersado de luz
e emissdo fluorescente (Anexo 5), a medida que estas passam por um feixe de laser
(McCoy, 2002). O uso de painéis com 6 a 10 cores permite avaliar simultaneamente va-
rios antigénios, aumentando a sensibilidade e especificidade do ensaio. No contexto do
MM, os plasmdcitos neoplasicos exibem um perfil imunofenotipico distinto dos plasmo-
citos normais (Tabela 1). A caracterizagdo imunofenotipica dos plasmocitos permite dis-
tinguir plasmoécitos normais dos plasmocitos neoplasicos (clonais). A presenca
de CD56+/ CD19—/ CD45— ou fraco ¢ caracteristica de plasmocitos clonais, auxiliando

na confirmag¢do do diagnostico de mieloma multiplo (Barreto et al., 2024).

Tabela 1- Perfil tipico dos plasmdcitos malignos no mieloma multiplo (MM) Segundo o

EuroFlow Consortium.

Plasmécitos
Marcador . Expressio no MM Observacgodes
normais

CD38 Elevada Elevada Expressao intensa em ambos, mas
nos plasmocitos malignos tende a ser
mais heterogénea.

CD138 (Syndecan-1)  Elevada Elevada Marcador tipico e especifico de plas-
mocitos, util para identificacao.

CD56 Negativo Frequentemente po- A sua expressdo esta associada a ade-

sitivo (=70%) sdo anémala a medula dssea.

CD117 (c-Kit) Negativo Positivo em subgru-  Pode estar associado a prognostico

pos mais favoravel.

CD19 Positivo Negativo A perda deste marcador indica ori-
gem clonal e transformagao neopla-
sica.

CD45 Positivo fraco ~ Ausente ou expres-  Pode ajudar a distinguir estadios de

ou ausente sd0 muito fraca maturagdo dos plasmocitos.
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Esta tabela resume o perfil imunofenotipico tipico dos plasmocitos no mieloma multiplo,
sendo um recurso fundamental para o diagnostico diferencial por citometria de fluxo

(Paiva et al., 2010).
A citometria de fluxo tem vérias aplica¢des no diagndstico do MM:
o Confirmar a natureza clonal da prolifera¢dao plasmocitaria;
o Diferenciar MM de outras gamopatias, como MGUS ou mieloma indolente;

e Avaliar doen¢a minima residual (DMR) com elevada sensibilidade, quando reali-

zada com protocolos padronizados (ex. EuroFlow) (Van Dongen et al., 2012).

A sensibilidade da CFM convencional atinge 10~* a 1075 células, mas técnicas otimiza-
das de nova geragdo permitem atingir sensibilidades superiores a 1076, sendo Tteis para

avaliar a resposta terapéutica profunda e o progndstico a longo prazo (Kumar et al., 2016).

3.1.5. Biopsia da Medula Ossea

A biodpsia da medula 6ssea ¢ um procedimento invasivo que consiste na remog¢ao de um
fragmento so6lido de tecido medular (Anexo 6), com o objetivo de realizar uma andlise his-
tologica e imunohistoquimica detalhada. Este exame ¢ essencial no diagnostico e estadi-
amento de diversas patologias hematoldgicas, nomeadamente o MM, permitindo avaliar
tanto a arquitetura medular como a extensdo da infiltracdo plasmocitéria (Bataille et al.,

2004).

A amostra ¢ geralmente obtida por trepanacgdo da crista iliaca posterior, utilizando uma
agulha de Jamshidi. Apos fixa¢do em formol, ¢ embebida em parafina e corada com he-
matoxilina-eosina, podendo ser complementada com técnicas de imunohistoquimica para

identificacdo da natureza clonal dos plasmdcitos (Bain et al., 2010).
A biodpsia permite:

e Avaliar o grau de infiltracdo plasmocitdria, o que permite fazer um diagnostico e prog-
noéstico. No MM, o infiltrado ¢ habitualmente superior a 10%, podendo atingir 90—-100%

€m Casos avangados;

e Distinguir entre infiltragdo difusa, nodular ou intersticial (Tabela 2), sendo a infiltracao

difusa geralmente associada a doenca mais agressiva (Swerdlow et al., 2017);

39/70



Meétodos laboratoriais para o diagnostico de Mieloma Multiplo

e [dentificar fibrose medular ou altera¢des osteoliticas adjacentes, comuns em fases avan-

cadas;

e Observar alteragdes associadas, como hipocelularidade de outras linhagens ou elemen-

tos do estroma tumoral.

Tabela 2. Resumo de padrdes por infiltragdo medular.

Padrao de
_ Descricao Significado Clinico
Infiltracao
Plasmocitos distribuidos homo- . . .
. Associado a formas mais agressivas de
Difusa geneamente por toda a medula MM
oOssea. ’
Plasmocitos organizados Comum em mieloma indolente ou esta-
Nodular em aglomerados ou nédu- dios iniciais; os nodulos podem nao ser
los bem delimitados. aspirados no Mielograma.
Plasmécitos dispersos entre as Pode ocorrer em MM ou em reagdes in-
Intersticial células hematopoiéticas nor- flamatorias. Requer correlagdo com ou-

mais. tros exames.

Em casos de aspirado diluido (aspiragdo seca ou dry fap), a biopsia ¢ particularmente util,
pois mantém a integridade histologica necessaria para a avaliagdo diagnostica. Além
disso, a imunohistoquimica com anticorpos anti-CD138, CD56 e kappa/lambda permite
confirmar que os plasmocitos se clonaram, refor¢ando o diagnoéstico de MM (Moller &

Pedersen, 2004).

A biopsia da medula 6ssea também contribui para o estadiamento € monitorizagdo da
resposta terapéutica, especialmente quando associada a citometria de fluxo ou biologia
molecular. Contudo, a sua utilizagdo repetida ¢ limitada pela invasividade do procedi-
mento. Deve-se ter em conta que plasmdcitos com morfologia atipica podem infiltrar de
forma focal, escapando a amostragem em biopsias pequenas — sendo recomendado, sem-
pre que possivel, associar os dados da biopsia a outras técnicas como FISH (Fluorescence
in situ hybridization) ou NGS (Next Generation Sequencing), que detetam anomalias mo-

leculares mesmo em amostras escassas (Rajkumar, 2024).
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3.2.Imunologia
3.2.1. Eletroforese de Proteinas Séricas e Urinarias

A eletroforese de proteinas (EP) no soro e na urina constitui um método essencial para
a detecdo qualitativa e quantitativa da proteina monoclonal no MM. Esta proteina, produ-
zida de forma excessiva e desregulada pelos plasmocitos neopléasicos, ¢ um marcador

direto da presenca e extensao da doenca clonal (Kyle & Rajkumar, 2009).

A técnica baseia-se na separacao das proteinas de acordo com a sua carga elétrica e peso
molecular, em suporte de gel (acetato de celulose, agarose) ou em capilar. A eletroforese
capilar, atualmente a mais utilizada em laboratoérios hospitalares, oferece maior resolugao,

sensibilidade e reprodutibilidade (Barnidge ef al., 2014).

Em individuos saudaveis, o perfil eletroforético revela as cinco fragdes principais: albu-
mina, alfa-1, alfa-2, beta e gama-globulinas. No contexto do MM, observa-se frequente-

mente:

e Presenca de um pico estreito e bem definido na regido gama (ou ocasionalmente
na zona beta), correspondente a proteina monoclonal — o chamado pico M

(Anexo 7)

e Hipo ou agamaglobulinémia policlonal de fundo, reflexo da supressdo da produ-

¢do imunoldgica normal pelos plasmdcitos malignos.

A quantifica¢do da proteina monoclonal ¢ realizada pela medic¢ao da area sob o pico, ex-
pressa em g/L. Este valor ¢ usado no acompanhamento da doenga e avaliacdo da resposta
ao tratamento, segundo os critérios da International Myeloma Working Group (IMWG)

(Kumar et al., 2016).

A eletroforese de proteinas urindrias, aplicada preferencialmente a urina de 24 horas, ¢
indispensavel na dete¢do da proteina de Bence Jones — cadeias leves livres kappa ou
lambda, filtradas pelos glomérulos e excretadas na urina. Esta analise deve ser acompa-
nhada por imunofixag¢ado urinaria, devido a menor sensibilidade da EP isolada para detetar
cadeias leves. Em cerca de 15-20% dos doentes com MM, a proteina monoclonal dete-
tada ¢ exclusivamente de cadeias leves livres, sem imunoglobulina completa associada

— situacdo designada por mieloma de cadeias leves (Dispenzieri et al., 2004).
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Deve ainda salientar-se que a presenga de multiplos picos monoclonais (biclonalidade),
embora rara (~2%), deve ser valorizada, e que a auséncia de pico M ndo exclui MM, como

nos casos de mieloma ndo secretor.

A eletroforese, sendo um exame acessivel e de baixo custo, representa uma porta de en-
trada laboratorial frequente no diagnostico de MM, especialmente quando associada a

clinica de anemia, lesdes Osseas e/ou disfungao renal (Dispenzieri et al., 2009).

3.2.2. Imunofixacao

A imunofixacdo de proteinas (IF) € uma técnica imunoeletroforética de elevada sensibi-
lidade, essencial na identifica¢do da natureza da imunoglobulina monoclonal no mieloma
multiplo (Anexo 8). E considerada o método de referéncia para confirmar a presenga e o
tipo de proteina monoclonal, especialmente quando a eletroforese tradicional ndo ¢ con-

clusiva (Katzmann et al., 2009).

A técnica consiste na separacao eletroforética das proteinas séricas ou urindrias, seguida
pela aplicagdo de anticorpos especificos dirigidos contra as diferentes cadeias pesadas
(IgG, IgA, IgM, etc.) e leves (kapa e lambda). A precipitacdo imunoldgica localizada re-
vela o isotipo da proteina monoclonal, permitindo a sua caracterizagdo como, por exem-

plo, IgG kapa ou IgA lambda (Mills et al., 2016).

A IF pode ser realizada no soro, na urina de 24 horas e, nalguns centros, no liquido cefa-
lorraquidiano (LCR), sobretudo na suspeita de envolvimento do sistema nervoso central.
A sua sensibilidade ¢ superior a da eletroforese de proteinas e ¢ especialmente util

quando:

e O pico M ¢ muito pequeno ou ausente na eletroforese (ex.: mieloma de cadeias

leves);

e E necessario distinguir entre hiperglobulinémia policlonal reativa e uma mono-

clonalidade patologica;
e Ha suspeita de biclonalidade ou de paraproteinas incomuns (ex.: IgD, IgE).
A IF ¢ particularmente importante no diagnostico de:

e Mieloma multiplo ndo secretor, quando combinada com estudo da medula dssea

e citometria de fluxo;
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e Amiloidose AL (cadeias leves), onde a caracterizagdo do tipo de cadeia ¢ essen-

cial para o diagnostico e terapéutica dirigida (Merlini & Bellotti, 2003).
Apos o diagnostico, a IF ¢ também utilizada para:

o Confirmar resposta completa ao tratamento — quando a proteina monoclonal de-

saparece totalmente;

o Detetar recidiva precoce, dado que a reaparecimento da paraproteina pode ante-

ceder alteragdes clinicas.

Deve referir-se que a IF, apesar da sua especificidade, ndo ¢ um método quantitativo. Para
monitorizagdo rigorosa da carga tumoral ao longo do tempo, devem ser utilizados méto-
dos complementares, como a eletroforese capilar ou a quantificagdo de cadeias leves li-

Vvres no soro.
3.2.3. Dosagem de Cadeias Leves Livres

A dosagem de cadeias leves livres (CLL) no soro representa um avango significativo no
diagnostico e monitorizagdo do MM, particularmente nas formas ndo secretoras ou de
cadeias leves. Trata-se de um método sensivel, que permite detetar e quantificar imuno-
globulinas de cadeia leve kappa (k) e lambda (1) que circulam livremente no plasma, sem

estarem ligadas a cadeias pesadas (Dispenzieri et al., 2009).

Em condic¢des fisiologicas, as células B produzem pequenas quantidades de cadeias leves
livres, com uma propor¢do kappa/lambda (x/A) normal entre 0,26 ¢ 1,65. No MM, ha

producdo monoclonal excessiva de uma das cadeias leve:
e Aumento absoluto da cadeia envolvida (ex.: CLL-x);

e Supressdo da cadeia oposta, alterando o racio k/A e refletindo a clonalidade tumo-

ral (Katzmann et al., 2002).
e A determinacdo das CLL ¢ particularmente util quando:

e Nao se observa pico M na eletroforese, como no mieloma ndo secretor ou nos ca-

sos de mieloma de cadeias leves apenas;

o E necessario avaliar a resposta terapéutica, sobretudo em combinagao com a imu-

nofixa¢do e a citometria de fluxo;
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e Se suspeita de amiloidose AL, onde a producdo de cadeias leves € frequentemente

desproporcional e com repercussdo clinica marcada (Merlini & Bellotti, 2003).

O método de dosagem mais amplamente utilizado em Portugal ¢ baseado em nefelo-
metria ou turbidimetria com anticorpos especificos anti-CLL, como no ensaio Fre-
elite® (Binding Site®), aprovado pelas autoridades reguladoras para uso clinico

(Bradwell et al., 2003).
A interpretacdo dos resultados deve considerar:
e O valor absoluto de CLL-kappa e lambda;
e O récio «/A, cuja alteracdo ¢ altamente sugestiva de processo clonal;

e A presenca de insuficiéncia renal, que pode causar elevagdo isolada de ambas as

cadeias e desvirtuar o racio, exigindo prudéncia interpretativa.

Este ensaio ¢ atualmente incorporado nos critérios diagndsticos e de resposta da IMWG,
sendo considerado marcador substituto em casos sem proteina M detetavel por eletrofo-

rese ou imunofixagdo (Rajkumar et al., 2014).

3.3. Avaliac¢io Bioquimica e Marcadores Prognosticos

O MM provoca alteragdes bioquimicas significativas que afetam o metabolismo do cal-
cio, a fungdo renal e a composi¢do das proteinas plasmaticas. Pelo que a avaliagdo bio-
quimica de doentes com MM ¢ fundamental tanto no estabelecimento do diagnos-
tico como na estratificagcdo de risco e monitoriza¢do da evolucao clinica. Varios parame-
tros laboratoriais refletem o impacto sistémico da doenca, a carga tumoral e o prognds-

tico.
3.3.1. Funcio renal

A creatinina sérica e a taxa de filtragdo glomerular estimada (TFGe) devem ser avaliadas
em todos os doentes. A insuficiéncia renal esta presente em 20 a 40% dos pacientes no
momento do diagndstico, sendo atribuida, na maioria dos casos, a precipitagao de cadeias
leves nos tubulos renais (nefropatia por cilindros de proteina de Bence Jones) (Dimopou-
los et al., 2010). A presenca de insuficiéncia renal constitui critério CRAB [C (Calcio

aumentado), R (alteragdes Renais), A (Anemia), B (lesdes Osseas - Bone em inglés)] e
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indica inicio de tratamento. A sua reversibilidade depende da precocidade da intervenc¢ao

e da carga de proteina monoclonal circulante.
3.3.2. Calcio Sérico e metabolismo 0sseo

O célcio ¢ o mineral mais abundante no organismo, armazenado principalmente nos 0ssos
e dentes. No contexto do MM, os plasmocitos malignos libertam citocinas como a inter-
leucina-6 (IL-6) e 0 RANK-L e outras proteinas que ativam os osteoclastos, promovendo
a reabsor¢do dssea e a consequente libertacdo de célcio para o sangue. Esta atividade os-
teolitica resulta frequentemente em hipercalcemia, uma complicagdo comum e potencial-
mente grave. A hipercalcemia manifesta-se por sintomas como fadiga, confusdo, nau-
seas, prisao de ventre e fraqueza muscular e deve ser considerada uma emergéncia onco-
logica e ¢ também critério CRAB. Os doentes devem realizar radiografias dsseas ou téc-
nicas de imagem sensiveis, como Tomografia Computorizada (TC) de baixa dose ou To-
mografia por emissdo de positrons com fluorodesoxiglicose (PET-FDG), para avaliagao

de lesdes liticas (Terpos et al., 2013).
3.3.3. Marcadores inflamatorios e hepaticos.

As proteinas totais no plasma incluem albumina e globulinas, com fungdes essenciais no

transporte de substancias, regulacdo osmotica e resposta imunitéria.
Albumina
e Produzida no figado, representa cerca de 55-65% das proteinas plasmaticas.

e Atua na manutencdo da pressdo oncdtica e no transporte de diversas molécu-

las (hormonas, acidos gordos, farmacos).

e Niveis reduzidos de albumina (<3,5 g/dL) estdo associados a pior progndstico no
MM, podendo refletir inflamagdo sistémica, desnutri¢do ou compromisso hepa-

tico.
Globulinas
As globulinas dividem-se em subclasses com fungdes especificas:
e Alfa-1 globulinas: Ex. alfa-1-antitripsina, inibidoras de proteases.

e Alfa-2 globulinas: Ex. haptoglobina (liga hemoglobina livre) e ceruloplas-

mina (transporta cobre).
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o Beta globulinas:
o Beta-1: Ex. transferrina, transportadora de ferro.
o Beta-2: Inclui proteinas do sistema complemento (C3, C4).

e Gama globulinas: Representam os anticorpos (IgG, IgA, IgM) produzidos pelas

células plasmaticas.

No MM, ha uma produgdo excessiva de imunoglobulinas monoclonais (proteina M), o

que altera o padrdo das proteinas totais, visivel em eletroforese de proteinas séricas.

A B2-microglobulina (B2-MG) é uma proteina de baixo peso molecular que faz parte
do Complexo Major de Histocompatibilidade da Classe I (MHC-I), presente na mem-
brana de todas as células nucleadas, reflete a atividade metabolica das células tumorais e

¢ eliminada por filtragdo glomerular.

A B2-MG ¢ um dos marcadores prognosticos mais importantes. Esta frequentemente ele-

vada no MM, em virtude da elevada renovacao celular e da depuragdo renal reduzida.

A sua dosagem, em conjunto com a albumina sérica, permite a classificagdo segundo

o International Staging System (ISS):
o Estadio I: f2-M < 3,5 mg/L e albumina > 3,5 g/dL
e Estadio II: valores intermediérios
o Estadio III: f2-M > 5,5 mg/L

O sistema Revised-ISS (R-ISS) incorpora, além dos dois parametros acima, a presenca
de alteracdes citogenéticas de alto risco (ex. del(17p), t(4;14)) e os niveis de LDH, asso-

ciando-os a agressividade biologica (Palumbo ef al., 2015).
3.3.4. Lactato Desidrogenase (LDH)

A LDH ¢ um marcador inespecifico, mas o seu aumento associa-se a maior proliferacao
tumoral e comportamento mais agressivo. E frequentemente utilizada em combinacio
com outros parametros prognodsticos para classificar o risco. No mieloma multiplo, niveis
séricos elevados de LDH refletem uma maior taxa de renovagao celular e atividade me-
tabolica do tumor, o que traduz maior agressividade biologica. Por isso, a LDH ¢ frequen-
temente incluida em sistemas de estratificagdo de risco, como o Revised International

Staging System (R-ISS) para mieloma multiplo, onde ¢ usada em conjunto com outros
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parametros (B2-microglobulina, albumina sérica e alteracdes citogenéticas de alto risco

(Rajkumar, 2024).

3.4.Técnicas Citogenéticas e Biologia Molecular

A andlise citogenética e molecular dos plasmdcitos neoplasicos no MM ¢ hoje uma com-
ponente essencial no seu diagnostico, prognostico, monitorizagao e da defini¢do terapéu-
tica. Estas técnicas permitem a identificacdo de alteragcdes cromossomicas estruturais e
numéricas, bem como de mutagdes em genes chave da carcinogénese hematoldgica, com

implicagdes prognosticas bem estabelecidas.
3.4.1. Citogenética Convencional (Cariotipo).

A citogenética convencional analisa as metafases obtidas por cultura celular, permitindo
a observacdo de alteragcdes numéricas (ex.: hipodiploidia) e estruturais (ex.: delecdes,
translocagdes). Contudo, a sua sensibilidade ¢ limitada no MM, devido a baixa taxa de
proliferacdo dos plasmocitos, o que resulta frequentemente em culturas com auséncia de

metafases tumorais (Fonseca et al., 2009).
Apesar destas limitagdes, quando viavel, o caridtipo pode detetar alteragdes como:

e Hipodiploidia ou pseudodiploidia (associadas a pior prognostico);Translocagdes

envolventes do cromossoma 14, como t(11;14), t(4;14) e t(14;16).

3.4.2. Hibridizacao in situ por Fluorescéncia (FISH).

Esta técnica utiliza sondas fluorescentes especificas para regides cromossomicas de inte-
resse, aplicadas diretamente em nucleos interfasicos (ndo divididos), o que permite dete-
tar alteragcdes genéticas mesmo em amostras com baixa concentragao de células tumorais.
E atualmente o método de elei¢io para avaliagio citogenética no MM, sendo recomen-
dada pela IMWG como exame obrigatdrio no momento do diagndstico (Avet-Loiseau et

al., 2013).

Vantagens: elevada sensibilidade, rapidez e aplicabilidade clinica. Utiliza-se em combi-
nacdo com marcagdo por imunomagnetismo (CD138+) para enriquecer a amostra com

plasmdcitos.
A FISH pode ser realizada em:

e Preparagdes de sangue periférico ou medula 6ssea enriquecidas para plasmocitos;
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Amostras frescas ou fixadas, com aplicagdo de sondas especificas para:
o del(17p13) — perda do gene TP53 (alto risco);
o t(4;14) — fusdo entre MMSET e FGFR3 (alto risco);
o t(14;16) — envolvimento de c-MAF (alto risco);

t(11;14) — translocagdo envolvendo CCNDI (risco intermediério, possi-
vel indicagdo para terapia com venetoclax) (Kumar & Rajkumar, 2018).
A presenca de pelo menos uma anomalia de alto risco (del(17p), t(4;14)
ou t(14;16)) define citogenética adversa no R-ISS e associa-se a menor

resposta terapéutica e sobrevivéncia mais curta (Walker et al., 2014).

3.4.3. Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR).

Técnicas como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e o sequenciamento de nova ge-

racao (NGS) tém vindo a ser integradas na caracterizacdo mais profunda da doenga, com

aplicacdo crescente em centros diferenciados.

A PCR pode ser utilizada para:

Avaliagao de rearranjos genéticos do gene das imunoglobulinas (/gH);

Detecdo de transcritos tumorais residuais (doenca minima residual —- DMR).

O NGS, por sua vez, permite:

Avaliacgao do perfil mutacional tumoral (ex.: TP53, KRAS, NRAS, BRAF);
Monitoriza¢ao da evolucao clonal;

Identificacdo de novos alvos terapéuticos, sobretudo em doentes refratarios ou

com recidivas multiplas.
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4. Critérios de diagnostico.

4.1. Gamopatia monoclonal de significincia indeterminada (MGUS).

A MGUS ¢ o primeiro sinal indicativo para a pesquisa diagnostica. Confirma-se o diag-
nostico de MGUS quando o pico monoclonal no sangue periférico ¢ inferior a 3 g/dL (
Tabela 3), a proteina de Bence-Jones na urina de 24 horas ¢ inferior a 0,5 g/dL e a proli-
feracdo de células medulares clonais ¢ inferior a 10%, com auséncia de envolvimento de

um 6rgdo alvo, como o rim, 0s 0ssos ou a medula.

O risco de progressao da MGUS para MM ¢ de aproximadamente 1% ao ano, justificando
vigilancia clinica e laboratorial regular para detetar precocemente a evolugao para doenca
sintomatica. Assim, pretende-se evitar potenciais complicacdes resultantes da lesdo de
orgdos alvo. O risco de progressdao de uma MGUS depende da concentragdo da proteina
monoclonal, do tipo de proteina monoclonal, do racio de cadeias leves livres no soro, da
percentagem de plasmocitos na medula dssea, da proporcao fenotipica dos clones de cé-

lulas plasmaticas e da presenca de imunoparesia (Berenson, 2024).

Tabela 3 - MGUS no Diagnéstico de Mieloma multiplo

Parametro Critério de diagnéstico
Pico monoclonal no sangue periférico <3g/dL
Proteina Bence Jones na urina de 24h <0,5g/dL
Proliferagdo de células clonais na medula 6ssea <10%
Envolvimento de érgaos alvos Nenhum
Risco de progressao para o MM 1% por ano

4.2. Biopsia medular.

A biopsia medular, consiste na recolha de um fragmento sélido do osso da medula dssea,
geralmente da crista iliaca posterior, com o objetivo de analisar a presenca de infiltracdo
neoplésica (Tabela 4). Esta técnica ¢ fundamental para confirmar a presenga de plasmo-
citos clonais (neoplasicos), sendo que valores >10% sustentam o diagndstico de MM,

conforme critérios do International Myeloma Working Group (IMWG).
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Tabela 4 — Diagnodstico do Mieloma Multiplo pela técnica de Bidpsia

Orgios alvos Objetivo OIS cal\r/e[ll(\:/t[enstwos €9 Interpretagdo da Biopsia

Identificar lesdo ossea
Osseos e par-  ou partes moles com pre-
tes mole senga de plasmocito clo-
nais(plasmocitomas)

Plasmocitos clonais restritos
na les@o ou plasmocitos soli-
tarios

Confirmar um tumor
plasmocitario isolado.

Medula 6ssea com <10% de A biopsia revela plas-

Identificar, plasmoci- . . ) . . -
plasmocitos clonais sem evi-  mocitos clonais na lesdo

. toma Solitario com En- a . .. ~
Medula Ossea oma SO 0o déncia de doenga sistémica. primaria e infiltragdo
volvimento Minimo da . . o
. Pode evoluir para mieloma  leve (<10%) na medula
Medula Ossea o . e ;
multiplo assintomatico. Ossea
. A biodpsia confirma in-
Identificar >10% de , . 0 b
, . . Plasmécitos clonais > 10%  filtragdo extensa da me-
Medula 6ssea plasmdcitos clonais na , .
. na medula 6ssea. dula 6éssea. Confirma
medula 6ssea .
MM ativo.

4.3. Calcium elevation, Renal Insufficiency, Anemia, Bone lesions (CRAB).

O acrénimo CRAB ¢ utilizado para descrever um conjunto de manifestagdes clinicas as-
sociadas a lesdo de orgdo-alvo, causadas pela proliferagdo dos plasmoécitos malignos
no mieloma multiplo. Quando a bidpsia confirma a presenga de plasmocitos > 10% ¢
indicativo de MM e nesta fase também ¢ acompanhado com um ou mais eventos defini-
dores de mieloma por CRAB (hipercalcemia, insuficiéncia renal, anemia e lesdes 0sseas),
(Tabela 5). A presenga de qualquer um destes eventos, em associagdo com células plas-
maticas clonais da medula dssea >10% ou plasmocitoma 6sseo ou extra medular compro-
vado por biopsia, confirma o diagnostico de mieloma sintomatico e justifica o inicio do

tratamento (Laubach et al. 2025).
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Alteracao
(CRAB)

C — Hiper-
calcemia

R — Insufici-
éncia Renal

A — Anemia

B — Lesoes
Osseas

Critério Diagnéstico

Calcio sérico >11
mg/dL ou>1 mg/dL
acima do limite supe-
rior do normal

Creatinina sérica >2
mg/dL ou depuragio
de creatinina <40
mL/min

Hemoglobina <10
g/dL ou >2 g/dL
abaixo do normal

Lesoes osteoliticas vi-
siveis em TC ou RM

Mecanismo Subjacente

Aumento da reabsor¢do 6ssea devido
a ativagdo dos osteoclastos por citoci-
nas tumorais (IL-6, RANKL, MIP-
la).

Deposigado de cadeias leves (proteina
de Bence Jones) nos tubulos renais,
causando nefropatia do mieloma.
Além disso, hipercalcemia contribui
para a disfung@o renal.

Infiltragdo da medula dssea por plas-
mocitos clonais, reduzindo a produgao
de eritrocitos. Além disso, citocinas
inflamatorias contribuem para anemia
da doenga cronica.

A secregdo de fatores tumorais
ativa osteoclastos e  inibe osteoblas-
tos, levando a destruicdo Ossea pro-
gressiva

Importancia Clinica

Pode causar fraqueza
muscular, constipagdo,
politiria, letargia e risco
de arritmias cardiacas. In-
dica doenga avangada.

Diminui¢do do volume
urinario, nausea ¢ vomi-
tos, edemas, confusdo
mental, sede intensa, po-
luiria, obstipag@o. Indica
doenga avangada.

Leva a fadiga severa, pa-
lidez, dispneia e redugdo
da qualidade de vida.

Aumenta o risco de fratu-
ras patologicas, dor 0ssea
intensa e compressao me-
dular, podendo levar a in-
capacidade funcional.

4.4. Citogenética.

O diagnostico citogenético do mieloma multiplo tem como principal objetivo a identifi-

cacdo de alteragdes cromossomicas que influenciam o progndstico, a estratificagdo de

risco e, em alguns casos, a escolha terapéutica (Tabela 6). Estas alteragcdes sdo detetadas

através de técnicas de citogenética convencional e mais frequentemente, de hibridagdo in

situ por fluorescéncia (FISH) aplicada a plasmdcitos purificados.
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Tabela 6 -Diagnostico Citogenético do Mieloma Multiplo.

Técnica

Método de Diag-

nostico

Principais achados cito-

genéticos

Importancia Clinica

FISH (Hibridizacio
in situ por fluorescén-

cia)

Cariétipo Convencio-

nal

MLPA (amplificacio
de sonda dependente

de ligacao multipla)

NGS (Sequencia-
mento de Nova Gera-

¢do)

SNP-Array (Microar-
ray de polimorfismo

de nucleotideo tinico)

Sondas fluorescen-
tes especificas para
1dentificar translo-

cagoes e delecdes

Analise microsco-
pica do padrao cro-

mossOmico

Técnica molecular
para amplificagdo
de regides genomi-

cas

Sequenciamento de
DNA de alta resolu-

¢do

Analise genémica
de alta densidade
para detetar CNV e
LOH (perda de he-

terozigosidade)

t(11;14), t(4;14), t(14;16),
t(14;20), delecdo 17p
(TP53), amplificacdo 1q

Hipodiploidia, hiperdiploi-
dia, translocagdes estrutu-

rais

Delegdes de TP53 (17p),
amplificagdo de 1921, de-
lecdo de 13q

Mutagao em KRAS, NRAS,
BRAF, TP53, MYC

Perda de heterozigosidade

em lp, 16q e 22q

Identifica translocagdes
IgH, monossomias e
aneuploidias; auxilia na

estratificacdo de risco.

Deteta aneuploidias e
grandes reordenamen-
tos, mas possui baixa

sensibilidade.

Identifica alteragdes
em numero de copias
(CNVs), associadas a
prognostico desfavora-

vel.

Deteta mutagdes pontu-
ais e oferece maior pre-
cisdo na identificagdo
de biomarcadores tera-

péuticos.

avaliar clonalidade tu-
moral e prever agressi-

vidade da doenga.
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5. Populacées de Risco e fator predisponente

A suscetibilidade do MM esta associada a variagdes significativas de fatores genéticos,
demograficos, ambientais e imunologicos que influenciam o desenvolvimento da doenca.

Alguns desses fatores incluem:

Idade: O risco de desenvolver MM aumenta consideravelmente com a idade, sendo a
doenga predominantemente diagnosticada em individuos com mais de 60 anos, com uma
incidéncia méaxima em pessoas acima dos 70 anos. Esta maior suscetibilidade deve-se a
acumulacdo progressiva de alteragdes genéticas somaticas nas células plasmaticas e a di-

minui¢do da eficiéncia do sistema imunitario relacionada com o envelhecimento, que fa-

vorece a sobrevivéncia e expansdo de clones malignos (Nunes ef al., 2024).

Sexo e etnia: A incidéncia do MM ¢ mais elevada no sexo masculino do que no feminino.
Além disso, individuos de ascendéncia afro-americana apresentam risco duas a trés vezes
superior ao observado em populagdes caucasianas, sugerindo uma predisposicao gené-

tica.

Autoimunidade e imunossupressio: Pacientes com doengas autoimunes ou inflamato-
rias cronicas, como artrite reumatoide, lipus eritematoso sistémico e outras condigdes
que promovem ativacdo imunologica persistente, apresentam maior risco para o desen-
volvimento de gamopatias monoclonais € mieloma multiplo. A imunossupressao prolon-
gada, seja por condi¢des como HIV/SIDA, ou devido a terapias para transplante de Or-
gaos, também estad associada a um risco aumentado, devido a diminui¢do da vigilancia

imunolégica (lizuka et al., 2025).

Exposicao ambiental: A exposicdo a agentes quimicos e fisicos representa um fator de
risco importante. Trabalhadores expostos a pesticidas, solventes organicos (como o ben-
zeno), herbicidas, radiacdo ionizante ou que atuam em setores como a agricultura, indus-
trias quimicas ou de petroleo tém maior probabilidade de desenvolver MM. Estes agentes
podem causar danos no DNA das células plasmaticas ou induzir mutagdes que promovem

a transformacao maligna (American Cancer Society, 2025).
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6. Doenca Residual Minima.

A Doenga Residual Minima (DRM) refere-se a pequena quantidade de células plasmoci-

tarias neoplasicas que persistem na medula dssea apos a realizagdo do tratamento para

mieloma multiplo (MM). Apesar de ndo serem detetaveis por métodos convencionais,

estas células residuais podem manter-se viaveis e proliferar, originando recidiva da do-

enca. A detecdo da DRM ¢, por isso, um dos pardmetros mais importantes para a avaliagao

do prognostico e da eficacia terapéutica em pacientes com MM. A presenca da DRM

normalmente ¢ avaliada apds indugdo, transplante autdlogo de medula 6ssea e /ou em

fases de manutencao. Assim, a avaliagdo da DRM ¢ fundamental para:

Monitorizar a resposta terapéutica em niveis de sensibilidade muito elevados;
Identificar precocemente a persisténcia ou reaparecimento da doenga;

Ajustar estratégias terapéuticas, podendo indicar intensifica¢do do tratamento ou

a manutencao para prevenir recaidas;

Avaliar o risco individualizado do paciente, ajudando na tomada de decisdo cli-

nica (James's & Leeds, 2019; Ding et al., 2021).

6.1.Métodos de Detecao da Doenca Residual Minima.

Dado que as células tumorais residuais podem estar presentes em frequéncias muito bai-

xas, a sua detecdo exige técnicas altamente sensiveis:

Citometria de Fluxo Multiparamétrica (MFC):

o Utiliza um painel abrangente de anticorpos marcados com fluorocromos
para identificar células plasmocitarias clonais com base em perfis imuno-

fenotipicos especificos.

o Permite distinguir células neoplasicas de normais com sensibilidade até

107 (1 célula tumoral em cada 100.000 normais).

o E o método preferencial em muitos centros pela rapidez, reprodutibilidade

e custo relativamente menor.
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Sequenciamento de Nova Geracao (NGS):

o NGS ¢ 6tima para quantificagdo ultra-sensivel da clonalidade, mas nao da

informagdes imunofenotipicas

o A sensibilidade € até 10 (1 célula tumoral em cada 1.000.000 normais).
Mas esta técnica possibilita uma andlise genética detalhada e personali-

zada.

o O NGS ¢ particularmente util em monitorizagdo a longo prazo e em casos

em que a citometria ndo seja conclusiva.

A avaliagdo da DRM constitui o melhor marcador prognostico e uma ferramenta essencial
para o controlo terapéutico do MM. A utilizagdo combinada de técnicas moleculares, ci-
tométricas e imagioldgicas proporciona uma abordagem abrangente para a monitorizagao
eficaz da doenga, contribuindo para a melhoria do progndstico e qualidade de vida dos

pacientes (Azambuja et al., 2022).

Quanto a interpretacdo, a DRM ¢ negativa quando ndo se deteta doenga com a sensibili-
dade méxima da técnica utilizada. Esta associada a melhor progndstico, maior sobrevi-
véncia global e livre de progressdo. DRM positiva: Indica presenca de doenca residual,
mesmo quando o doente estd em remissdo completa pelas técnicas convencionais. Pode

implicar maior risco de recaida (Pasquini et al., 2024).

Relativamente ao critério de escolha de uma ou outra técnica, as guidelines do IMWG
(International Myeloma Working Group) aceitam as duas desde que a sensibilidade seja
>107° e que o laboratdrio tenha validacdo adequada. Na pratica a MFC costuma ser mais
acessivel e rapida enquanto a NGS pode ser mais cara e nem sempre esta disponivel em
todos os hospitais. Existem ainda outras limitagdes que ¢ o fato de a NGS necessitar da

amostra basal (Pasquini ef al., 2024).
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Desenvolvimento

7. Monitoriza¢io do Mieloma Multiplo e Controlo da Doenca

O MM ¢ uma doenga incuravel, caracterizada por episodios de recidiva apds o tratamento,
mesmo quando este ¢ inicialmente bem-sucedido. O objetivo da terapéutica ¢ controlar

os sintomas, retardar a progressdo da doenca e melhorar a qualidade de vida do paciente.

Apesar da auséncia de cura definitiva, o tratamento adequado permite prolongar a remis-
sdo e reduzir a carga tumoral. No entanto, existe sempre o risco de recidiva ou progressao

do MM, o que torna essencial uma monitoriza¢ao rigorosa.
Objetivos da Monitoriza¢ao

e Avaliacido da resposta ao tratamento: Realizada através da quantificacdo das
proteinas monoclonais (proteina M), cadeias leves livres no soro e na urina, e da

avaliagdo da funcdo renal, que pode ser afetada pela doenga.

o Detecdo precoce de recidivas: Monitorizar o aumento das proteinas monoclo-

nais, mesmo na auséncia de sintomas clinicos, para intervir rapidamente.

e Controlo dos efeitos adversos do tratamento: Avaliacdo regular da fungdo he-
patica, cardiaca e outras fun¢des organicas, para minimizar complicagdes e ajustar

a terapéutica (Rajkumar, 2024).
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Conclusdo

III. CONCLUSAO

O MM ¢ uma neoplasia hematologica maligna caracterizada pela proliferacdo clonal de
plasmocitos na medula dssea, resultando na producgdo excessiva de imunoglobulinas mo-
noclonais ou cadeias leves livres. O diagnostico do MM requer uma abordagem multidis-
ciplinar, integrando dados laboratoriais, clinicos e imagiologicos, essenciais para a defi-

nicao do estadiamento, prognostico e planeamento terapéutico.

O laboratério assume um papel central na gestdo do MM, ndo apenas no diagnostico ini-
cial, mas também na estratificacdo do risco e na monitoriza¢ao da resposta ao tratamento.
Exames como a eletroforese de proteinas, imunofixagdo, dosagem de cadeias leves livres,
estudo citogenético por FISH e a analise da DRM sao fundamentais para a avaliagdo de-

talhada da doenca e para a tomada de decisdes clinicas personalizadas.

A correta interpretagdo dos achados laboratoriais deve ser feita em estreita colaboragao
com a equipa médica, de forma a garantir uma abordagem terapéutica baseada em evi-
déncia e adaptada ao perfil biologico de cada doente. Por exemplo, a presenca da trans-
locagdo t(11;14) pode orientar para o uso de inibidores de BCL-2, como o Venetoclax,
enquanto a delecdo do brago curto do cromossoma 17 (del(17p)) esta associada a um

progndstico reservado e necessidade de terapias mais agressivas.

Em suma, a integracdo entre os dados laboratoriais e a clinica ¢ indispensavel para o
acompanhamento eficaz do mieloma multiplo, contribuindo para melhorar a sobrevida e
a qualidade de vida dos doentes. O avango nas técnicas laboratoriais e imagioldgicas tem
permitido diagndsticos mais precoces, maior precisao na avaliacdo da resposta terapéutica

e uma abordagem cada vez mais individualizada no tratamento do MM.
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V. ANEXOS

ANEXO 1

Técnica de Esfregaco e coloracgao

1. Materiais Necessarios

Laminas porta-objetos (limpas e desengorduradas)

Amostra de sangue (EDTA ou puncao digital — preferencialmente sangue capilar

recém-colhido)

Lamina espalhadora (com borda lisa e uniforme)
Corantes: May-Griinwald e Giemsa

Tampao fosfato pH 6.8—7.2

Pipeta ou capilar para recolha da gota
Cronometro ou relogio

Microscopio Optico

2. Realizacao do Esfregaco (Técnica Manual)

Passo 1: Coloca¢ao da amostra

Coloca-se uma pequena gota de sangue (2 a 3 mm de diAmetro) a cerca de 1

cm da extremidade de uma lamina porta-objetos.

Passo 2: Espalhamento

Posiciona-se uma segunda lamina (espalhadora) em um angulo de aproximada-

mente 30—45° em relagdo a lamina com a gota.

Encosta-se a borda da lamina espalhadora a gota de sangue e, quando o sangue se
espalhar por capilaridade ao longo da borda, movimenta-se rapidamente e com

firmeza para a frente, formando uma camada fina e uniforme de sangue.
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Passo 3: Secagem

e A lamina deve ser deixada a secar ao ar, a temperatura ambiente, sem uso de

calor direto.
Observacao Microscopica
e Ap0s secagem, o esfregaco esta pronto para observacdo em microscopio optico.

o Utiliza-se objetiva de imersao (100x) com o6leo para analise morfoldgica deta-
lhada ( (J, 2023).

ANEXO 2
Coloracao May-Griinwald-Giemsa (MGG)

Preparacio dos Reagentes (tabela procedimento de coloracio) detalhes sobre a co-

loraciio de IAmina de sangue periférico.
e Corante May-Griinwald: pronto a usar ou diluido em metanol absoluto.

e Corante Giemsa: geralmente preparado em diluicdo 1:20 a 1:10 com tampao

fosfato pH 7.0-7.2 (varia com o protocolo do laboratorio).
o Tampao fosfato: assegura o pH ideal para coloragdo equilibrada.

Tabela - Procedimento da coloracio do esfregaco de sangue periférico.

Etapa Reagente Tempo Observacoes
Fixacdo e coloragao
inicial

Atua como fixador e pri-

May-Griinwald puro 3 minutos . ~
meira coloragdo

L Agua destilada ou . Remove o excesso de co-
Lavagem rapida ~ 1 minuto
tampao pH 7.0 rante

Segunda coloracgao Giemsa diluido 10 — 15 minutos Realga detalhes nucleares

(com contraste) (1:10-1:20) e citoplasma
Lavagem final Agua destilada 1 minuto DISRET: correr em posieao

vertical
Secagem Temperatura ambi- 5 — 10 minutos Nao utilizar calor

ente
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ANEXO 3

pH no esfregaco de sangue periférico

55,8, §
f': "-'('u 0,9 ¢

< ¥ 1 :
e .,_‘,.,%g X "?n 2.

e R RS

pH 7.0 (iso-electrical point)

Acidic Basic

O esfregago com pH 7.0 permite a melhor visualizagao da morfologia

ANEXO 4

Morfologia dos Plasmacitos

Figura A: Plasmocitos com citoplasma vacuolizado. Figura B: Plasmocitos multinucleados

ANEXO 5
Procedimento da citometria de fluxo
Principio da Técnica

A imunofenotipagem ¢ realizada através da citometria de fluxo, uma tecnologia que per-
mite a analise simultanea de multiplos marcadores antigénicos, localizados na superfi-

cie ou no interior das células.



Meétodos laboratoriais para o diagnostico de Mieloma Multiplo

1. Amostra: Pode ser utilizado aspirado de medula dssea, sangue perifé-

rico ou outros fluidos biolégicos (ex.: liquido ascitico).
2. Preparacio celular:

o As células sdo suspensas numa solu¢ido tampao isoténica, que assegura a
viabilidade celular e evita a formacdo de agregados.
3. Marcacio imunologica:
o Utilizam-se anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos, que

se ligam a antigenos especificos expressos pelas células plasmaticas.
4. Analise por citometria de fluxo:

o As células marcadas passam individualmente através de um feixe de la-

ser no citometro.

o Cada célula dispersa a luz de forma distinta e emite fluorescéncia, de

acordo com os fluorocromos ligados aos anticorpos.

o A fluorescéncia ¢ medida, permitindo identificar e quantificar subpopu-

lacdes celulares especificas. (Rajkumar, S.V., 2020).

ANEXO 6
Procedimento da bidpsia

Para a colheita, utiliza-se uma agulha de biépsia Jamshidi, apropriada para extrair
um cilindro de tecido medular com aproximadamente 1 a 2 cm de comprimento. A
biopsia ¢ geralmente realizada na crista iliaca posterior (osso da bacia), sob anestesia

local.

Preparagdo da amostra obtida:
- Fixada em formalina neutra tamponada a 10% para preservacao tecidular.

- Posteriormente, ¢ submetida a colora¢ao com Hematoxilina-Eosina (H&E).
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- Pode ser complementada por técnicas de imunohistoquimica, para identificagdo de
marcadores especificos como CD138, CD117, CD38, CD56 e Ki-67, que ajudam na ca-

racterizacdo dos plasmdcitos malignos

ANEXO 7
Proteinograma

~ B

A: Proteinograma normal; B: Proteinograma anormal com presenga de pico monoclonal na regido gama.

ANEXO 8
Imunofixacio

Imagem de Resultado de Imunofixa¢do no MM.
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