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SOUZA, A.C.R. Potencialidade dos métodos moleculares de diagnéstico na
identificacdo precoce do Mieloma Multiplo: uma revisdo integrativa da literatura.
Barreiras, 2022. 65p. Monografia. Bacharelado em Medicina, Centro das Ciéncias
Bioldgicas e da Salde, Universidade Federal do Oeste da Bahia.

RESUMO

Mieloma Multiplo (MM) é uma neoplasia maligna e incuravel do sistema hematoldgico
decorrente da disfuncdo plasmocitaria da medula 6ssea, 0s quais promovem producéo e
secrecdo de imunoglobulinas do tipo IgG monoclonal, ou partes delas, chamadas de
proteinas M. Devido ao seu carater multissistémico, os pacientes acometidos pela
doenca podem manifestar sintomas classicos representados pela sigla “CRAB” (C:
hipercalcemia, R: insuficiéncia Renal, A: anemia e B: lesdes 0sseas) ou por outros
sintomas e sinais inespecificos, o que fomenta atrasos e defasagens quanto ao seu
diagnostico, impactando no tratamento e sobrevida dos pacientes acometidos. Diante
disso, urge a necessidade de avanco na area dos métodos diagnosticos de MM, a fim de
contribuir para melhoria de acuracia deles, de modo a impactar positivamente o
progndstico dos pacientes acometidos. O objetivo desse estudo foi investigar propostas
de deteccdo precoce de MM por meio de métodos moleculares de diagnostico,
analisando-os quanto a sua sensibilidade e especificidade, além de tornar evidente a sua
importancia para uso efetivo no protocolo de diagndstico da doenca. Nesse sentido, foi
realizada uma revisao integrativa de literatura, buscando-se por estudos publicados em
um periodo de 10 anos (2012-2021), nas principais bases de dados (PubMed, SciELO,
LILACS e Cochrane). Foram incluidos estudos observacionais (transversais, caso-
controle e coorte) e excluidos relatos de caso, revises de literatura e estudos em
desacordo com as recomendacdes preconizados pelo checklist STROBE. Além disso,
foi utilizada trés combinacdes de descritores obtidos via DeCS, para refinamento da
busca: “Molecular diagnostic Techniques and multiple myeloma”, “Multiple myeloma
and early diagnosis” e “Molecular diagnostic and multiple myeloma”. Foram
selecionados 6 estudos que analisaram métodos diagnosticos distintos em amostras que
compreendiam ndo somente portadores de MM, mas também de MGUS, SMM e
doadores saudaveis. A deteccdo de microRNAs por PCR em tempo real (QRT-PCR) se
mostrou como a mais sensivel (97,4%) e a Espectrometria de Massa associada a Redes
Neurais se mostrou a mais especifica (95%). Além disso, a Imunofixacdo Sérica (IFS)
e Eletroforese de Proteinas, como os métodos mais utilizados atualmente, se mostraram
sensiveis e especificos, mas com precocidade cerca de 6,6 meses para IFS. A caréncia
de publicacbes na area, principalmente, no viés diagnostico, somado ao baixo
conhecimento por profissionais médicos ndo hematologistas, atuaram como fatores
limitantes desta pesquisa. A amostragem dos estudos investigados foi bastante variavel,
bem como os dados estatisticos obtidos, ficando 3 estudos com percentuais de
sensibilidade e especificidade acima de 90%, dois estudos com percentuais em torno de
70% e um estudo ndo apresentou dados estatisticos nesse sentido. Nesse sentido, 0s
resultados encontrados se mostraram promissores para 0 avango diagnostico precoce de
MM. Espectrometria de Massa e deteccdo de microRNAs por RT-gPCR se mostraram
0s mais sensiveis, mas, ainda assim, os demais métodos também apresentaram potencial
diagnostico e de acompanhamento da doenca. Ainda sdo necessarios mais estudos que
envolvam os métodos estudados para melhor verificagdo dos dados apresentados nesta
pesquisa, que servira de fonte de busca e analise para pesquisas futuras.



Palavras-chave: Gamopatias; Neoplasias hematoldgicas; Diagnostico Molecular;
Espectrometria de Massa; RT-qPCR.



SOUZA, A.C.R. Potentiality of molecular diagnostic methods in the early identification
of multiple myeloma: an integrative literature review. Barreiras, 2022. 65p.
Monography. Bachelor of Medicine, Center for Biological and Health Sciences,
Federal University of Western Bahia.

ABSTRACT

Multiple Myeloma (MM) is a malignant and incurable neoplasm of the hematological
system resulting from plasma cell dysfunction of the bone marrow, which promotes the
production and secretion of monoclonal 1IgG immunoglobulins, or parts thereof, called
M proteins. Due to its multisystemic character, patients affected by the disease may
manifest classic symptoms represented by the acronym “CRAB” (C: hypercalcemia, R:
renal failure, A: anemia and B: bone lesions) or by other nonspecific symptoms and
signs, which it promotes delays and delays in its diagnosis, impacting the treatment and
survival of affected patients. Therefore, there is an urgent need to advance in the area of
MM diagnostic methods, in order to contribute to improving their accuracy, in order to
positively impact the prognosis of affected patients. The objective of this study was to
investigate proposals for early detection of MM through molecular diagnostic methods,
analyzing them in terms of their sensitivity and specificity, in addition to making evident
their importance for effective use in the disease diagnosis protocol. In this sense, an
integrative literature review was carried out, looking for studies published in a period of
10 years (2012-2021), in the main databases (PubMed, SciELO, LILACS and
Cochrane). Observational studies (cross-sectional, case-control and cohort) were
included and case reports, literature reviews and studies in disagreement with the
recommendations recommended by the STROBE checklist were excluded. In addition,
three combinations of descriptors obtained via DeCS were used to refine the search:
“Molecular diagnostic Techniques and multiple myeloma”, “Multiple myeloma and
early diagnosis” and “Molecular diagnostic and multiple myeloma”. Six studies were
selected that analyzed different diagnostic methods in samples that included not only
MM patients, but also MGUS, SMM and healthy donors. The detection of microRNAs
by real-time PCR (qRT-PCR) proved to be the most sensitive (97.4%) and Mass
Spectrometry associated with Neural Networks proved to be the most specific (95%).
In addition, Serum Immunofixation (SFI) and Protein Electrophoresis, as the most used
methods today, proved to be sensitive and specific, but with an early onset of about 6.6
months for SFI. The lack of publications in the area, mainly on the diagnostic bias,
added to the low knowledge by non-hematologist medical professionals, acted as
limiting factors of this research. The sampling of the investigated studies was quite
variable, as well as the statistical data obtained, leaving 3 studies with percentages of
sensitivity and specificity above 90%, two studies with percentages around 70% and
one study did not present statistical data in this sense. In this sense, the results found
were promising for advancing the early diagnosis of MM. Mass spectrometry and
detection of microRNAs by RT-gPCR proved to be the most sensitive, but even so, the
other methods also showed potential for diagnosis and monitoring of the disease. More
studies are still needed involving the methods studied to better verify the data presented
in this research, which will serve as a source of search and analysis for future research.

Keywords: Gamopathies; Hematologic Neoplasms; Molecular Diagnostics; Mass
Spectrometry; RT-gPCR.
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1. INTRODUCAO

Mieloma Multiplo é uma neoplasia maligna incuravel do sistema hematoldgico,
causada por disfuncéo proliferativa clonal de plasmocitos na medula 6ssea, 0s quais
promovem a producéo e secrecdo de imunoglobulinas do tipo IgG monoclonal ou parte
delas, chamadas de proteinas M, podendo ser identificadas no soro ou na urina, mas
também em locais extramedulares ou sangue periférico durante a progresséo da doenca
(GULLA, 2020).

Representando a segunda neoplasia hematoldgica mais comum e cerca de 1% de
todas as neoplasias malignas, o Mieloma Multiplo costuma se apresentar de forma
inespecifica, sendo esse um dos principais fatores que dificultam o seu diagndstico,

piorando, consequentemente, o prognostico dos pacientes acometidos (FAZEL, 2019).

A presenca da proteina monoclonal sob o achado de “pico monoclonal” no soro
e/ou urina do paciente, é o achado laboratorial encontrado por meio dos métodos
moleculares, sendo a eletroforese de proteinas e imunofixacdo de urina 24h os mais
utilizados para estadiamento correto da doenca frente a outras gamopatias monoclonais,
bem como para investigacdo e diagnostico precoce do Mieloma Mudltiplo
(RAJKUMAR, 2022).

2. REFERENCIAL TEORICO

Na histdria do Mieloma Multiplo, acredita-se que o primeiro relato da doenca
tenha ocorrido em 1844, chamado na época de “ossio de molidades” por Samuel Solly.
Apbs a autopsia dos dois pacientes observados por Solly, verificou-se que a medula
Ossea de ambos os pacientes foi substituida por uma substancia vermelha preenchida
com células grandes de aparéncia distinta. Além disso, o segundo paciente relatou que
a sua urina enrijeceu suas roupas e por isso uma amostra foi enviada para exame pelo
Dr. Henry Bence Jones, que evidenciou a urina semissélida que se liquefazia com

aguecimento e se tornava viscosa quando resfriada. A partir disso, Bence Jones
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enfatizou a importancia da analise de amostras de urina no diagndstico, pratica que
continua até hoje (BARWICK, 2019).

Sendo alvo de muitos estudos e tendo ainda muito a se esclarecer, 0 Mieloma
Multiplo ndo tem uma patogénese definida. Acredita-se que a doenga se instale por
alteracOes e desregulacdes de fatores enddcrinos, vasculares, genéticos e metabdlicos.
O excesso de adiposidade, por exemplo, pode contribuir para aumento no risco de
desenvolvimento da doenca, devido ao estimulo de efeitos pro-inflamatorios sistémicos

ou advindos especificamente da medula 6ssea (HEIDER, 2021).

Porém, a tematica tem sido estudada, principalmente, no ambito genético, para
tentar estabelecer correlacbes entre deteccdo de aberracbes cromossdmicas e
diagndstico da doenca. Com isso, a compreensao precisa da patogénese molecular e da
biologia de cada estado da doenca é necessaria para fomentar o desenvolvimento de
novas e melhores ferramentas de diagndstico e de novas abordagens terapéuticas
(HEIDER, 2021).

Pacientes acometidos por essa neoplasia costumam apresentar sintomatologia
vasta e, recorrentemente inespecifica; porém, alguns sintomas possuem relevancia e sdo
eles: fadiga, dor Gssea, comumente referida na regido lombar, anemia, insuficiéncia
renal, hipercalcemia e fraturas 6sseas ndo relacionadas a traumas fisicos ou outra doenca
de base (FAZEL, 2019). Essa sintomatologia classica, é comumente referida pela sigla
“CRAB” (C: hipercalcemia, R: insuficiéncia renal, A: anemia e B: lesdes 0sseas)
(SEESAGHUR, 2021). No entanto, por ser uma patologia do sistema hematoldgico e
possuir carater sistémico, o Mieloma Multiplo pode, também, causar disfuncdes extra-
medulares, ainda que somente em 3-5% dos casos, que geralmente envolvem a pele,

nasofaringe, laringe, trato respiratdrio superior e sistema nervoso central (DIAS, 2018).

2.1 Epidemiologia do Mieloma Multiplo e dificuldades no diagnéstico

Dentro do espectro de doengcas comuns a idade idosa, 0 Mieloma Multiplo tem
grande importancia. Aproximadamente 28,6% dos casos de MM séo diagnosticados na
idade de 65 a 74 anos e cerca de 3,5% abaixo da idade de 44 anos. A incidéncia é maior
em individuos de etnia negra do que etnia branca e mais comum no sexo masculino que
no feminino (SOLIMAN, 2020). A mortalidade no MM é bastante elevada, estimando-
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se que, em 2020, ocorreram 12.380 6bitos nos Estados Unidos, enquanto na Europa, 0
namero chega a 31.000 mortes anuais (BEBNOWSKA, 2021).

A realidade epidemiologica do Mieloma Mdltiplo no Brasil ainda ndo é
esclarecida. Uma pesquisa realizada pela Associagédo Brasileira de Linfoma e Leucemia
(ABRALE) com 200 pacientes com diagndstico de mieloma multiplo, em 2017,
evidenciou alguns dos motivos pelos quais a doenca ainda é obscura no pais. Cerca de
98% dos pacientes relataram ndo ter nenhum conhecimento a respeito do Mieloma
Mudltiplo, 28% levaram mais de um ano para receber o diagnostico e 40% tiveram
dificuldades para receber o diagndstico, seja por diagnostico inconclusivo, seja
dificuldade clinica do profissional médico em estabelecer o diagnostico. A provavel
causa disso é o carater sintomatico inespecifico e falta de conhecimento cientifico por
profissionais médicos quanto ao curso da doenga e ao seu correto estadiamento
(RAJKUMAR, 2022).

Em grande parte dos casos, o Mieloma Multiplo é precedido por estagios
precursores assintomaticos. O curso mais comum da doenga, comega por um quadro de
Gamopatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS), que possui trés
caracteristicas principais diagnosticas: presenca monoclonal no soro em concentracao
<30g/L, proliferacdo de células clonais na medula 6ssea e auséncia de caracteristicas de
lesdo de 6rgdos-alvo, tipicas de Mieloma Multiplo (ATKIN, 2018). Entre a MGUS e 0
Mieloma Mudltiplo, ha o estagio de Mieloma Mdltiplo Latente (SMM). Esse termo foi
descrito pela primeira vez somente em 1980, quando alguns pacientes foram analisados
e evidenciou-se porcentagem de infiltracdo da medula 6ssea compativel com MM, mas
ndo apresentavam lesbes liticas, hipercalcemia ou anemia apés 5 anos de
acompanhamento (KUNACHEEWA, 2020).

Em 2010, o termo SMM foi estratificado quanto ao risco de desenvolver MM,
variando de baixo risco, com 5% de chance de progressao, ate risco ultra-alto, que tem
a sua chance de progressdo em 40%, sendo ja considerado Mieloma Multiplo de fato
por requerer tratamento (KUNACHEEWA, 2020). A figura 1 rene de forma sintética
e objetiva esses dados sobre 0s principais estagios precursores que evoluem para o

Mieloma Multiplo.
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Figura 1 — Definicdo de Mieloma Multiplo e seus distlrbios plasmaticos precursores

MM

MGUS SMM Proteina Monoclonal

Proteina Monoclonal Proteina Monoclonal

<agldL no soro >ag/dL no soro Proliferacdo de plasmdcitos

>10% da MO ou

Proliferacéo de Proliferacio de plasmocitoma
plasmdcitos <10% da MO plasmacitos >10% da MO

Leséo de 6rgao-alvo
Auséncia de lesdo de Auséncia de lesdo de

L o Razdo de SFLC > 100
orgédo-alvo orgdo-alvo

Lesdo identificada em RM

Legenda: Critérios definidores de Mieloma Multiplo e distlrbios de células plasmaticas, incluindo
MGUS e SMM. MGUS - Gamopatia Monoclonal de Significado Indeterminado; MO - Medula Ossea;
SMM - Mieloma Multiplo Latente; MM - Mieloma Multiplo; SFLC - Fragdo de Cadeia Leve Livre no
Soro; RM - Ressonancia Magnética.

Fonte: Adaptado de ATKIN, 2018.

Apesar de atualmente haver avancos no entendimento do MM, a prevaléncia de
diagnosticos tardios, quando ja houve um avanco significativo da doenca, ainda é alto e
tem origem multifatorial. A ndo existéncia de método de rastreio ou protocolos
sugestivos para o diagnostico fomentam o subdiagndstico ou o diagnoéstico tardio dos
pacientes acometidos por essa neoplasia, de forma a impactar diretamente no
prognostico e qualidade de vida do paciente e sua rede familiar. Nesse aspecto, o
diagnostico de Mieloma Multiplo é dificil, podendo se apresentar por meio de sinais e

sintomas vagos ou inespecificos (FERREIRA, 2017).

Um paciente ¢é diagnosticado com Mieloma Multiplo quando possui infiltracdo
clonal maior ou igual a 10% na medula 6ssea associada a lesdo organica e proteina
monoclonal detectavel em soro ou urina (RAJKUMAR, 2022). Em grande parte dos
casos, 0 primeiro achado compativel com o protocolo diagnostico é a presenca da
proteina monoclonal ou pico monoclonal em soro ou urina, decorrente da producéo e
secrecdo de imunoglobulinas andmalas originadas de plasmadcitos também anormais.
Métodos moleculares de diagnostico, como a proteina de “Bence Jones”, eletroforese
de proteinas e imunofixacdo, sdo 0s mais usados atualmente e permitem a deteccao ou
nédo do pico monoclonal (RAJKUMAR, 2022).
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2.2 Métodos diagnosticos existentes

Apesar de descoberta no ano de 1847 e tendo sofrido evolugGes e melhorias
cientificas ao longo dos anos, o teste de proteinas de Bence Jones (BJ) esta perdendo
espaco para testes mais sensiveis, mesmo que seu método seja de facil execucdo e baixo
custo. A técnica consiste na acidificacdo (pH 5) com acido sulfossalicilico a 3% de 10
mL de urina em um tubo de ensaio e posteriormente colocado em um banho quente por
5 minutos e filtrada ainda quente. Caso fosse percebido turbidez ou precipitacdo durante
o resfriamento, o tubo era colocado novamente na agua fervente e, era considerado
positivo para proteinas de Bence Jones caso a precipitacdo desaparecesse a 100°C e
reaparecesse ao resfriar (TOMAZ, 2017).

Um estudo realizado no Laboratério de Bacteriologia e Urinalise do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal do Parand (HC/UFPR), avaliou 122 pacientes que
realizaram deteccdo urinaria de proteinas de Bence Jones no periodo de janeiro de 2010
a julho de 2015. A analise da significancia estatistica entre os resultados da proteina de
Bence Jones na deteccdo do MM, obteve sensibilidade de 47,4%, especificidade de
91,3%, VPP (Valor Preditivo Positivo) de 50% e VPN (Valor Preditivo Negativo) de
90,4%. A detecc¢do das proteinas de Bence Jones ainda € pratica em muitos laborat6rios
clinicos, mas dados da pesquisa demonstraram que esse método nao contribui
efetivamente para o diagnostico de Mieloma Multiplo, devendo ser substituidos por
métodos mais sensiveis e especificos, como eletroforese de urina e soro (TOMAZ,
2017).

Ja os fundamentos da eletroforese tém sua origem nos estudos de Michaelis, em
1909, quando o cientista percebeu que proteinas se moviam quando submetidas a um
campo elétrico, podendo ser separadas em fragcdes. Mas, 0 método de eletroforese de
proteinas empregado hoje teve maior influéncia do método desenvolvido por Arne
Tiselius em 1937, rendendo a ele um prémio Nobel por seu trabalho cientifico
(TISELIUS, 1937). A eletroforese, hoje, pode ser empregada para separar 0S
componentes sanguineos, urinarios, liquoricos e outras solugbes. Albumina, alfa-1
globulina, beta globulina e transferrina estdo entre o0s principais componentes proteicos
empregados na eletroforese, sendo capazes de fornecer significados clinicos para

profissionais de saude (OLIVEIRA, 2015). Mas, no que diz respeito ao Mieloma
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Mudltiplo, bem como outras gamopatias monoclonais, 0 componente proteico usado na
eletroforese mais importante sdo as gamaglobulinas. As estruturas moleculares das
imunoglobulinas sdo heterogéneas, mas, apesar disso, a migracdo delas na eletroforese
ocorre de forma homogénea, formando bandas bem compactas e delimitadas. A essas
bandas dé&-se o nome de banda policlonal. Entretanto, quando diante de gamopatias
monoclonais como o Mieloma Multiplo, o tracado eletroforético € distinto, ocupando
uma posicdo ampla e delimitada, assim como evidenciado na figura 2 (OLIVEIRA,
2015).

Figura 2 — Perfil eletroforético normal (A) e perfil eletroforético com pico monoclonal em

paciente com Mieloma Maultiplo (B)
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Legenda: Tracado eletroforético B, em comparagdo com perfil eletroforético normal (A), evidencia
presenca de pico monoclonal estreito na fracdo das gamaglobulinas, compativel com Mieloma Multiplo.
Fonte: PAVAN, 2012.

Nas bandas eletroforéticas pode-se encontrar algumas proteinas especificas, como
a albumina, encontrada na banda “A”. Antitripsina, alfafetoproteina e globulina ligadora
de tiroxina sdo algumas das proteinas encontradas na banda a1. Ja na banda oz, pode ser
encontrada a alfa-2-globulina, haptoglobina e macroglobulina, enquanto na banda 3
encontram-se a tranferrina, a beta-lipoproteina e o complemento C3. Por fim, na banda v,

encontram-se as imunoglobulinas do tipo IgG, IgA, IgM e IgD (SILVA, 2008).

A fim de verificar a sensibilidade e especificidade da eletroforese de proteinas
de cadeias leves livres como prova diagndstica em pacientes com suspeita de gamopatia
monoclonal (GM), um estudo prospectivo foi realizado no Chile, entre o periodo de

2013 a 2016, comparando o poder diagnostico da eletroforese de proteinas com os
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métodos considerados “padrdo ouro”: mielograma e bidpsia de medula 6ssea com
imunoistoquimica compativel. Foram analisadas 191 amostras de pacientes com
suspeita de GM, submetendo todas elas pelo processo de eletroforese. Dessa amostra,
75 tiveram diagndstico final de gamopatia monoclonal, sendo 53 desses Mieloma
Mudltiplo. Com isso, a eletroforese de proteinas nos 75 pacientes, possuiu sensibilidade
de 94,5% e especificidade de 98,6%, tornando o método, o mais simples com alta
sensibilidade e especificidade, sem a necessidade de requerimento de imunofixacéao
urinaria (PENA, 2018).

Entre os métodos moleculares de diagndstico, a imunofixacdo é cerca de 10
vezes mais sensivel que a eletroforese sérica para identificar a presenca da proteina
monoclonal, bem como as cadeias leves ou pesadas envolvidas (CAERS, 2018). A
técnica consiste no emprego de reacdo imunoldgica, antigeno-anticorpo, para verificar
a formacdo de precipitina em géis ou membranas com o objetivo de visualizar presenca
de proteinas especificas. O gel ou membrana é lavado de modo a eliminar o que nao
pertence ao imunoprecipitado e, ap6s isso, 0 material é corado com fluoresceina, por

exemplo, permitindo melhor avaliacdo da reagdo imunoldgica (CSAKO, 2012).

No periodo compreendido entre janeiro de 2012 e julho de 2014, foi realizado
um estudo com 52 pacientes diagnosticados com Mieloma Mdltiplo que faziam
acompanhamento no Ambulatério de Hematologia do Hospital Universitario de Santa
Maria (HUSM), no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. O objetivo da pesquisa foi de
estabelecer comparacdo entre a sensibilidade e especificidade da eletroforese de
proteinas em relacdo a imunofixacdo em pacientes com remissao completa da doenca,
mas com propensdo de recidiva. Durante o periodo analisado, nove pacientes
apresentaram retorno do MM; suas amostras foram analisadas por meio da eletroforese
de proteinas, mas em nenhuma amostra foi detectado componente monoclonal, mesmo
esses pacientes apresentando sinais tipicos, como dor 6ssea, astenia e mal-estar. Assim
que os resultados negativos da eletroforese foram obtidos, as mesmas amostras foram
submetidas ao método de imunofixacéo e diferente do método anterior, 0 componente
monoclonal foi encontrado, confirmando a suspeita de Mieloma Multiplo (AITA, 2015).
A maior sensibilidade da imunofixagdo em relacdo a eletroforese, encontrada nesse
estudo, valida varios estudos realizados, principalmente, nas décadas de 1980 e 1990
(KEREN,1990).
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Outros métodos diagndsticos que podem ser utilizados, incluem radiografia de
esqueleto, tomografia computadorizada de corpo inteiro, mielograma e biopsia de
medula sendo bastante empregados ndo somente para a confirmacdo de Mieloma
Multiplo, mas também para descartar possiveis quadros de Gamopatia Monoclonal de
Sinal Indeterminado ou Mieloma Multiplo Latente (GULLA, 2020). O mielograma e
bidpsia de medula dssea tem grande importancia pratica no diagnéstico de MM, por
permitir a quantificacdo de plasmacitos infiltrantes e estudos citogenéticos. Estima-se
que a bidpsia de medula tenha identificado corretamente 0 MM em 95% dos casos
sintométicos, sendo um dos métodos recomendados para avaliacdo plasmocitéria
anormal (CAERS, 2018). Porém, cabe ressaltar que a avaliacdo mais precisa e detalhada
do conteudo medular, s6 é obtido a partir da realizacdo do aspirado de medula somado
a biopsia desse conteudo (KUMAR, 2016).

E evidente que as diversas formas de diagndstico, sejam eles laboratoriais, de
imagem ou histopatologico, se complementam a medida que suas associacdes
promovem maior sensibilidade e carater confirmatorio quanto ao diagndstico da doenca
em questdo. Para o Mieloma Multiplo nédo é diferente: os achados laboratoriais de pico
monoclonal por meio dos métodos moleculares ja elucidados servem de apoio aos
demais exames, também ja descritos. Mas, sua maior importancia consiste no fato de
serem a primeira etapa para o diagnostico de Mieloma Multiplo, visto que, para a
solicitacdo de outros exames, como os de imagem ou bidpsia de medula, faz-se
necessario a identificacdo do pico monoclonal, ja que se trata de exames invasivos, de
dificil acesso e alto custo, ndo solicitados de forma recorrente. A partir disso, é
necessario buscar formas mais acessiveis, de menor custo e com valor diagnostico para
que a populacdo seja mais bem assistida, no que diz respeito a um melhor prognoéstico,
como reflexo de um diagndstico precoce, bem como a minimizagdo do subdiagndstico

da doenca.
3. JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, na pratica médica, bem como em toda a area da salde,
nunca se questionou e exigiu tanto o conhecimento cientifico baseado em evidéncias. A
busca por melhores medicamentos, procedimentos e métodos a serem oferecidos aos
pacientes, desafia os profissionais de saude tanto na atualizacdo de seus conhecimentos
previamente adquiridos, quanto na producdo de novos estudos com tematicas intrinsecas

a sua profissao e seu contexto profissional (ERCOLE, 2014).
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Nesse sentido, os estudos de revisdo, utilizando fontes bibliogréaficas ou
eletrnicas de informacdo, realizam uma sintese com base em diversos artigos e autores,
de forma a argumentar, com respaldo tedrico e cientifico, a cerca de determinado
objetivo. Destaca-se nessa modalidade de estudo cientifico, a revisdo integrativa de
literatura que, de forma ampla, ordenada e criteriosa, é capaz de fusionar conhecimentos
tedricos e empiricos e, assim, podem ser analisados de forma critica e posteriormente,

incorporados a pratica de assisténcia (ERCOLE, 2014).

Sendo assim, a crescente incidéncia do Mieloma Multiplo na sociedade e falta
de conhecimento pratico e manejo por parte dos profissionais de satde que comp&em
toda a estrutura assistencialista, tem importante impacto na sobrevida dos pacientes
acometidos. O desconhecimento sobre a doenca fomenta o subdiagndstico ou até mesmo

a auséncia diagndstica, sendo responsavel por grande parcela do nimero de 6bitos.

Além disso, por ter carater progressivo e agressivo, 0 Mieloma Multiplo tem seu
prognostico diretamente associado a sua descoberta precoce e posterior tratamento
adequado. Porém, a falta de conhecimento clinico e prético, faz com que diversos
pacientes transitem entre consultorios e especialistas a fim de se obter um diagnéstico e
resolucdo de seus sintomas, mas que assim ndo ocorre, por possuirem a causa base de
sua patologia relacionada a fonte de producéo hematopoiética do organismo e, com isso,

tende a se apresentar de forma plural e ndo padronizada.

Desse modo, a busca por métodos diagndsticos que possuam sensibilidade para
o diagnostico precoce se torna relevante a medida que, pacientes com diagnosticados
precocemente tem melhor prognostico e qualidade de vida. Nesse contexto, os métodos
moleculares, geralmente, ndo invasivos e com menos incobmodo para o paciente, durante
o procedimento de coleta, principalmente, quando comparados a processos de biopsia
da medula Gssea, mostram-se mais adequados. Alguns desses métodos, como a
cariotipagem e sequenciamento de nova geracdo, demandam servi¢cos mais
especializados e, logo, possui maior custo empregado; mas ha também, aqueles que
necessitam de estruturas mais simples para serem empregados e possuem menor custo

associado, como imunofixac&o e a eletroforese de proteinas.

Diante disso, urge a necessidade de avan¢o na area de estudo dos meétodos
diagnosticos de MM, a fim de se aumentar a acuréacia desses, de modo a impactar,

positivamente, no prognostico dos pacientes acometidos pela doenca, dando a eles maior
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chance de remisséo, maior sobrevida e melhores perspectivas de futuro pelo tempo que

conviverdo com a doenga.

4. OBJETIVO

4.1 Objetivo Geral

Investigar propostas de deteccdo precoce de Mieloma Multiplo por meio de
métodos moleculares de diagndstico, analisando-os quanto a sua sensibilidade e
especificidade, a fim de tornar evidente sua importancia para uso efetivo no protocolo

de diagnostico da doenca.

4.2 Objetivos Especificos

o Elencar e descrever métodos moleculares de diagndstico para o Mieloma
Multiplo
o Evidenciar o potencial de sensibilidade e especificidade de deteccdo das

anormalidades relacionadas ao Mieloma Multiplo pelos métodos estudados
o Evidenciar a importancia dos métodos moleculares de diagnostico na

identificacdo precoce de Mieloma Multiplo
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5. METODOLOGIA

5.1 Desenho do estudo

definidas pelas estratégias estabelecidas.

As buscas foram realizadas nas bases de dados
Periodo: 01/2022 a 07/2022

¢

Foram selecionados os estudos com base em
seus titulos

¥

Foram analisados os resumos dos artigos e
excluidos aqueles que ndo descreviam os
passos do estudo ou se tratava de revisdes

de literatura

¥

Foi realizada a leitura integral dos estudos
para analise da correlacdo ou ndo com a
tematica pesquisada

$

Foi realizada andlise e sintese dos dados
obtidos nos estudos

¢

Foi organizada uma descricdo dos
resultados obtidos

) 4

Foi apresentado uma conclusao com base
nos dados encontrados

Fonte: Elaborado pela autora.



5.2 Tipo de estudo

Trata-se de uma revisdo integrativa da literatura cientifica, que consiste na analise
ampla da literatura tendo em vista discussdes sobre métodos, resultados e conclusbes
gerais de uma &rea particular de estudo com o foco na prética clinica (MENDES, 2008).

Nesse viés, esse estudo foi direcionado em uma pesquisa qualitativa, com base na
apresentacdo de dados de carater estatistico advindos de técnicas de diagndstico. Para
isso, fez-se uso do método descritivo de busca, e analise critica de pesquisas que
abordam a sensibilidade e especificidade de métodos moleculares de diagndstico na
deteccdo de marcadores relacionados ao Mieloma Multiplo.

5.3 Coleta de dados

5.3.1 Fontes para busca de dados

Os dados cientificos foram selecionados por meio de busca eletrénica nas bases
de dados: PubMed, Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da saude
(LILACS), Scientific Eletronic Library Online (SciELO) e Cochrane, tendo sido
publicados no periodo de janeiro de 2012 a dezembro 2021, em inglés, espanhol ou

portugués e estando disponiveis de forma integral, gratuita e online.

5.4 Critérios de incluséo e exclusao

Foram considerados como critérios de inclusdo: estudos observacionais
(transversais, caso-controle e coorte), publicados entre janeiro de 2012 a dezembro de
2021, a fim de se revisar 0os materiais cientificos mais atuais da area, nos idiomas inglés,
espanhol e portugués que descrevam e mensurem a capacidade diagnéstica dos métodos
moleculares no diagndstico de Mieloma Mudltiplo, evidenciando sua sensibilidade e

especificidade; artigos disponiveis na integra; artigos que abordem a tematica definida.

Foram excluidos estudos do tipo relato de caso, revisdes de literatura e estudos
que ndo atendam as recomendacGes para titulo e resumo preconizados pelo checklist
STROBE (anexo A).
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5.5 Estratégias de busca nas bases de dados

Os descritores foram selecionados a partir das definicbes encontradas nos
Descritores em Ciéncia da Saude (DeCS), sendo selecionados os seguintes descritores:
Molecular diagnostic techniques, Multiple Myeloma, Early diagnosis e Molecular
diagnostic Esses descritores foram combinados de forma booleana utilizando o operador
“and”, formando trés combinacdes de descritores.

A primeira combinacdo de descritores pesquisado foi “Molecular diagnostic
Techniques and multiple myeloma”. J& a segunda combinacdo ficou estruturada como:
“Multiple myeloma and early diagnosis”. Por fim, a terceira combinag&o de descritores
utilizada foi: “Molecular diagnostic and multiple myeloma”.

A principio, foram analisados os titulos dos artigos de forma a verificar possivel
potencial de resposta para a pergunta norteadora e, a partir dessa analise, foi selecionado

aqueles que sdo compativeis.

5.6 Descricéo da coleta de dados

Foram buscados artigos cientificos publicados no periodo de janeiro de 2012 a
dezembro de 2021, que abordassem a tematica do diagnostico de Mieloma Multiplo,
dando enfoque aos métodos moleculares de diagnostico.

Nas bases de dados ja mencionadas, foi utilizado as trés combinac¢@es booleanas
com os descritores obtidos via Descritores em Ciéncias e Saude (DeCS): “Molecular
diagnostic Techniques and multiple myeloma”, “Multiple myeloma and early diagnosis”
e “Molecular diagnostic and multiple myeloma”. A partir dos titulos dos trabalhos, foi
realizada a pré-selecdo dos artigos de acordo com o potencial de compatibilidade com
objetivo do estudo, sendo excluidos aqueles que ndo condiziam com a tematica alvo.

A etapa seguinte, consistiu na leitura dos resumos dos artigos e aplicacdo dos
critérios de inclusdo e exclusdo pré-estabelecidos, a fim de refinar a selegdo dos estudos.

Posteriormente, foi realizada a leitura integral dos artigos selecionados, de forma
critica, analisando a metodologia, resultados e discusséo dos trabalhos em questdo de
forma a validar ou ndo a adequagéo do estudo ao objetivo proposto.

Os estudos selecionados foram agrupados em uma tabela com a finalidade de

reunir os dados de cada pesquisa e se realizar uma melhor interpretacéo dos dados.
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5.7 Avaliacdo Metodologica

Os estudos foram avaliados por meio do formulario STROBE (Strengthening the
Reporting of Observational Studies in Epidemiology) (ELM et. al, 2008), contendo 22
itens relacionados a informagdes que devem estar presentes no titulo, resumo,
introdugdo, metodologia, resultados e discussdo de artigos cientificos que descrevem
estudos observacionais (MALTA et al., 2010). Conforme descrito no Anexo A, esses
itens ajudam na avaliacdo da qualidade do titulo e resumo, do contexto e objetivos,
desenho de estudo, tamanho da amostra e interpretacdo dos dados obtidos (MOREIRA
et al, 2014).

A Iniciativa STROBE oferece um modelo que podera ser seguido por autores de
estudos observacionais e que objetiva contribuir para um relato mais adequado desses
estudos e, consequentemente, facilitar a leitura critica dessas publicagdes por parte de
editores, revisores e leitores em geral (MALTA et al., 2010).

A avaliacdo da possivel adequacdo e qualidade dos artigos encontrados, foi
realizada por uma pesquisadora que realizou o confronto dos dados encontrados. Uma
tabela foi utilizada a fim de reunir as principais informag6es, como: titulo do estudo,
autor, metodologia, resultados e concluséo, além do ano e local de publicacéo.

Os dados resultados deste estudo foram redigidos em forma de artigo de reviséo

a ser submetido a revista cientifica direcionada a area da hematologia (Apéndice A).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s utilizacdo dos descritores nas bases de dados PubMed, Scielo, LILACS e
Cochrane, foram obtidas quantidades variaveis de estudos. Ao se pesquisar “Molecular
diagnostic Techniques and Multiple Myeloma”, 53 estudos foram selecionados por
titulo. Apenas, a base de dados Scielo, ndo apresentou nenhum retorno. J& a busca
utilizando-se o descritor “Multiple myeloma and early diagnosis” indicou 41 estudos
selecionados a partir de todas as bases de dados citadas, exceto a base Cochrane. Por
fim, busca por “Molecular diagnostic and multiple myeloma” retornou com 20 artigos
selecionados e novamente a base de dados Scielo ndo apresentou nenhum retorno. Em
conclusdo, essa selecao inicial por titulo culminou com 114 selecionados.

Posteriormente a etapa de busca, foram excluidos da selecéo inicial os estudos
que se apresentaram de forma repetida, sendo encontrados em concomitancia nas buscas
com as trés combinagdes utilizadas ou em apenas duas delas. Dos 41 estudos
selecionados a partir da segunda combinacdo de descritores, 29 foram excluidos por
repeticdo, enquanto na terceira combinacao, 8 foram excluidos por repeti¢cdo. Com isso,
77 artigos seguiram para a proxima etapa.

Posteriormente a exclusdo por repeticéo, foi realizada a leitura dos resumos dos
artigos a fim de se verificar potencial adequacdo ao viés de métodos moleculares de
diagnostico no contexto de Mieloma Multiplo. Dessa forma, 65 estudos foram excluidos
por ndo abordarem métodos moleculares de diagnéstico, por ndo serem direcionados ao
Mieloma Mdltiplo, mas sim a outras disfun¢es hematoldgicas ou por se tratar de outras
revisdes de literatura que ndo tinham finalidade de mensurar acurcia de métodos
diagnosticos. Ao final da etapa, 12 estudos seguiram para leitura integral.

Essa etapa consistiu na leitura integral dos estudos selecionados, sendo realizada
avaliacdo dos estudos de forma completa e verificagdo quanto sua qualidade por meio
da presenca ou nédo dos itens indicados no formulario STROBE (Anexo A). Dos 12
estudos participantes dessa etapa, 6 foram excluidos por ndo se adequarem ao esperado
apos a leitura de seus resumos, ndo constando explicitamente as etapas que compuseram
as pesquisas. Nesses estudos, houve baixa presenca dos itens presentes no formulario
avaliativo utilizado, de forma que sequer atingiram 50% do que se esperava.

Todo os 6 estudos restantes, também avaliados pelo STROBE, obtiveram
pontuacgdes acima de 80%, sendo esse percentual calculado com base na quantidade de

itens preconizados pelo formulério avaliativo que estavam presentes nos estudos
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analisados, em relacdo ao total de itens que o comp&em, e foram incluidos nessa revisdo
por possuirem boa qualidade, além de se adequarem a tematica pesquisada. Dessa
forma, 6 estudos seguiram para extracdo, andlise e formulacdo dos dados a serem
apresentados nos resultados e discussdo desse trabalho, além de serem fonte para as
ideias conclusivas. A aplicagdo da metodologia, e os resultados da selegéo, incluindo as

exclusdes ja mencionadas, estdo esquematicamente descritas na Figura 3.
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Figura 3- Delineamento metodoldgico e sistema de identificacdo de trabalhos
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f Estudos incluidos na]

L revisio de literatura: 6 J

Os 6 estudos selecionados sdo do tipo coorte, tendo carater retrospectivo

partindo de amostras de doadores saudaveis, portadores de outras Gamopatias

Monoclonais, como: Gamopatia Monoclonal de Significado Indeterminado e Mieloma

Multiplo Latente, além de pacientes ja diagnosticados com Mieloma Mdltiplo, a fim de



testar os métodos diagndsticos quanto a sua sensibilidade e potencialidade de detecgédo
da doenca, de forma a aprimorar guidelines diagndsticos, bem como interferir
positivamente no melhor prognostico do paciente.

Assim como descrito na Tabela 1, 4 estudos foram realizados no continente
europeu (estudos 1, 3, 4 e 5), 1 estudo foi realizado em territorio asiatico (estudo 6) e 1
advindo da América do Sul (estudo 2). Dentre os paises, estdo: Republica Tcheca,
Inglaterra, China, Brasil, Turquia e Italia. Quanto ao ano de publicacdo, os estudos
situaram-se entre 2012 e 2020, sendo esse 0 mais recente.

J4 a tabela 2 retne as informagfes relacionadas aos métodos moleculares
evidenciados pelos estudos selecionados, além da descricdo de amostragem e 0s

resultados e conclusdes obtidos pelas pesquisas.
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Tabela 1 — Descricéo e referéncia dos estudos avaliados

Titulo Tipo de Estudo

Identification of circulating microRNAs, as diagnostic biomakers for
1 use in multiple myeloma JONES, C l. et al. Coorte Inglaterra 2012

Comparison between immunofixation and electrophoresis for the early
2 detection of relapsed multiple myeloma AITA,MHC.etal Coorte Brasil 2015

Combined use of free light chain and heavy/light chain ratios allow
3 dlagn05|§ and monitoring .of patlents.wnh monoclonal gammopathies: GAGLIARDI, A. et al. Coorte Italia 2016
Experience of a single institute, with three exemplar case reports

Rapid discrimination of multiple myeloma patients by artificial
4 neural networks coupled with mass spectrometry of peripheral DEULOFEU, M. et al. Coorte Republica Tcheca 2019
blood plasma

Pros and Cons for Fluorescent in Situ Hybridization, Karyotyping and

5 Next Generation Sequencing for Diagnosis and Follow-up of Multiple ALTI E.I. etal. Coorte Turquia 2020
Myeloma
Circulating miRNAs as diagnostic biomarkers for multiple myeloma . .
6 and monoclonal gammopathy of undetermined significance L1 J; ZHANCG: » M; WANG, Coorte China 2020

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 2 — Método diagnostico estudado, amostra, resultados e conclusdes dos estudos

JONES, C I. et al.

Método Diagnéstico Estudado

Detec¢éo de microRNAS por
PCR de transcrigdo quantitativa
em tempo real (QRT-PCR)

Amostra

Foram utilizadas amostras
sanguineas de pessoas normais
saudaveis (13), normais
hospitalizados (20), pessoas com
Gamopatia Monoclonal de
Significado Indeterminado
(MGUS) (15) e pacientes com
Mieloma Multiplo (24).

Resultados e Conclusao

Foram identificados alguns microRNAs com potencial de
biomarcadores. Trés miRNAs, miR-720, miR-1246 e miR-1308,
foram identificados e validados em amostras de pacientes
individuais.

O uso de miR-1308 e miR-720 em combinacdo (ou seja, [MiR-
1308]/[miR-720]) mostrou excelente especificidade e seletividade
na distingdo de pacientes com MGUS/mieloma de controles
normais e saudaveis, com uma sensibilidade de 97,4% e
especificidade de 92,3%, dando apenas 7,7% de falsos positivos e
2,6% de falsos negativos.

Também mostramos que miR-1246 e miR-1308 em combinacéo
(ou seja, [miR-1246]/[miR-1308]) podem distinguir mieloma de
pacientes com MGUS, com sensibilidade de 79,2% e
especificidade de 66,7%.

A assinatura de miRNA que identificamos para o mieloma
também tem outros beneficios potenciais para pacientes com

mieloma.

2 AITA,MHC.etal

Comparacdo entre Imunofixacéo
e Eletroforese de proteinas

A amostra foi composta por 52
pacientes com diagnéstico de
Mieloma Multiplo que foram

acompanhados de 2012 a 2014 no

Hospital Universitario de Santa

Maria (HUSM).

Em todos os noves pacientes a IFS detectou 0 componente
monoclonal com maior antecedéncia que a EFS, com uma média
de 6,6 meses de precocidade. Em cinco dos nove pacientes, a EFS
ndo detectou o componente monoclonal, mesmo os pacientes
apresentando caracteristicas clinicas.

Os resultados indicaram que a IFS foi mais eficaz do que a EFS
em detectar as recidivas. Portanto, o uso da IFS permite monitorar
melhor os pacientes com MM, principalmente na deteccdo das
recidivas, o que pode auxiliar na escolha da terapia mais
adequada, além de aumentar o tempo de sobrevida livre da
doenca.
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GAGLIARDI, A. et al.

Fracdo de Cadeia leve livre
(FLC)

Foram utilizadas 300 amostras
foram coletadas de 90 pacientes
(49 MM, 6 SMM e 35 MGUS).

Nos pacientes com MM, as
analises por FLC foi repetida a
cada 3 meses para avaliacéo
durante o tratamento.

A fracdo de cadeia leve livre foi encontrada em 82% de todos os
pacientes quando comparada com a primeira amostra recebida,
que foi considerada amostra diagndstica. Os outros 18% que nao
apresentou anormalidade na FLC, 37,5% eram pacientes com
MM. Notavelmente, aproximadamente 70% das amostras intactas
de imunoglobulina MM tinham a FLC anormal, apoiando o0 uso
para diagnosticar e monitorar MM.

DEULOFEU, M. et al.

Espectrometria de massa
associada a Redes Neurais
Artificiais

Foram utilizadas 84 amostras de
plasma de sangue periférico,
sendo 44 obtidas de pacientes

com Mieloma Multiplo (MM) e

40 de doadores saudaveis (DS).

Foi realizada uma coorte
aleatoria dividindo em dois
grupos: Treinamento (20 MM e
20 DS) e Validacdo (24 MM 20
DS).

No grupo de treinamento a sensibilidade, especificidade e precisdo
foram de 100%.
No grupo de validacéo a sensibilidade foi de 95,83%,
especificidade foi de 95% e precisdo de 95,45%.
Em conclusdo, prevemos que as impressdes digitais espectrais
relacionadas a doenca, juntamente com a inteligéncia artificial,
podem fornecer uma ferramenta complementar e minimamente
invasiva para diagnostico e acompanhamento de pacientes com
MM.

ALTI, E.l.etal.

Cariotipagem convencional,
Hibridizacéo in situ por
fluorescéncia (FISH) e

Sequenciamento de Nova
Geracdo (NGS).

35 pacientes com Mieloma
Multiplo no periodo de 2018 a
2019 formaram a amostra do
estudo. Utilizou-se de material
extraido da medula 6ssea ou
sangue periférico para a analise.

A andlise citogenética convencional falhou em 10 (28,0%) dos 35
pacientes.
Vinte e cinco (71,4%) dos 35 pacientes com MM apresentaram
cariotipo normal.
Resultados anormais de FISH foram revelados em oito (22,8%)
dos 35 casos.

A anélise de sequenciamento de proxima geracdo foi aplicada a
todos os casos e variacOes patogénicas ou provavelmente
patogénicas foram detectadas em seis dos 25 casos
citogeneticamente normais. Além disso, uma variante patologica
foi identificada em cinco dos oito casos que tiveram resultados
FISH anormais.

Em nosso estudo, a analise citogenética convencional foi realizada
com sucesso em 71,4% (25/35) das amostras. A taxa de resultado
com citogenética convencional em pacientes com MM varia entre
29,5 e 64,0% na literatura.

Como resultado, os desenvolvimentos tecnolégicos sdo
importantes na classificacdo do MM em nivel molecular. E




42

inevitavel realizar aplicacdes citogenéticas tradicionais e FISH
para revelar novas anormalidades cromossomicas especificas
recorrentes ou outras anormalidades genéticas em pacientes com
MM.

L1, J; ZHANG, M;
WANG, C.

Deteccdo de microRNAS por
PCR de transcricdo reversa
quantitativa em tempo real (qRT-
PCR

Para analise por meio da qRT-
PCR, foram utilizadas 23
amostras sanguineas de pacientes
com MM, 16 amostras de
pacientes com MGUS e 18

amostras de individuos saudaveis.

Nesse estudo, foi comparado os niveis de expressdo relativa de
miRNA entre MGUS e doadores saudaveis (DS).
175 miRNAs foram expressos anormalmente em MM em
comparacdo com MGUS e DS. Destes, 26 miRNASs expressaram
aberrantemente quando comparados com MUGS ou DS.

No presente estudo, a analise de regressao logistica multivariada
mostrou que miR-107, miR-15a-5p e Hb eram potenciais
biomarcadores diagndsticos para a identificacdo de MM e

MUGS. Com a AUC (area sob curva) aumentada para 0,954, a
sensibilidade e especificidade foram de 91,3% e 93,7%,
respectivamente. O valor diagnéstico do MM é significativamente
melhorado.

Além disso, a combinacéo de miR-107 e miR-15a-5p com Hb
distinguira MM de MUGS, de modo a fornecer tratamento precoce
e melhorar o prognostico.

Fonte: Elaborado pela autora




6.1 Métodos diagndsticos identificados

As gamopatias monoclonais tem se tornado alvo de mais pesquisas atualmente,
que buscam esclarecer a sua patogénese, os fatores etiologicos, as terapéuticas
potencialmente mais eficazes e meios diagnosticos mais precisos, porém ainda
representam um ndmero pouco expressivo. O mieloma multiplo, como a doenca de
maior conhecimento desse grande grupo, apesar de também ser alvo dessas pesquisas,
compartilha de alguns obstaculos no avango sobre o seu entendimento, como o baixo
namero de publicagdes existentes na literatura, principalmente, no viés diagnostico da
doenca, o que reflete diretamente a realidade atual.

Outro obstaculo a se destacar, € o pouco conhecimento pelos profissionais
médicos, generalistas ou especialistas ndo hematologistas sobre 0 MM, as repercussdes
clinicas variadas e o impacto que o diagnostico precoce pode trazer a vida do paciente.
E irrefutavel, na medicina, a importancia da consulta clinica como rastreio de doencas
por meio do levantamento de hipoteses diagnosticas, a solicitacdo de exames
complementares que descartem ou que confirmem essas hipoteses e, se necessario, 0
encaminhamento para o profissional mais especializado para cada caso. Esse déficit no
conhecimento profissional, atrasa 0 avanco cientifico da tematica, culminando, assim,
num ciclo vicioso ndo benéfico a ciéncia e a sociedade.

Dessa forma, buscou-se, por meio do uso de diversas fontes de dados, aplicando-
se trés combinacOes de descritores a cada uma delas, selecionar a maior quantidade
estudos relevantes e recentes, dentro da faixa temporéaria pré-estabelecida. Apesar da
estratégia adotada, foi encontrado uma baixa quantidade de estudos no ambito do
diagnostico molecular, sendo a sua maioria de origem europeia e 0 mais recente,
publicado no ano de 2020. Essa baixa quantidade de estudos na tematica proposta,
ocasionou na selecdo de estudos que analisaram métodos diagnosticos distintos, de
forma a ndo proporcionar um possivel confronto de dados entre diferentes experimentos
que possuiam 0 mesmo metodo como alvo do estudo, a excecdo de dois estudos (1 e 6),
em que foi possivel analisar, mesmo que ndo expressivamente, 0s dados obtidos por
dois diferentes estudos com mesmo método diagnostico.

A deteccdo de microRNAs por PCR em tempo real (QRT-PCR), foi o alvo dos
estudos 1 e 6, em que foi realizado primeiramente, a busca por microRNAs com potencial
biomarcador para o MM e, posteriormente, avaliando a capacidade de distingdo desses

possiveis biomarcadores nas amostras utilizadas.
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Os microRNAs sdo pequenos RNAs nao codificantes conhecidos por regularem a
expressdo génica. Geralmente, se ligam aos MRNAs (RNAs mensageiros) na sua por¢ao
3’ nao traduzida e causam hiporregulacao da expressao proteica por repressao traducional
ou clivagem e degradacdo do mRNA alvo (KONG, 2012). O uso de miRNAs como
biomarcadores aumentou muito com a descoberta de que eles estdo presentes no sangue
circulante, sendo evidenciado que podem ser detectados no soro ou plasma humano, onde
se acredita que sejam protegidos da degradacdo por serem encapsulados em
microvesiculas ou exossomos e/ou sdo ligados por proteinas de ligacdo ao RNA (REID,
2011). Mudangas nos niveis de miRNAs circulantes tém sido associadas a Vvarios tipos de
cancer. Esses dados, portanto, mostram que é viavel o uso de miRNAs derivados de
amostras de sangue como uma ferramenta de diagndstico minimamente invasiva para
pacientes com cancer (HENEGHAN, 2010).

Dessa forma, o estudo 1 identificou trés microRNAs como biomarcadores que
foram validados a partir das amostras, sdo eles: miR-720, miR-1246 e miR-1308. A partir
dessa identificacdo, o estudo demonstrou que o uso de miR-1308 e miR-720 em
combinacdo, ou seja, [miR-1308]/[miR-720] apresentou sensibilidade de 97,4% e
especificidade de 92,3%, dando apenas 7,7% de falsos positivos e 2,6% de falsos
negativos, no quis diz respeito a distin¢do entre os pacientes com MM, MGUS e doadores
saudaveis, através das curvas ROC (Receiver Operating Characteristics), forma gréafica
utilizada para representar a performance de um modelo de dados quantitativos segundo
sua taxa de sensibilidade (fracdo dos verdadeiros positivos) e fracdo dos falsos positivos
(1- especificidade). Além disso, o estudo utilizou outro recurso, muitas vezes utilizados
quando néo se ha grande quantidade de dados no teste, a AUC (Area Under The Curve).
AUC ¢ o resultado da integracdo de todos os pontos durante o trajeto da curva e computa,
simultaneamente, sensibilidade e especificidade, atuando como indicador de sucesso do
teste a medida que mede a classificacdo correta de um sujeito ao acaso. Valores de AUC
entre 0,5-0,6 séo considerados pessimos, entre 0,6-0,7 ruins, 07-0,8 pobres, 0,8-0,9 bons
e acima de 0,9 excelentes (POLO, 2020). Na combinagdo em questdo, a AUC foi de
0,9862, ou seja, de carater excelente (figura 4A).

Outro ponto analisado, foi a combinacdo de miR-1246 e miR-1308 (MiR-
1246]/[miR-1308]) que apresentou sensibilidade de 79,2% e especificidade de 66,7%,
mas AUC de 0,7250 (figura 4B), conferindo aos dados apresentados, carater pobre. Ainda
assim, o estudo concluiu que essa combinagéo é capaz de distinguir pacientes com MM

de pacientes com MGUS.
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Figura 4 — Curvas ROC (Receiver Operating Characteristics) para comparar potencial de

combinagdes de microRNAs no diagndstico de MM
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Legenda: A) Valor de AUC para os microRNAs miR-1308/miR-720 evidenciando boa qualidade dos
dados de sensibilidade e especificidade, bem como de falsos positivos e falsos negativos obtidos pela curva
ROC. B) AUC para 0s microRNAs miR-1246/miR-1308 demonstra menor qualidade quanto aos dados
obtidos, ndo conferindo alto grau de confianga a ROC. MG - Gamopatia Monoclonal de Significado
Indeterminado; M - Mieloma; ROC - Receiver Operating Characteristics; AUC — Area Under The Curve.
Fonte: JONES, 2012 (modificado).

O estudo 6 por sua vez, identificou miR-134-5p, miR-107 e miR-15a-5p como
potenciais biomarcadores; porém, foi com a utilizacdo de miR-107, miR-15a-5p e niveis
séricos de hemoglobina (Hb), considerando 92,96 g/L. como mediana das amostras MM,
que o método apresentou sensibilidade de 91,3% e especificidade de 93,7%, melhorando
assim, o valor diagndstico do MM (figura 5). Por fim, foi visto que a deteccdo dos trés
biomarcadores identificados somados aos niveis séricos de Hb é capaz de realizar a

distingé@o de pacientes com MM de pacientes com MGUS.

Figura 5 — Curva ROC da combinac¢do de microRNAs e niveis séricos de Hb
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Legenda: Analise de curva ROC de miR-107, miR-15a-5p e Hb com AUC de 0,954, apontando boa
qualidade de sensibilidade (91,3%) e especificidade (93,7%) obtidos pelo teste. Hb- Niveis Séricos de
hemoglobina; MM- Mieloma Multiplo; MGUS — Gamopatia Monoclonal de Significado Indeterminado;
AUC — Area Under The Curve.
Fonte: LI, 2020 (modificado).

A Imunofixacdo (IFS) e a Eletroforese de Proteinas (EFS) fazem parte do
protocolo diagnostico atual de MM e, geralmente, sdo solicitadas de forma concomitante
tendo uma sensibilidade proxima a 97% (RAJKUMAR, 2018). Por conta disso, a anélise
individual dessas técnicas foi 0 objeto de trabalho do estudo 2. Nesse caso, partiu-se de
uma amostra de 52 pacientes com Mieloma Multiplo que foram acompanhados por 2 anos
(2012-2014) avaliando-os quanto a presenca de recidivas da doenga. Durante esse tempo,
9 pacientes apresentaram recidivas e essas amostras foram submetidas a IFS e EFS para
avaliacdo do seu potencial de deteccéo.

Em todos os 9 pacientes, a IFS detectou o componente monoclonal com maior
antecedéncia que a EFS, com uma média de 6,6 meses de precocidade. Além disso, a EFS
ndo detectou o componente monoclonal em cinco pacientes, mesmo esses apresentando
as caracteristicas clinicas compativeis com a doenca, 0 que demonstrou a maior acuracia

da IFS quanto a precocidade diagnostica (Tabela 3).

Tabela 3 — Comparacdo entre as técnicas IFS e EFS para sensibilidade na deteccéo precoce

de recidiva em nove pacientes com MM

Pacientes (n=  Detecgéo de recaida pelo |FS Detecgédo de recaida por EFS  Antecipar a detecgéo de recaida pelo |FS

9) (data) (data) (meses)
1 10/03/2013 22/10/2013 7.4
2 08/01/2014 07/09/2014 6
3 13/03/2014 02/07/2014 3.6
4 12/07/2012 01/02/2013 57
5 03/09/2012 10/01/2013 4.2
6 23/12/2013 30/06/2014 6.2
7 13/12/2012 14/06/2013 6
8 01/06/2014 31/07/2014 2
9 10/04/2012 27/10/2013 18.6

Legenda: Tabela comparativa entre a data de deteccdo de componente monoclonal por IFS e data de
deteccdo por EFS em nove pacientes. Fica evidente a precocidade da IFS na deteccdo antecipada de MM.
MM — Mieloma Mdltiplo; IFS - Imunofixacéo Sérica; EFS — Eletroforese de Proteinas.

Fonte: Adaptado de AITA, 2015.

O estudo 3, teve como foco a andlise das FragGes de Cadeia Leve Livre (FLC).

Essa pesquisa utilizou 300 amostras extraidas de 90 pacientes, sendo colhidas a cada 3
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meses para avaliagdo durante a resposta ao tratamento. Foram utilizadas 49 amostras de
pacientes com MM, 6 amostras de SMM e 35 de MGUS, colhidas no periodo de 2012 a
2014.

A técnica evidenciada € um tipo de ensaio policlonal de cadeia leve livre no soro,
que identificam epitopos do componente da cadeia leve Kappa (k) ou Lambda (1) das
imunoglobulinas, que estdo expostos quando ndo ligados ao seu par de cadeia pesada. A
partir da quantificacdo das cadeias k € A, € possivel realizar a razéo entre as concentracdes
encontradas, sendo esse um indicador solido de monoclonalidade. Quando uma das
cadeias estdo em maior concentracdo que a outra, a razdo /A € dita anormal e forte
preditor tumoral (CRUSOE, 2018). Atualmente, essa quantificacdo é mais comumente
realizada por meio da EFS e IFS, mas cada vez mais a FLC detectada com Freelite ® (The
Binding Site Group Ltd., Birmingham, Reino Unido) vem ganhando espaco, por permitir
a medicdo nefelométrica/turbidimétrica automatica no soro, ou seja, a diminuicdo da
intensidade pela difracgdo da luz e o grau de turbidez da amostra, respectivamente,
possuindo, assim, melhor precisdo de medicdo das FLCs (GAGLIARDI, 2016).

Desse modo, as FLC foram encontradas em 82% de todos os pacientes, quando
comparadas com a primeira amostra recebida de cada paciente, que foi considerada a
amostra diagnostica. Dos outros 18% que ndo apresentaram anormalidades na FLC, 37%
eram pacientes com Mieloma Multiplo. Com isso, aproximadamente 70% das amostras
de MM tinham FLC anormal, apoiando seu uso para diagnosticar e monitorar MM (figura
6).

Figura 6 — Percentual de pacientes com MM, SMM e MGUS com FLCr normal e com FLCr
anormal
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Legenda: Grafico em barra demonstrando o percentual de pacientes com MM, MGUS ou SMM que
possuiam FLCr de carater normal (barra 1) ou que possuiam FLCr de carater anormal (barra 2). A barra 1
corresponde a um total de 18% da amostra (16,2) (37,5% - MM; 50% - MGUS; 12,5% - SMM), enquanto
a barra 2 corresponde aos 82% (73,8) (69,9% - MM; 24,6% - MGUS; 5,5% - SMM) restante da amostra.
FLCr — razdo de cadeia leve livre; MM — Mieloma Mdltiplo; MGUS — Gamopatia Monoclonal de
Significado Indeterminado; SMM — Mieloma Multiplo Latente.

Fonte: GAGLIARDI, 2016 (modificado).

A Espectrometria de Massa (EM) associada a Redes Neurais Atrtificiais foi
analisada no estudo 4, partindo-se de uma amostra de 84 pacientes, sendo 44 deles ja
diagnosticados com MM. Esse método de quimica analitica permite ndo sé a
identificacdo de potenciais biomarcadores, mas também a detec¢do de muitos peptideos
e proteinas no soro, sendo aplicado em muitos canceres como renal, pulmonar e hepético
(DEULOFEU, 2019). O método foi desenvolvido no final dos anos de 1890 quando J. J.
Thomson determinou a relagdo massa/carga (m/z) do elétron. Baseia-se na mensuracao
das moléculas do analito - substancia ou componente quimico da amostra que é alvo de
analise em um ensaio -, por meio da separacdo de ions em fase gasosa de acordo com suas
diferentes m/z. (DURANS, 2022). O espectro de massas € representado num grafico
cartesiano bidimensional, em que o eixo X representa a relagdo m/z do ion encontrada no
analito e o eixo y representa a intensidade do ion naquele local. (GROSS, 2017). A figura
7, extraida do estudo 4, evidencia a correlacdo entre o eixo x e y por meio de box and
whisker plot, método de analise de amostras que € capaz de representar a variacdo de
dados observados através quartis. Esse tipo de representacdo grafica, possui a caixa,
representada por um retangulo, que é formada pelo quartil inferior (Q1), quartil superior
(Q3) e entre eles ha a mediana (Q2) que indica o grau de simetria dos dados representados
pela box and whisker plot, sendo simétrico quando posicionado no centro do retangulo.
A diferenca entre Q3 e Q1, ou interquartil, representa a amplitude da caixa e quanto maior
o0 seu valor, maior a variabilidade dos dados analisados. Além disso, a caixa é cortada por
uma reta (whisker), horizontal ou vertical, a depender da orientacdo do retangulo, que
indica a variabilidade fora do quartil superior e inferior, possuindo valor maximo e
minimo, respectivamente (DIVAGAR, 2017).
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Figura 7 — Box and whisker plot referente a andlise de picos de m/z distintos encontrados

nas amostras do grupo de treinamento.
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Legenda: Box and whisker plot de 28 picos de m/z distintos encontrados no grupo de treinamento (MM:
20 e DS: 20), incluindo as regides com multiplos picos de menor intensidade, ou seja, regides com menor
variabilidade de dados que foram utilizadas na anélise do teste. m/z — Relagdo massa/carga; MM — Mieloma
Multiplo; DS — Doadores Saudaveis.

Fonte: DEULOFEU, 2019 (modificado).

No ambito do Mieloma Multiplo, a baixa quantidade de estudos que evidenciem
biomarcadores relacionados a doenca, entra como fator limitante para a avaliagdo do
potencial diagnostico dos métodos, por isso, outras metodologias entram para aperfeicoar
a analise. No estudo em questdo, foi utilizado as Redes Neurais Artificiais, que entram
como ferramenta matematica com capacidade de trabalhar com dados ndo lineares nos
quais, a relacdo entre as variaveis é desconhecida ou muito complexa, e fornecer
generalizacOes e previsdes, sendo altamente adequadas para reconhecimento de padrdes
e classificacOes, tornando-se amplamente aplicadas em diferentes campos do diagnostico
clinico (AMATO, 2013).

Partindo disso, 0 estudo segmentou as 84 amostras em dois grupos: Treinamento,
que continham 20 doadores saudaveis e 20 pacientes com MM, e Validagdo que possuia
24 MM e 20 doadores saudaveis. No grupo treinamento, a sensibilidade, especificidade e
precisdo do método em distinguir as amostras de MM foi de 100%, enquanto no grupo de
Validacdo, a sensibilidade foi de 95,83% e especificidade de 95%, assim como

demonstrado na figura 8.
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Figura 8 — Resultado das redes neurais na identificacdo do nimero de amostras de MM e
HD utilizadas no estudo 4.
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Legenda: Identificacdo de amostras saudaveis (HD) ou como mieloma multiplo (MM) pelas Redes Neurais
Artificiais ap6s Espectrometria de Massa, nos grupos Treinamento e Validag&o. E evidenciado no grupo de
treinamento que as 20 amostras de MM (vermelho) e 20 amostras HD (azul) foram corretamente
classificadas, mas no grupo de validagdo, uma amostra de HD foi incorretamente classificada como MM e
uma amostra de MM néo foi identificada pelo método de andlise, concluindo, assim, com 42 amostras
corretamente identificadas. RNA - Redes Neurais Artificiais; HD - doadores saudaveis; MM - Mieloma
Mualtiplo.

Fonte: DEULOFEU, 2019 (modificado).

O estudo namero 5 trouxe um comparativo de prdés e contras de métodos de
citogenética classica e molecular, como a Cariotipagem convencional (CC) e
Hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH), respectivamente e, métodos de biologia
molecular, como sequenciamento de nova geracdo (NGS) a partir de uma amostra de 35
pacientes diagnosticados com MM entre 2018 e 2019.

A CC e a FISH, sdo métodos que se baseiam em métodos citogenéticos que
analisam a estrutura, funcionalidade, patologias e questfes hereditarias dos cromossomos
(MONTENEGRO, SANTOS; VEITH, 2008). Desse modo, a CC analisa o cariétipo,
estudo da representacdo dos cromossomos presentes nas células que permite a analise
quanto a presenca de alteracdes cromossdmicas, sendo as translocacbes e delecdes os
alvos de pesquisas recentes com foco no MM (YELLAPANTULA, 2019).

A FISH por sua vez, € um procedimento citogenético que possibilita a
identificacdo de um trecho especifico do DNA ou RNA e, dessa forma, uma sonda
marcada com corante fluorescente é hibridizada com intuito de indicar a sequéncia
complementar da sonda. Essa técnica é realizada em uma lamina, por isso denominada in
situ, sendo utilizado tecidos e preparacfes citologicas, nos gquais, 0S Cromossomos Sao
espalhados, desnaturados e hibridizados mostrando fluorescéncia (NEVES; GUEDES,
2012).

Anormalidades citogenéticas tém significado prognostico no MM, e

aproximadamente 30 a 50% dos casos demonstram cariotipos anormais, e a frequéncia de
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anormalidades também estd diminuida em pacientes recém-diagnosticados. A andlise
citogenética pode fornecer informac@es prognosticas Uteis, mas a atividade proliferativa
espontanea particularmente baixa das células tumorais no estagio inicial da doenca é
considerada um importante fator limitante (AYDIN, 2020).

Outra técnica abordada no estudo 5, foi 0 sequenciamento de nova geracdo (NGS)
que consiste em tecnologias recentes para sequenciamento de DNA e RNA, permitindo a
deteccdo de variantes e mutacdes. Ao combinar vantagens quimicas de sequenciamento
exclusivas, matrizes de sequenciamento e tecnologia de bioinformatica, € possivel,
através da NGS, o sequenciamento paralelo massivo de varios comprimentos de
sequéncias de material genético ou mesmo o genoma inteiro dentro de um tempo
relativamente curto. Com isso, a NGS permite analise de mutacdes relacionadas a
canceres, como o0 MM, em um tempo mais curto e necessitando de menor quantidade de
amostra para se realizar uma analise gendmica ampla (QIN, 2019).

Nesse sentido, a cariotipagem convencional no estudo 5, falhou em 10 dos 35
pacientes (28,5%) e 25 pacientes presentaram caridtipo normal (71,4%). Ja o FISH se
apresentou anormal em 8 das 35 amostras (22,8%). O NGS foi aplicado a todas as
amostras e encontrou-se variagdes patogénicas ou potencialmente patogénicas em 6 das
25 (24%) amostras com cari6tipo normal e uma variante patoldgica foi encontrada em 5
das 8 (62,5%) amostras com FISH anormal.

A partir disso, a tabela 4 reuniu os dados estatisticos, que foram disponibilizados,
relacionados a sensibilidade, especificidade, VPP e VPN obtidos a partir dos métodos
moleculares evidenciados. O VPP foi calculado através da relacdo da quantidade de
doentes sobre o total de pacientes com teste positivo, enquanto o VPN ¢€ a relagéo entre
ndo doentes e o total de pacientes com teste negativo (KAWAMURA, 2002).
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Tabela 4 — Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN relacionados aos métodos evidenciados

Método Diagndstico Estudado Sensibilidade (%) Especificidade (%0) VPP (%) VPN (%)

Deteccdo de microRNAs por PCR de
JONES, C 1. etal. transcricdo quantitativa em tempo real 97,4% 92,3% 92,67% 97,26%
(GRT-PCR)

Comparacéo entre Imunofixagéo e - - -

A, IR G, Bl Eletroforese de proteinas

GAGLIARDI, A. et al. Fracdo de Cadeia leve livre (FLC) 69,9% - - -

Espectrometria de massa associada a
Redes Neurais Artificiais

DEULOFEU, M. et al.

95,83% 95% 95,83% 95%

Cariotipagem convencional,
Hibridizacéo in situ por fluorescéncia
(FISH) e Sequenciamento de Nova
Geracao (NGS).

ALTI, E I etal.

Deteccéo de microRNAS por PCR de
transcri¢do quantitativa em tempo real 91,3% 93,7% 93,83% 88,98%
(QRT-PCR)

L1, J; ZHANG, M; WANG,
C.

Fonte: Elaborado pela autora.



A amostragem dos estudos selecionados apresentou algumas divergéncias. Além
de variarem quanto ao nimero bruto de amostras utilizadas, também apresentaram
variabilidade quanto ao tipo de amostra utilizada. Trés estudos (2, 4 e 5) utilizaram
somente amostras de pacientes com Mieloma Mdltiplo e paciente saudaveis, enquanto
0s demais estudos (1, 3 e 6), incluiram também amostras de pacientes com SMM e
MGUS, o que também se torna relevante a medida que esses estagios iniciais tendem a
evoluir para 0 MM com um percentual de chance de 10% nos primeiros 5 anos de
diagndstico. Logo, a sua detecgdo exige um acompanhamento assiduo que leva a um
diagndstico precoce do MM, caso o quadro evolua para esse desfecho (HEIDER, 2021).

Os métodos diagnosticos evidenciados pelos estudos selecionados apresentaram
variabilidade, tanto em relacdo as metodologias empregadas, quanto a sensibilidade e
especificidade encontradas. Os estudos 4 e 5 trabalharam com Espectrometria de massa
associada a redes neurais e cariotipagem, hibridizag&o in situ e sequenciamento de nova
geracdo, respectivamente, sendo esses, métodos moleculares mais complexos, com
maior grau de tecnologia empregado, profissionais mais especializados para sua
realizac&o e, claramente, maior custo associado. Quanto aos dados estatisticos, o estudo
4 apresentou sensibilidade e especificidade maior que o 5. Sendo assim, a
Espectrometria de massa associada a redes neurais é capaz de detectar o MM em 95
pessoas dentro de um grupo de 100 pessoas que possuem a doenca, sendo
estatisticamente mais relevante que a metodologia empregada pelo estudo 5.

A deteccdo de microRNAs por PCR em tempo real, foi 0 objeto de analise dos
estudos 1 e 6. Utilizando-se de um método desenvolvido incialmente em 1983 por Karry
Mullis (ZAHA, 2012) e amplamente usado na deteccdo do SARS-CoV-2, durante a
recente pandemia da COVID-19 (SULE, 2020), os dois estudos em questdo divergiram
em alguns aspectos. Primeiramente, ambos necessitaram de andlise prévia quanto aos
microRNAs potencialmente biomarcadores associados ao MM, 0 que representa um
ponto de falha, visto que, ndo estd claro na literatura os melhores biomarcadores
relacionados a doenga, para, somente depois disso, proceder-se com a PCR em tempo
real. O primeiro ponto de divergéncia foi justamente relacionado aos biomarcadores
utilizados, enquanto o estudo 1 analisou a combinagéo de miR-1308 e miR-720, o estudo
6 analisou miR-107, miR-15a-5p em conjunto com niveis séricos de hemoglobina.

Em relacdo aos dados estatisticos, o estudo 1 apresentou sensibilidade 6,1%

superior ao estudo 6. J& em relacdo a especificidade, a diferenca percentual foi menor
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(1,4%). Com isso, evidencia-se que a PCR em tempo real tem potencial no diagnostico
do MM, porém seu desempenho estd condicionado aos biomarcadores utilizados que
ainda estdo em processo de pesquisa, ndo havendo consenso presente na literatura.

Dois métodos amplamente utilizados no diagndstico de diversas patologias
foram confrontados entre si no estudo 2. A IFS e EFS ja fazem parte das ferramentas
utilizadas no diagnéstico do MM, sendo solicitadas de forma individual ou
complementares (CAERS, 2018). Dessa forma, 0 estudo 2 se prop6s a analisar qual dos
métodos seria mais sensivel para detec¢do do pico monoclonal associado ao mieloma.

O estudo em questéo apresentou alguns pontos falhos ao ndo evidenciar os dados
de sensibilidade e especificidade individual de cada método citando apenas a
precocidade média de 6,6 meses da IFS detectar o componente monoclonal em relacéo
a EFS. Além disso, nesse estudo houve uma diminuicdo de amostragem, tendo em vista
que os 52 pacientes foram acompanhados para potencial recidiva e apenas 9 deles
apresentaram esse desfecho, resultando nesse numero como amostra relacionada ao
dado encontrado de precocidade. Com isso, 0 estudo 2 apresentou limitagdes para
analise estatistica, ao possuir reducao significativa de amostragem e nao evidenciar
percentuais quanto a sensibilidade e especificidade dos métodos estudados, impedindo
uma comparacdo de maior criticidade, ndo somente entre IFS e EFS, mas também com
os demais metodos encontrados nesta revisdo de literatura.

No estudo 3 foi analisado a fracdo de cadeia leve livre, alvo promissor
considerando a sua capacidade de mensurar e distinguir as cadeias de imunoglobulinas
envolvidas, fator esse importante para a correta classificagdo da patologia, bem como
da sua conduta terapéutica e progndstico (GAGLIARDI, 2016). Estatisticamente, o
estudo 3 apresentou percentual de sensibilidade abaixo dos encontrados nos métodos
acima citados. Essa baixa numérica pode estar relacionada a amostragem utilizada, visto
que as amostras sofreram alteragdes por conta do tempo e da conjuntura. A amostragem
que foi utilizada na testagem do método de deteccdo FLC, a0 mesmo tempo que eram
utilizadas na analise também recebiam tratamento para a doenga, logo, a eficacia da
terapéutica pode ter colaborado para a menor sensibilidade do método, considerando a
reducdo das cadeias leves livres devido a remissdo da doenca. Apesar disso, 0 estudo
ndo considerou a eficacia terapéutica como fator interferente nos dados obtidos da
pesquisa, destacando a FLC como possivel de uso para diagnosticar e acompanhar o
MM.
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Levando-se em consideracdo todo o exposto, os métodos evidenciados pelos
estudos 1, 4 e 6 se mostraram ser 0s mais sensiveis na detec¢do do MM, com percentuais
acima de 90% em comparacdo com os estudos 3 e 5 que tiveram a sua sensibilidade em
torno de 70% e com o estudo 2, que ndo revelou dados estatisticos nesse sentido.
Entretanto, todos os estudos que integram esta revisdo de literatura concluiram suas
anélises com a perspectiva positiva de que todos os métodos podem ser utilizados para
o diagnostico e/ou acompanhamento do Mieloma Multiplo. Desta forma, pode-se
intervir terapeuticamente, frente a uma deteccdo precoce da doenca, oferecendo assim,
um melhor desfecho ao paciente. A escolha de um método ou outro permanece a critério
dos profissionais envolvidos, do paciente e da disponibilidade de realizacdo no
territorio.

Deve ficar evidente que a caréncia de pesquisas e publicacGes na area atuou
como fator limitante para o desenvolvimento deste estudo, por impedir o confronto de
dados e anélise estatistica mais ampla e critica. Associado a isso, tém-se ainda, o fato
de o estudo 2 apresentar dados estatisticos diferentes dos encontrados nos demais

estudos, dificultando a sua interpretacdo e comparacdo com 0s demais.
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7. CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente estudo se mostraram promissores para 0
avanco no diagnostico precoce do Mieloma Multiplo, mas indicam ainda a necessidade
de maior progresso cientifico. A partir da analise dos estudos conclui-se que:

1. A espectrometria de massa associada a redes neurais artificias e a detecgéo de
microRNAs por PCR em tempo real parecem ser 0s métodos mais sensiveis para
o diagndstico precoce do MM.

2. Apesar de apresentarem percentuais mais baixos, a cariotipagem convencional,
FISH, NGS e FLC também se mostraram Uteis para o diagnostico e
acompanhamento do curso da doenca. IFS e EFS, como metodologias ja
amplamente utilizadas no diagnostico, apresentaram bons resultados para
deteccdo do pico monoclonal, destacando-se a IFS como mais precoce, mesmo
que ndo tenha sido apresentado dados estatisticos concisos.

3. Ainda sdo necessarios mais estudos que envolvam os métodos estudados para
melhor verificacdo dos dados ja existentes e possivel confronto com dados
futuros. A partir disso, sera possivel melhorar ndo somente a abordagem
diagnéstica do MM, mas também trard impactos positivos nas condutas
terapéuticas, no conhecimento médico-profissional e, principalmente, sera
possivel ofertar melhor qualidade de vida e perspectivas futuras ao paciente e
sua rede familiar.

4. Os resultados desse trabalho mostram-se Uteis para escolha de métodos
diagnosticos frente a um possivel quadro de Mieloma Multiplo, além de poder
ser fonte de busca e andlise por pesquisas futuras relacionadas a doenca em
questdo, ao grupo das gamopatias monoclonais, ou ainda, ao grande grupo das

neoplasias hematoldgicas.
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RESUMO

Introducdo: Mieloma Multiplo é uma neoplasia maligna incuravel do sistema
hematoldgico, causada por disfuncdo proliferativa clonal de plasmécitos na medula
Ossea, 0s quais promovem a producdo e secrecdo de imunoglobulinas do tipo 1gG
monoclonal ou parte delas, chamadas de proteinas M. A presenca da proteina
monoclonal sob o achado de “pico monoclonal” no soro e/ou urina do paciente, ¢ o
achado laboratorial encontrado por meio dos métodos moleculares, sendo a eletroforese
de proteinas e imunofixacdo de urina 24h os mais utilizados para estadiamento correto
da doenca frente a outras gamopatias monoclonais, bem como para investigacdo e
diagndstico precoce do Mieloma Multiplo.

Objetivo e metodologia: Por meio deste artigo, buscou-se revisar os principais métodos
moleculares de diagndstico para o Mieloma Multiplo, evidenciando os potenciais de
sensibilidade e especificidade de deteccdo das anormalidades relacionadas a doenca
pelos métodos estudados, além de tornar evidente a importancia dos métodos
moleculares de diagndstico na identificacdo precoce do Mieloma Mdltiplo.

Resultados e Discussdo: A deteccdo de microRNASs por PCR em tempo real (QRT-PCR)
se mostrou como a mais sensivel (97,4%) e a Espectrometria de Massa associada a
Redes Neurais se mostrou a mais especifica (95%). Além disso, a Imunofixagdo Sérica
(IFS) e Eletroforese de Proteinas, como os métodos mais utilizados atualmente, se
mostraram sensiveis e especificos, mas com precocidade cerca de 6,6 meses para IFS.
Nesse sentido, os resultados encontrados se mostraram promissores para 0 avango
diagnostico precoce de MM.

Conclustes: Espectrometria de Massa e deteccdo de microRNAs por RT-qPCR se
mostraram 0S mais sensiveis, mas, ainda assim, os demais meétodos também
apresentaram potencial diagnostico e de acompanhamento da doenca. Ainda s&o
necessarios mais estudos que envolvam os métodos estudados para melhor verificacéo
dos dados apresentados nesta pesquisa, que servird de fonte de busca e analise para
pesquisas futuras.
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Introducéo

Mieloma Mdltiplo é uma neoplasia maligna incuravel do sistema hematoldgico, causada
por disfuncdo proliferativa clonal de plasmdcitos na medula dssea, 0s quais promovem
a producdo e secrecdo de imunoglobulinas do tipo 1IgG monoclonal ou parte delas,
chamadas de proteinas M, podendo ser identificadas no soro ou na urina, mas tambeém
em locais extramedulares ou sangue periférico durante a progressao da doenca.t

Representando a segunda neoplasia hematologica mais comum e cerca de 1% de todas
as neoplasias malignas, o Mieloma Mudltiplo costuma se apresentar de forma
inespecifica, sendo esse um dos principais fatores que dificultam o seu diagndstico,
piorando, consequentemente, o progndstico dos pacientes acometidos.?

A presenca da proteina monoclonal sob o achado de “pico monoclonal” no soro e/ou
urina do paciente, € o achado laboratorial encontrado por meio dos métodos
moleculares, sendo a eletroforese de proteinas e imunofixacdo de urina 24h os mais
utilizados para estadiamento correto da doenca frente a outras gamopatias monoclonais,
bem como para investigacéo e diagndstico precoce do Mieloma Mdltiplo. 3

Sinais e sintomas associados ao Mieloma Multiplo

Os pacientes acometidos por essa neoplasia costumam apresentar sintomatologia vasta
e, recorrentemente inespecifica; porém, alguns sintomas possuem relevancia e sdo eles:
fadiga, dor dssea, comumente referida na regido lombar, anemia, insuficiéncia renal,
hipercalcemia e fraturas 6sseas ndo relacionadas a traumas fisicos ou outra doenca de
base.? Essa sintomatologia classica, é comumente referida pela sigla “CRAB” (C:
hipercalcemia, R: insuficiéncia renal, A: anemia e B: lesdes 6sseas).* No entanto, por
ser uma patologia do sistema hematoldgico e possuir carater sisttmico, o Mieloma
Multiplo pode, também, causar disfuncdes extra-medulares, ainda que somente em 3-
5% dos casos. Geralmente, os acometimentos extra-medulares envolvem a pele,
nasofaringe, laringe, trato respiratorio superior e sistema nervoso central.®

Epidemiologia

Aproximadamente 28,6% dos casos de MM sdo diagnosticados na idade de 65 a 74 anos
e cerca de 3,5% abaixo da idade de 44 anos. A incidéncia é maior em individuos de etnia
negra do que etnia branca e mais comum no sexo masculino que no feminino.® A
mortalidade no MM ¢é bastante elevada, estimando-se que, em 2020, ocorreram 12.380
Obitos nos Estados Unidos, enquanto na Europa, 0 nimero chega a 31.000 mortes
anuais.’

Diagnostico de Mieloma Mudltiplo e estagios precursores

Em grande parte dos casos, 0 Mieloma Multiplo é precedido por estagios precursores
assintomaticos. O curso mais comum da doenca, comega por um quadro de Gamopatia
monoclonal de significado indeterminado (MGUS), que possui trés caracteristicas
principais diagnosticas: presenca monoclonal no soro em concentracdo <30g/L,
proliferacéo de celulas clonais na medula 0ssea e auséncia de caracteristicas de lesdo de
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6rgaos-alvo, tipicas de Mieloma Muiltiplo® Entre a MGUS e o Mieloma Mdltiplo, ha o
estagio de Mieloma Multiplo Latente (SMM). Em 2010, o termo SMM foi estratificado
quanto ao risco de desenvolver MM, variando de baixo risco, com 5% de chance de
progressao, até risco ultra-alto, que tem a sua chance de progressdo em 40%, sendo ja
considerado Mieloma Multiplo de fato por requerer tratamento.® A figura 1 redne de
forma sintética e objetiva esses dados sobre os principais estagios precursores que
evoluem para o Mieloma Multiplo.

DEFINITION OF MULTIPLE MYELOMA
AND PRECURSOR PLASMA
DISORDERS

Monoclonal spike < 3g/dL
Plasma cells < 10% of bone marrow
No CRAB features

Monoclonal spike > 3g/dL
Plasma cells > 10% of bone marrow
No CRAB features

@
)
—-
o
Q

Monoclonal spike > 3g/dL

Plasma cells >10% of bone marrow
CRAB features

Or Plasma cells > 60%

Or SFLC > 100

Or more than one focal lesion on MRI

Disease

Figura 1 — Critérios definidores de Mieloma Multiplo e seus disturbios plasmaticos
precursores, incluindo MGUS e SMM.2 MGUS — Gamopatia Monoclonal de
Significado Indeterminado; SMM — Mieloma Multiplo Latente; MM — Mieloma
Multiplo; CRAB- Hipercalcemia, Insuficiéncia renal, Anemia e Lesdes 0sseas;
SFLC - Fracéo de cadeia leve livre; MRI — Ressonancia Magnética.

Um paciente é diagnosticado com Mieloma Multiplo quando possui infiltracdo clonal
maior ou igual a 10% na medula 6ssea associada a leséo organica e proteina monoclonal
detectavel em soro ou urina® Em grande parte dos casos, o primeiro achado compativel
com o protocolo diagndstico € a presenca da proteina monoclonal ou pico monoclonal
em soro ou urina, decorrente da producdo e secrecdo de imunoglobulinas anémalas
originadas de plasmdcitos também anormais
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Métodos Diagnoésticos Existentes

Proteinas de Bence Jones: Apesar de descoberta no ano de 1847 e tendo sofrido
evolucGes e melhorias cientificas ao longo dos anos, o teste de proteinas de Bence Jones
(BJ) esta perdendo espaco para testes mais sensiveis, mesmo que seu método seja de
facil execucdo e baixo custo. Sendo descritas pela primeira vez pelo Dr. Henry Bence
Jones, as proteinas de Bence Jones é a denominacdo dada as imunoglobulinas de cadeia
leve que, quando detectadas na urina, recebem essa denominagéo.°

Eletroforese de proteinas: Os fundamentos da eletroforese tém sua origem nos estudos
de Michaelis, em 1909.'' Hoje, pode ser empregada para separar 0s componentes
sanguineos, urinarios, liquoricos e outras solugdes. Mas, no que diz respeito ao Mieloma
Multiplo, bem como outras gamopatias monoclonais, 0 componente proteico usado na
eletroforese mais importante sdo as gamaglobulinas. As estruturas moleculares das
imunoglobulinas sdo heterogéneas, mas, apesar disso, a migracdo delas na eletroforese
ocorre de forma homogénea, formando bandas bem compactas e delimitadas. A essas
bandas da-se o nome de banda policlonal. Entretanto, quando diante de gamopatias
monoclonais como o Mieloma Multiplo, o tracado eletroforético € distinto, ocupando
uma posicdo ampla e delimitada.*?

Imunofixacdo: a imunofixacdo é cerca de 10 vezes mais sensivel que a eletroforese
sérica para identificar a presenca da proteina monoclonal, bem como as cadeias leves
ou pesadas envolvidas.’® A técnica consiste no emprego de reacdo imunoldgica,
antigeno-anticorpo, para verificar a formacao de precipitina em géis ou membranas com
0 objetivo de visualizar presenca de proteinas especificas. O gel ou membrana é lavado
de modo a eliminar o que ndo pertence ao imunoprecipitado e, apos isso, 0 material é
corado com fluoresceina, por exemplo, permitindo melhor avaliacdo da reacdo
imunoldgica.t*

Outros métodos: Outros métodos diagnosticos que podem ser utilizados, incluem
radiografia de esqueleto, tomografia computadorizada de corpo inteiro, mielograma e
biopsia de medula sendo bastante empregados ndo somente para a confirmacdo de
Mieloma Mudltiplo, mas também para descartar possiveis quadros de Gamopatia
Monoclonal de Sinal Indeterminado ou Mieloma Mdltiplo Latente.! O mielograma e
bidpsia de medula dssea tem grande importancia pratica no diagndstico de MM, por
permitir a quantificacdo de plasmacitos infiltrantes e estudos citogenéticos. Estima-se
que a bidpsia de medula tenha identificado corretamente 0 MM em 95% dos casos
sintomaticos, sendo um dos métodos recomendados para avaliacdo plasmocitaria
anormal.'® Porém, cabe ressaltar que a avaliacido mais precisa e detalhada do contetido
medular, sé é obtido a partir da realizagdo do aspirado de medula somado a biopsia desse
contetido.®®

Objetivo e Metodologia

Por meio deste artigo, buscou-se revisar os principais métodos moleculares de
diagnostico para o Mieloma Multiplo, evidenciando os potenciais de sensibilidade e
especificidade de deteccdo das anormalidades relacionadas a doenca pelos métodos
estudados, além de tornar evidente a importancia dos métodos moleculares de
diagnostico na identificagdo precoce do Mieloma Multiplo.
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Métodos moleculares encontrados

Espectrometria de Massa Associada a Redes Neurais Artificiais

Esse método de quimica analitica permite ndo s6 a identificacdo de potenciais
biomarcadores, mas também a deteccdo de muitos peptideos e proteinas no soro, sendo
aplicado em muitos canceres como renal, pulmonar e hepatico.’®* O método foi
desenvolvido no final dos anos de 1890 quando J. J. Thomson determinou a relagédo
massa/carga (m/z) do elétron. Baseia-se na mensuracdo das moléculas do analito -
substancia ou componente quimico da amostra que é alvo de analise em um ensaio -, por
meio da separagdo de ions em fase gasosa de acordo com suas diferentes m/z.%’

As Redes Neurais Artificiais, que entram como ferramenta matematica com capacidade
de trabalhar com dados néo lineares nos quais, a relacao entre as variaveis € desconhecida
ou muito complexa, e fornecer generalizacdes e previsoes, sendo altamente adequadas
para reconhecimento de padrdes e classificacdes, tornando-se amplamente aplicadas em
diferentes campos do diagndstico clinico.!

Partindo disso, um estudo segmentou 84 amostras em dois grupos: Treinamento, que
continham 20 doadores saudaveis e 20 pacientes com MM, e Validacdo que possuia 24
MM e 20 doadores saudaveis. No grupo treinamento, a sensibilidade, especificidade e
precisdo do método em distinguir as amostras de MM foi de 100%, enquanto no grupo
de Validagdo, a sensibilidade foi de 95,83%, especificidade de 95% e precisdo de
95,45%.1

Deteccdo de microRNAs por PCR em tempo real

Os microRNAs sdo pequenos RNAs ndo codificantes conhecidos por regularem a
expressao génica. Geralmente, se ligam aos mMRNAs (RNAs mensageiros) na sua por¢do
3’ ndo traduzida e causam hiporregulacao da expressao proteica por repressao traducional
ou clivagem e degradacdo do mRNA alvo.’® O uso de miRNAs como biomarcadores
aumentou muito com a descoberta de que eles estdo presentes no sangue circulante, sendo
evidenciado que podem ser detectados no soro ou plasma humano, onde se acredita que
sejam protegidos da degradacdo por serem encapsulados em microvesiculas ou
ex0ssomos e/ou sio ligados por proteinas de ligacdo ao RNA.2° Mudancas nos niveis de
miRNAs circulantes tém sido associadas a varios tipos de cancer. Esses dados, portanto,
mostram que é viavel o uso de miRNAs derivados de amostras de sangue como uma
ferramenta de diagndstico minimamente invasiva para pacientes com cancer.?

Jones et al. identificaram trés microRNAs como biomarcadores: miR-720, miR-1246 e
miR-1308 e a partir disso, foi visto que a combinacdo de miR-1308 e miR-720 (miR-
1308/miR-720) apresentou resultados mais promissores. Essa combinacdo apresentou
97,4% e especificidade de 92,3%, dando apenas 7,7% de falsos positivos e 2,6% de falsos
negativos no que diz respeito a distin¢do entre os pacientes com MM, MGUS e doadores
saudaveis.??

55



Além disso, outra combinacdo analisada foi a de miR-1246 e miR-1308 (miR-1246/[miR-
1308) que apresentou sensibilidade de 79,2% e especificidade de 66,7%, sendo inferiores
aos apresentados pela combinacdo anterior, mas, ainda assim, foi considerado capaz de
distinguir MM dos seus estagios precursores.??

Outra linha de pesquisa identificou miR-107, miR-15a-5p e niveis séricos de
hemoglobina (Hb) como potenciais biomarcadores. Nesse caso, 0 método apresentou
sensibilidade de 91,3% e especificidade de 93,7%, melhorando assim, o valor
diagnostico do MM.?

Imunofixacéo sérica e Eletroforese de Proteinas

A Imunofixacdo (IFS) e a Eletroforese de Proteinas (EFS) fazem parte do protocolo
diagndstico atual de MM e, geralmente, sdo solicitadas de forma concomitante tendo
uma sensibilidade proxima a 97%.2* Aita et al. realizou uma analise comparativa entre
datas de deteccdo do pico monoclonal em pacientes com recidiva de MM pela IFS e
pela EFS. Em todos os 9 pacientes, a IFS detectou o componente monoclonal com maior
antecedéncia que a EFS, com uma média de 6,6 meses de precocidade. Além disso, a
EFS ndo detectou o componente monoclonal em cinco pacientes, mesmo esses
apresentando as caracteristicas clinicas compativeis com a doenca, 0 que demonstrou a
maior acuréacia da IFS quanto a precocidade diagnostica.?®

Cariotipagem convencional, FISH e NGS

A Cariotipagem Convencional (CC) e a FISH (hibridizacdo in situ por
imunofluorescéncia), sdo métodos que se baseiam em métodos citogenéticos que
analisam a estrutura, funcionalidade, patologias e questbes hereditarias dos
cromossomos.?® Desse modo, a CC analisa o caridtipo, estudo da representacdo dos
cromossomos presentes nas células que permite a analise quanto a presenca de alteracoes
cromossémicas, sendo as translocacdes e delecdes os alvos de pesquisas recentes com
foco no MM.?’

A FISH por sua vez, é um procedimento citogenético que possibilita a identificacdo de
um trecho especifico do DNA ou RNA e, dessa forma, uma sonda marcada com corante
fluorescente é hibridizada com intuito de indicar a sequéncia complementar da sonda.
Essa tecnica é realizada em uma lamina, por isso denominada in situ, sendo utilizado
tecidos e preparagdes citologicas, nos quais, 0s cromossomos sao espalhados,
desnaturados e hibridizados mostrando fluorescéncia.?®

Anormalidades citogenéticas tém significado progndstico no MM, e aproximadamente 30
a 50% dos casos demonstram cariotipos anormais, € a frequéncia de anormalidades
também esta diminuida em pacientes recém-diagnosticados. A andlise citogenética pode
fornecer informagdes prognosticas uteis, mas a atividade proliferativa espontanea
particularmente baixa das células tumorais no estagio inicial da doenca é considerada um
importante fator limitante.?°



O sequenciamento de nova geracdo (NGS) que consiste em tecnologias recentes para
sequenciamento de DNA e RNA, permitindo a detec¢do de variantes e mutagdes. Ao
combinar vantagens quimicas de sequenciamento exclusivas, matrizes de
sequenciamento e tecnologia de bioinforméatica, é possivel, através da NGS, o
sequenciamento paralelo massivo de varios comprimentos de sequéncias de material
genético ou mesmo o genoma inteiro dentro de um tempo relativamente curto. Com isso,
a NGS permite analise de mutacdes relacionadas a canceres, como o0 MM, em um tempo
mais curto e necessitando de menor quantidade de amostra para se realizar uma analise
gendmica ampla.*®

Alti et al. comparou os trés métodos em questdo quanto a deteccdo de anormalidades
relacionadas ao MM. a cariotipagem convencional no estudo 5, falhou em 10 dos 35
pacientes (28,5%) e 25 pacientes presentaram cariotipo normal (71,4%). Ja o FISH se
apresentou anormal em 8 das 35 amostras (22,8%). O NGS foi aplicado a todas as
amostras e encontrou-se variacdes patogénicas ou potencialmente patogénicas em 6 das
25 (24%) amostras com cari6tipo normal e uma variante patologica foi encontrada em 5
das 8 (62,5%) amostras com FISH anormal.!

Fracdo de Cadeia Leve Livre

Fracdo de Cadeia Leve Livre (FLC) é um tipo de ensaio policlonal de cadeia leve livre
no soro, que identificam epitopos do componente da cadeia leve Kappa (k) ou Lambda
(1) das imunoglobulinas, que estdo expostos quando ndo ligados ao seu par de cadeia
pesada. A partir da quantificagdo das cadeias k e A, € possivel realizar a razdo entre as
concentracdes encontradas, sendo esse um indicador sélido de monoclonalidade. Quando
uma das cadeias estdo em maior propor¢ao que a outra, a razao /A € dita anormal e forte
preditor tumoral.®? Atualmente, essa quantificacdo é mais comumente realizada por meio
da EFS e IFS, mas cada vez mais a FLC detectada com Freelite ® (The Binding Site Group
Ltd., Birmingham, Reino Unido) vem ganhando espaco, devido a melhor precisdo de
medic&o das FLCs.%

Gagliardi et al. avaliou a deteccdo de FLC em pacientes com MM, MGUS e SMM, que
forneceram amostras de 3 em 3 meses para o0 estudo. Foram encontradas em 82% de todos
0s pacientes, quando comparadas com a primeira amostra recebida, que foi considerada
a amostra diagndstica. Dos outros 18% que ndo apresentaram anormalidades na FLC,
37% eram pacientes com Mieloma Madltiplo. Com isso, aproximadamente 70% das
amostras de MM tinham FLC anormal, apoiando seu uso para diagnosticar e monitorar
MM.33

Conclusoes

A partir da analise dos estudos pode-se concluir que a espectrometria de massa associada
a redes neurais artificias e a detecgdo de microRNAs por PCR em tempo real parecem
ser 0s méetodos mais sensiveis para o diagnostico precoce do MM.

Apesar de apresentarem percentuais mais baixos, a cariotipagem convencional, FISH,
NGS e FLC também se mostraram ser Uteis para o diagnostico e acompanhamento do
curso da doenca. IFS e EFS, como metodologias j& amplamente utilizadas no
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diagndstico, apresentaram acuracidade para detec¢do do pico monoclonal, mesmo que
ndo tenha sido apresentado dados estatisticos concisos.

Porém, ainda sdo necessarios mais estudos que envolvam os métodos estudados para
melhor verificacdo dos dados ja existentes e possivel confronto com dados futuros. A
partir disso, sera possivel melhorar ndo somente a abordagem diagnostica do MM, mas
também trard impactos positivos nas condutas terapéuticas, no conhecimento médico-
profissional e, principalmente, sera possivel ofertar melhor qualidade de vida e
perspectivas futuras ao paciente e sua rede familiar.

Por fim, os resultados desse trabalho podem ser Gteis para escolha de métodos
diagnosticos frente a um possivel quadro de Mieloma Multiplo, além de poder ser fonte
de busca e anélise por pesquisas futuras relacionadas a doenga em questdo, ao grupo das
gamopatias monoclonais, ou ainda, ao grande grupo das neoplasias hematoldgicas.
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ANEXO A - FORMULARIO STROBE

Tabela. Itens essenciais que devemn ser descritos em estudos obsenvacionais, segundo a declaragao Strengthening the Reporting
of Observational Studies in Epidemiology (STROBE). 2007

ltem

M

Recomendagao

Titulo e Resumo

Introducao
Contextovlustificativa
Objetivos

Métndos
Desenho do estudo

Contexto (setting)

Farticipantes

Varidveis

Fontes de dados/ Mensuragio
Vies

Tamanho do estudo

Varidveis quantitativas

Métodos estatisticos

Resultados

Participantes

Dados descritivos

1

i

132

142

Indique o desenho do estudo no titulo ou no resumo, com
termo comumente utilizado

Disponibilize no resumo um sumarnio informativo e equilibrado do
que foi feito e do que foi encontrado

Detalhe o referencial tedrico e as razbes para executar a pesquisa.

Descreva os objetivos especificos, incluindo quaisquer hipoteses pré-existentes.

Apresente, no inicio do antigo, os elementos-chave relativos
ao desenho do estudo.

Descreva o contexto, locais e datas relevantes, incluindo os periodos de
recrutaments, exposican, acompanhamento (follow-up) e coleta de dados.

Estudos de Coorte: Apresente os criténios de elegibilidade, fontes e métodos de
selecdo dos participantes. Descreva os métodos de acompanhamento.

Estudos de Caso-Controle: Apresente os critérios de elegibilidade, as fontes e o
critério-diagndstico para identificacio dos casos e os metodos de selecdo dos
controles. Descreva a justificativa para a eleigdo dos casos e controles

Estudn Seccional: Apresente os critérios de elegibilidade, as fontes

e 0s metodos de selecao dos participantes.

Estudos de Coorte: Para os estudos pareados, apresente os critérios de

pareamento & o nimero de expostos & NaD eXpostos.

Estudos de Caso-Controle: Para os estudos pareados, apresente os criténos de
pareamento e o ndmero de controles para cada caso.

Defina claramente todos os desfechos, exposigtes, preditores, confundidores
em potencial e modificadores de efeito. Quando necessario,

apresente os critérios diagnosticos.

Para cada varidvel de interesse, forneca a fonte dos dados e os detalhes dos
métodos utilizados na avaliagao (mensuragao). Quando existir mais de um
grupa, descreva a comparahilidade dos métodos de avaliagao.

Especifique todas as medidas adotadas para evitar potenciais fontes de vies.
Explique como se determinou o tamanho amostral.

Explique como foram tratadas as variaveis quantitativas na andlise. Se aplicavel,
descreva as categorizagoes que foram adotadas e porque.

Descreva todos os métodos estatisticos, incluindo aqueles usados

para controle de confundimento.

Descreva todos os métodos utilizados para examinar subgrupos e interagoes.
Explique como foram tratados os dados faltantes ("missing data®)

Estudos de Coorte: Se aplicavel, explique como as perdas de
acompanhamento foram tratadas.

Estudos de Caso-Controle: Se aplicavel, explique como o pareamento

dos casos e contrales foi tratado.

Estudos Seccionais: Se aplicavel, descreva os métodos utilizados para considerar
a estratégia de amostragem.

Descreva qualquer andlise de sensibilidade.

Descreva o numero de participantes em cada etapa do estudo (ex: nimero de
participantes potencialmente elegiveis, examinados de acordo com critérios
de elegibilidade, elegiveis de fato, incluidos no estudo, que terminaram o
acompanhamento e efetivamente analisados)

Descreva as razies para as perdas em cada etapa.

Awvalie a pertinéncia de apresentar um diagrama de fluxo

Descreva as caracteristicas dos participantes (ex: demograficas, clinicas e
sociais) e as informagoes sobre exposicoes e confundidores em potencial.
Indigue o ndmero de participantes com dados faltantes para

cada variavel de interesse.

Estudos de Coorte: Apresente o peniodo de acompanhamento

(ex: média e tempo total)
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Tabela continuacio

Itemn

M

Recomendagao

Desfecho

Resultados principais

Outras andlises

Discussan
Resultados principais
Limitagbes

Interpretacio
Ceneralizagao

Outras Informagoes

Financiamento

15°

16

17

18
19

20

21

22

Estudos de Coorte: Descreva o nimero de eventos-desfecho ou as
medidas-resumo ao longo do tempo

Estudos de Caso-Controle: Descreva o nimero de individuos em cada categoria
de exposicao ou apresente medidas-resumo de exposicao.

Estudos Seccionais: Descreva o ndmero de eventos-desfecho ou

apresente as medidas-resumo.

Descreva as estimativas ndo ajustadas e, se aplicavel, as estimativas ajustadas
por variaveis confundidoras, assim como sua precisao (ex: intervalos de
confianga). Deixe claro quais foram os confundidores utilizados

no ajuste e porgue foram incluidos.

Cuando variaveis continuas forem categorizadas, informe os

pontos de corte utilizados.

Se pertinente, considere transformar as estimativas de risco relativo em termos

de risco absoluto, para um perodo de tempo relevante.

Descreva outras analises que tenham sido realizadas. Ex: analises

de subgrupos, interagao, sensibilidade.

Resuma os principais achados relacionando-os aos objetivos do estudo.
Apresente as limitagoes do estudo, levando em consideracao fontes potenciais
de viés ou imprecisao. Discuta a magnitude e direcao de viéses em potencial.
Apresente uma interpretacio cautelosa dos resultados, considerando os

objetivos, as limitagoes, a multiplicidade das analises, os resultados de estudos
semelhantes e outras evidéncias relevantes.

Discuta a generalizacao (validade externa) dos resultados.

Especifique a fonte de financiamento do estudo e o papel dos financiadores. Se
aplicavel, apresente tais informagbes para o estudo original
no qual o artigo é baseado.
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