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RESUMO

Introducdo: O mieloma multiplo (MM) é uma gamopatia maligna, ou seja, uma condicao
de producdo anormal de imunoglobulina causada por um clone de célula B plasmocitéria
que prolifera descontroladamente. Esta doenca representa 1% de todos os canceres, e 10%
dos casos de cancer hematoldgico. A incidéncia mundial ajustada pela idade varia de 2-
6:100.000 habitantes. Modificacbes cromossdmicas numeéricas e estruturais sdo 0s
principais iniciadores da transformagdo maligna nos plasmécitos. A maioria dos casos de
MM envolve hiperdiploidia, e translocagdes no locus do gene IGH (cadeia pesada da
imunoglobulina). Além destas alteracdes, diversas condi¢Ges tém sido associadas ao
desenvolvimento de MM, incluindo infecgbes, mudancas estromais e doencas de depdsito.
Nesta conjuntura, a doenca de Gaucher (DG) emerge como um candidato promissor para
investigacdo de MM. DG é uma doenca de deposito lisossdbmico herdada de maneira
autossdmica recessiva, sendo causada pela presenca de alteracdes patogénicas bialélicas no
gene GBAL que codifica a enzima B-glicocerebrosidase (B-GCase). A suspeita de DG é
clinica e 0 método padrdo-ouro de diagnostico ¢ a medida da atividade da p-GCase. De
maneira complementar, investigacdes de alteracbes em GBAL séo feitas. As variantes
patogénicas N370S e L444P sdo as mais frequentes, sendo detectadas em 90% dos
gendtipos de pacientes DG. Justificativa: Diversos estudos analisando disfuncdes
hematologicas e DG concordam entre si a0 apontarem maior ocorréncia de gamopatias
malignas ou pré-malignas nesse grupo. Este trabalho foi proposto por ndo haver ainda
evidéncia de que heterozigotos para DG, suspeitos de também acumular esfingolipideos
patogénicos, possam ser mais susceptiveis ao MM. Obijetivo: Investigar possiveis
alteracdes genéticas e bioquimicas em B-GCase associadas ao desenvolvimento de MM em
pacientes da regido sul do Brasil. Metodologias: Ap6s consentimento livre esclarecido e
coleta de sangue em tubo EDTA e papel-filtro de 67 pacientes, analises de p-GCase e do
controle interno B-Galactosidase (B-Gal) foram feitas por medida de atividade enzimatica
com substratos fluorescentes e andlises das variantes N370S e L444P no DNA gendmico
foram feitos por sequenciamento de Sanger. Resultados: Obteve-se uma média de
atividade de B-GCase em pacientes com MM (5,98 + 2,82 nmol/h/mL) menor que a média
encontrada na populacdo normal (p<0,0001). A media de atividade de p-Gal em pacientes
com MM (49.47 £+ 18.9 nmol/h/mL) foi igual a populacdo normal (p=0.213). Apenas uma

Unica paciente, sem ancestralidade judia alegada, apresentou heterozigose para N370S em



GBAL. Conclusdo: Apesar de ndo haver associagédo direta entre heterozigose para variantes
patogénicas comuns na DG e desenvolvimento de MM, a enzima B-GCase pode estar
indiretamente associada ao processo, uma vez que sua atividade média esta diminuida em

pacientes diagnosticados com MM.



ABSTRACT
Introduction: Multiple Myeloma (MM) is a malignant gammopathy, i.e. a condition of

abnormal immunoglobulin production caused by a clone of plasma B cells with
uncontrolled proliferation. MM represents 1% of all cancers, and 10% of hematological
cancer types. The age-adjusted global incidence varies between 2-6:100000. Chromosomal
modifications are the main initiators of malignant transformation in plasmocytes. The
majority of MM cases involves hyperdiploidy and translocations at the IGH gene
(immunoglobulin heavy locus). Beside these alterations, various conditions have been
associated with MM, including infections, stromal changes and storage diseases. On this
scenario, Gaucher disease (GD) rises as a promising candidate to investigation. GD is a
lysosomal storage disease inherited in an autosomal recessive manner, mainly caused by
pathogenic biallelic alterations at GBAL -the gene that encodes B-glucocerebrosidase (p3-
GCase). Measurement of B-GCase is the gold-standard diagnosis method for suspected GD
patients. Genetic analysis of GBAL is a complementary tool for diagnosis. Two missense
variants — N370S and L444P — encompasses up to 90% of all genotypes in overall
population. Numerous studies analyzing hematological dysfunctions and GD agrees among
themselves in an increased occurrence of malignant and pre-malignant gammopathies.
Research justification: Lack of evidence of GD heterozygotes — believed to also
accumulate pathogenic sphingolipids — susceptibility to MM. Objective: the aim of this
study was to investigate whether genetic and biochemical alterations in B-GCase are
associated with MM development in patients from Southern Brazil. Methodology: After
free informed consent and blood sampling in EDTA tubes and on filter paper (n=67),
analysis of B-GCase and the internal control B-Galactosidase ($-Gal) were performed by
enzymatic measurement with fluorescent substrate while analysis of genomic DNA for
N370S and L444P variants was done by Sanger sequencing. Results: It was found a mean
B-GCase activity (5.98 £2.82 nmol/h/mL) lower than the mean activity in overall
population (p<0.0001), while the mean B-Gal activity found in MM patients (49.47 + 18.9
nmol/h/mL) remained unaltered (p=0.213). Only one patient — without Jew Ashkenazi
ancestry — presented N370S in heterozygosis. Conclusion: Despite no direct association
between heterozygosis for common pathogenic GD variants and MM development was
stablished, B-GCase might be indirectly involved in the process since its overall activity

was decreased in MM patients.
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PREFACIO

De haploide a di. De n a 2n, sendo n um nimero qualquer pré-estabelecido pela aleatoria,
embora seletiva, evolugdo da sopa fundamental que borbulhava a crosta. Dois completos se
fundem para transcender a plenitude. Em uma l6gica matematica ndo-obvia onde divisdes
significam somas, e todos somados totalizam um, faz-se biologia. Registra-se a sua
assinatura em atomos ordenados e, ainda assim, livres. N&o se sabe onde € inicio e fim,
onde a Letra Mailscula comega e o ponto Unico finda. Se hierarquiza democraticamente.
O universo do (di)sapiens € simultaneamente infinito e limitado. A mesma tinta, que
escreve o tudo, escreve o nada. O independente esconde seu in por conveniéncia. E se ndo
souber compilar todas as variaveis, mesmo que mutuamente exclusivas, jamais sera inteiro
- no que obviamente seria zero. Sua certeza ja antecipa o quanto pode estar errado. N&do se
¢ isso ou aquilo, e sim issoeaquilo. H& germinativo no somatico, e apesar do superficial
isolamento que se pretende, é ocluido e incluido. Desuminiza-se humanos para produzir
uma razdo irracional. Se tu ensinas, sera que aprendes? E se tu aprendes, serd que ensinas?
Como tu cuidas do outro, e ainda destréi a si? E ainda que indague, e ainda que ciente, e
mesmo que descrente: ordenas linha, mas sou esfera. E mesmo cientifico sou literario. E
Vou criticar ao passo que sigo as normas. Sou molécula, célula, tecido, 6rgao, sistema ao
passo que organismo. Meio que tudo é um.

- Raissa Pereira Caldeira
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1. INTRODUCAO

1.1 Sistemas Fisiologicos

Os orgdos, unidades funcionais de um sistema, sdo formados pela integracdo de
diferentes tecidos, por sua vez estruturados por grupos de células — de mesmo material
genético, porém distintamente programadas para assumir um perfil. A interacdo das partes,
e ndo a supremacia de uma sobre a outra, governa a manutencdo do equilibrio fisioldgico

do organismo (Lebel et al. 2014).

1.1.1 Sistema Hematopoiético

O sistema hematopoiético (SH) proveniente de células mesodérmicas pos blastula-
gastrula-neurulacdo, apresenta-se de forma transitéria ou permanente como um grupo de
células auto-renovaveis variando hierarquicamente de multi- a uni-potentes (Seita e
Weissman 2010). O SH simultaneamente integra, sobrepde e/ou complementa outros
sistemas organicos como o imune, o linfatico e o circulatério, tornando dificil sua
caracterizacdo concreta por sitiamento anatbmico. No entanto, considera-se a medula dssea
como o principal 6rgdo a hospedar esse sistema durante a vida adulta (Hoggatt et al. 2016).

Acredita-se que células-tronco hematopoiéticas (CTH) em sua pluralidade
desmembram-se em unidades oligopotentes — linfoide, mieldide e eritréide — por meio de
flutuacBes estocasticas do processo autbnomo celular e sinalizacdo do microambiente
(Calvi e Link 2014; Carrelha et al. 2018). Os primeiros trabalhos que desvendaram a
intrigante complexidade deste sistema comecaram a ser publicados pelo grupo de Till e
McCulloch (1961).

As células progenitoras linféides sdo formadoras dos linfécitos B, T, e natural-
killers (NK) (Alhaj Hussen et al. 2017), enquanto as células progenitoras mieloeritrdides
formam tanto os eritrocitos e megacaridcitos, quanto os granulécitos e os macréfagos
(Pronk et al. 2007; Kawamoto et al. 2010). Ambas as linhagens podem dar origem as
células dendriticas (CD), ou células apresentadoras de antigeno (Wu et al. 2001; Perié e
Naik 2015). Estudos com animais imunodeficientes tornaram possivel a elucidacdo da
importancia do nicho da medula 6ssea incluindo células estromais, estrutura 6ssea, fatores

(ou ligantes), citocinas e vascularizacdo na diferenciacdo das CTH (Russell e Bernstein



1968). O mecanismo de balanco na diferenciacdo e na quantidade destas variadas células
durante a vida do organismo é conhecido como hematopoiese (Takizawa et al. 2012).
Pode-se agrupar estas células em dois importantes sistemas: o circulatério e o
imune. A parte fluida (plasma e linfa, respectivamente) é similar quanto a composicéao
aquosa e proteica nos dois sistemas (Yuan et al. 2013), enquanto que a composicéo celular
circulante se sobrepfe a excecdo do eritrdcito e megacariocito, exclusivos do sistema

circulatorio.

1.1.2 Sistema Imune

O sistema imune compreende Orgaos de armazenamento, passagem ou maturacao
das células imunes — que se agrupam de acordo com sua funcdo de resposta a organismos
estranhos ou elementos proprios, podendo ser inato ou adquirido. Apesar da categorizacgéo,
0s dois sub-sistemas séo interdependentes para o funcionamento apropriado da defesa
imediata ou permanente (Iwasaki e Medzhitov 2015). O sistema imune inato é a primeira
linha de defesa do organismo, sendo suas respostas mantidas evolutivamente contra
padrdes moleculares associados a patégenos ou a danos (Kumar et al. 2011). A resposta
tem um padrdo de construgdo que vai de um nivel basal de reconhecimento a um nivel
efetor, gerando uma memoria curta (Quintin et al. 2014).

Os granulocitos — celulas com presenca de vesiculas granulares no citosol — foram
originariamente descritos no final do século XIX por Ehrlich (1878), através do
desenvolvimento de uma técnica para coloragdo celular com marcadores acidoéfilos.
Previsivelmente, o século XX marcou grandes avancos na elucidagdo das variadas
constituicbes de mediadores liberados pelos granulécitos para o meio extracelular diante
um estimulo (Haneberg et al. 1984; Pecsvarady et al. 1992; Breedveld et al. 2017).

Podemos dividir os granuldcitos em: neutrofilos — células circulantes abundantes,
capazes de agir contra invasores por meio de fagocitose, degranulacdo e liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias (Borregaard 2010); eosindfilos — combatem microrganismos
maiores, como parasitas extracelulares, pela liberacdo de citotoxinas e interleucinas (IL)
(Geering et al. 2013); mastocitos — células de mucosa e tecido conjuntivo que produzem
IL-4, IL-13, histamina e heparina para modulacdo de respostas alérgicas (da Silva et al.
2014); basofilos — células circulantes menos comuns, com funcdo similar aos mastocitos

(Karasuyama e Yamanishi 2014).



Os fagdcitos sdo caracterizados por seu potencial de englobar particulas e
internaliza-las. Van Furth, fundamental nos primordios da pesquisa sobre fagdcitos, propds
este grupo como, basicamente, o conjunto de basicamente macrdéfagos transientes —
derivados de mondcitos — ou residentes (van Furth e Cohn 1968; van Furth et al. 1972; van
Furth et al. 1985). Anos depois, os achados sobre as propriedades fagociticas de células
dendriticas derivadas de mondcitos foram reconsiderados, e as CD foram incorporadas na
mesma categoria (Koide et al. 1981). Dois principais caminhos de sinalizacdo para as
diferencas fenotipicas e funcionais dos macrofagos foram descritos. Uma delas é a
tradicional, por via de sinalizagdo de mTOR e Art mediado por interferon-y (IFNy)
(Covarrubias et al. 2015). A ativacdo alternativa, por sua vez, € principalmente dada por
meio da IL-4 e IL-13, por via de sinalizacdo de STAT-6 (Gordon e Martinez 2010).

As células NK séo as Unicas de origem linfoide a integrar o sistema inato. Isso se
deve ao fato destas células possuirem mecanismos de acdo tanto dependentes quanto
independentes de patogenos (Keppel et al. 2013; Sun et al. 2014). As NK servem como
ligacdo entre os dois sistemas, juntamente com as CD, e interagem por contato direto
(célula-célula) com o sistema adaptativo (Patarroyo et al. 1990; Ribatti 2017).

O sistema imune adquirido, quando confrontado por um novo corpo estranho,
responde com maior especificidade, afinidade e durag@o. A especificidade é devida a alta
recombinacdo passivel a ocorrer em genes de receptores de células B e T (BCR e TCR,
respectivamente), gerando um grande repertorio de reconhecimento (Schwartz and
Hershberg 2013; Muraille 2014). A afinidade é potencializada pelo reconhecimento,
processamento de antigeno (caracteristica limitada as células B), maturacdo génica e
selecdo de clones com receptores mais avidos (Donermeyer et al. 2006; Eisen 2014).
Assim, a acdo deste sistema é mais lenta frente a primeira exposi¢do ao corpo estranho,
porém, ao final do processo, células especializadas com memoria da resposta molecular
desencadeada sdo selecionadas positivamente para rapida acdo futura (Kaech 2014; Seifert
and Kippers 2016).

As células T (CT) sdo produzidas na medula 6ssea, amadurecem no timo, circulam
no organismo ainda quiescentes e se desenvolvem quando confrontada com patogenos. As
CT virgens sdo ativadas em resposta a interacdo TCR, antigeno, complexo maior de
histocompatibilidade (MHC, do inglés major-histocompatibility complex) e co-ligantes
(Chang et al. 2014). Durante a fase efetora, as CT proliferam, crescem e se diferenciam
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em: auxiliadoras (CD4+) — que se subdividem em 4 grupos com funcdes e producdo de
citocinas especificas (tipo 1, tipo 2, tipo 17, e reguladoras); e citotdxicas (CD8+)
secretoras de granzima B, perforina, IFN-y, fator de necrose tumoral (TNF-a) que sdo
essenciais para eliminacdo de patdgenos (Park e Pan 2015). Depois da expansdo, as CT
passam pela fase de contragdo mediada por vias de morte celular programada e apenas uma
parcela sobrevive para se tornar células de memoria (Raeber et al. 2018).

As células B (CB) sdo produzidas na medula 6ssea, onde sofrem também processos
de rearranjos que determinardo sua funcdo. Rearranjos nos segmentos de cadeia pesada e
cadeia leve do gene da imunoglobulina (Ig) geram um repertorio capaz de reconhecer
5x10* antigenos diferentes (Scholz e Cancro 2012; Wu et al. 2015). As CB imaturas
deixam a medula 6ssea e migram para o bago, onde finalizam as etapas iniciais de
desenvolvimento se diferenciando em virgens, foliculares ou marginais e formando, assim,
0s centros germinativos com diferentes zonas (Mauri e Bosma 2012). Circulando
regularmente pelo corpo, as CB passam pelos orfdos linféides secundarios através da
corrente sanguinea e linfa. A esfingosina-1-fosfato é um potente mediador lipidico
produzido por plaquetas, eritrocitos e células endoteliais vasculares, capaz de atrair CB dos
tecidos linfoides para o sangue e linfa (Schwab et al. 2005; Pieper et al. 2013).

Respostas humorais independentes de CT s&o montadas pelas CB nas zonas
marginais dos centros germinativos encontrados no bago e nas mucosas. Durante os
primeiros 3 dias de infeccdo, elas rapidamente se transformam em células plasmaticas
extrafoliculares secretoras de IgM — que formam imuno-complexos com o patdgeno
(Kirchenbaum et al. 2014). As repostas humorais dependentes de CT induzidas por
antigenos ocorrem nos centros germinativos do baco e linfonodos, levando a mudanca de
classe de Ig e ao desenvolvimento de CB plasmaticas (ou plasmdcitos) de memoria (Hua e
Hou 2013). Os plasmacitos sdo células terminalmente diferenciadas e ndo parecem se
dividir. Desta forma, sdo necessarios sinais de sobrevivéncia (como a IL-6 e ligantes de
CD44) para garantir sua permanéncia (Lechouane et al. 2013). Apesar dos varios estudos
do papel de ligantes, receptores, componentes de sinalizacdo e fatores de transcri¢do, 0s
mecanismos que controlam por quanto tempo as células plasmaticas persistirdo na medula

Ossea ainda nédo estdo completamente esclarecidos (Pieper et al. 2013).

1.2 Mieloma Multiplo



Dentro das doencas que acometem o sistema imune adaptativo estdo diferentes
condicdes envolvendo as células deste sistema. Os disturbios plasmocitarios compreendem
0 espectro de condi¢Ges — malignas ou ndo — caracterizadas pela proliferacdo de células
linfoplasmaticas na medula 6ssea, tipicamente, levando a producdo de imunoglobulinas
monoclonais detectaveis em eletroforese de proteina sérica (Glavey et al. 2013). Dentre
estas condicdes estdo a macroglobulinemia de Waldenstrom, a amiloidose priméria,
sindrome de POEMS e, com maior prevaléncia, o Mieloma Mdltiplo (MM) (Boccadoro e
Pileri 1995; Amini et al. 2016).

1.2.1 Patogénese

O MM é um cancer hematolégico que prolifera na medula dssea afetando
diretamente a eritropoiese por inibicdo das CTH, a remodelacdo déssea por ativacao dos
osteoclastos e a filtragdo renal pela producédo exacerbada de imunoglobulinas (Heher et al.
2013; Bouchnita et al. 2016; Terpos et al. 2018). O MM representa o extremo do espectro
de neoplasias derivadas de CB, geradas a partir de clones de células de memodria
produtoras de imunoglobulinas terminalmente diferenciadas (Bianchi and Munshi 2015).

Apesar das células de mieloma terem origem linféide, 0 MM é assim classificado
ndo so por compreender alteracOes intrinsecas, mas por interferir em outros processos do
SH. Quanto mais aumenta o nimero de células neoplasicas na medula 6ssea, menos células
vermelhas, brancas e plaquetas sédo produzidas (Tzoran et al. 2013; Heher et al. 2013;
Gozzetti et al. 2015). Igualmente, como 0 nome propriamente sugere, 0 MM interfere na

funcéo normal de mdltiplos sistemas, seja direta ou indiretamente (Fonseca 2003).
1.2.2 Epidemiologia

Em diferentes populacdes, a faixa de idade média ao diagnostico é de 60-70 anos
(Kaya et al. 2012; El Husseiny et al. 2014). O MM representa 1% de todos os canceres,
enguanto que na categoria de cancer hematologico configura 10% dos casos. Género nao
aparece como fator de risco para a doenca e, apesar do que se acreditava ha até pouco
tempo, individuos de origem étnica africana ndo possuem chances aumentadas de
desenvolvé-la, mas sim de apresentar mais complicagbes no momento ou apds o
diagnostico (Ailawadhi et al. 2018).



A qualidade dos estudos de incidéncia de MM é heterogénea em muitas
populaces, inclusive no Brasil (Ferlay et al. 2015). Alguns notaveis estudos ofereceram
uma ideia do cenario epidemioldgico no mundo, tendo uma alta magnitude na variacdo da
incidéncia ajustada pela idade, estendendo-se de 2:100.000 no Ird (Rajabli et al. 2013) e
em outros paises subdesenvolvidos, a 5-6:100.000 em paises europeus e nos Estados
Unidos (Vélez et al. 2016; Costa et al. 2017; Andres et al. 2018). Acredita-se que
discrepancias como esta sejam atribuidas a fatores geodemograficos e sociais de cada

populacdo (Al-Hamadani et al. 2014).
1.2.3 Diagnéstico

Por apresentar sintomas inconclusivos e genéricos — como cansago e dores 0sseas,
individuos com MM sofrem com o atraso no diagnéstico. Na Inglaterra, cerca de 40% dos
pacientes sdo apenas diagnosticados em atendimentos de emergéncia (Shephard et al.
2015). Na tentativa de superar esta demora, politicas de saude publicas tém sido propostas
no intuito de aumentar o conhecimento dos profissionais da salde basica quanto aos
sintomas do MM (Howell et al. 2013).

O protocolo internacional atualizado com diretrizes sobre MM foi recentemente
publicado por Rajkumar et al. (2014), e indica os dois maiores critérios a serem
identificados no momento do diagndstico: medulograma exibindo > 10% de plasmdcitos
ou plasmocitomas extramedulares; e > 1 de fatores definidores de mieloma. Tais fatores
sdo principalmente resumidos ao acronimo inglés CRAB que corresponde aos sintomas de
hipercalcemia (Ca > 11 mg/dL), insuficiéncia renal (creatinina sérica > 2 mg/dL ou
filtracdo de creatinina < 40 mL/seg), anemia (hemoglobina < 10 g/dL) e lesbes osteoliticas,
ou em inglés lytic bone lysions. Biomarcadores altamente especificos, como presenca de
proteina monoclonal (M) sérica > 3 g/dL e/ou proteintiria — medidos por eletroforese de
proteinas — e relacdo de cadeias leves livres (FLC, do inglés free light chain) x/A > 100
também sdo considerados fatores definidores.

Apesar do exame morfoldgico de medula 6ssea, eletroforese de proteinas e raio-x
convencionais permanecerem como padrdo-ouro entre as técnicas de diagndstico rapido,
preciso e custo-efetivo, outras técnicas de citogenética, imunofenotipagem, ressonancia
magnética e tomografia computadorizada podem contribuir para melhor avaliacdo

progndstica e de eficacia de tratamento (San-Miguel et al. 2013).



Os tipos de proteina M sdo 1gG em 50% dos casos, IgA em 20%, cadeias livres de
imunoglobulinas também em 20%. Apesar das proteinas do tipo IgM, IgE e IgD serem
bastante incomuns, somente as IgE e IgD estdo relacionadas ao pior prognéstico e
sobrevida (Wang et al. 2016; Castillo et al. 2017; Hejl et al. 2018). Cerca de 1-2% dos
casos de MM ndo apresentam proteina M detectavel, sendo assim considerados como néo-
secretores (Chawla et al. 2015; Corso e Mangiacavalli 2017).

Os pacientes podem ser classificados quanto ao prognostico de diversas formas,
sendo os escores D & S (Durie e Salmon 1975), International Staging System - ISS
(Greipp et al. 2005) e mais recentemente, apos revisdo extensa, R-ISS (Palumbo et al.
2015) as mais importantes para definicdo do tratamento. Como exposto na Tabela 1, os 3
sistemas de escore pretendem definir o grau de desenvolvimento de MM a partir de dados
laboratoriais e citogenéticos. Deste modo, quanto menor for o escore, mais favoravel sera o

progndstico do paciente.

Tabela 1. Resumo dos sistemas e critérios de estadiamento do mieloma multiplo.

Escore Critérios Durie e Salmon Critérios ISS (Greipp  Critérios ISS revisado
(1975) et al. 2005) (Palumbo et al. 2015)
Todos os seguintes:
Todos os seguintes:
- Hb > 10 g/dL
- CaS normal ou < 12 mg/dL - Critérios ISS |
- Auséncia de danos 6sseos - B2M sérica < 3,5 mg/L e
| ou - Albumina sérica>3,5  auséncia de fatores
plasmacitoma 6sseo solitario  g/dL citogenéticos de alto
- Baixa taxa de proteina M risco
- 1gG <5 g/dL
- lgA < 3 g/dL - LDH normal
- Proteina B-J <4 g/24 h
- Valores entre Valores entre
1 Valores entre estagio | e 111 - L
estagio | e 11 estagio | e I11
Um ou mais dos seguintes: Um dos seguintes:
-Hb<85 g/dl_ - Critérios ISS Il
- CaS > 12 mg/dL . €
- Lesdes osteoliticas fatorqs citogenéticos de
i - Alta taxa de proteina M -B2M > 5,5 mg/L alto risco
- 1gG > 7g/dL t(4;14), 1(14;16),
-lgA > 5 g/dL del(17p)
- Proteina BJ > 12 g/24 h - LLDH elevado
A - Func&o renal normal

(CrS < 2 mg/dL)



B - Fungdo renal anormal
(CrS > 2 mg/dL)

Hb — hemoglobina; CaS — calcio sérico; CrS — creatinina sérica; BJ — Bence-Jones;
LDH — lactato desidrogenase; B2M - 3-2-microglobulina

Por vezes, 0 MM ¢ precedido de condi¢des intermediarias classificadas como
gamopatia monoclonal de significAncia indeterminada ou MGUS (inglés - monoclonal
gammopathy of undetermined significance) e Smoldering Mieloma (SM). Estas condicdes
ndo se manifestam com sintomas, mas sim com leves alteracdes em biomarcadores que
imputam observacdo mais cautelosa sem necessitar estritamente de intervencdo médica
(Mateos e Landgren 2016).

1.2.4 Tratamento

A terapia inicial de MM varia em diferentes paises dependendo da disponibilidade
dos medicamentos. Os regimes mais comuns em pacientes recem-diagnosticados envolvem
quimioterapicos (ciclofosfamida, doxorrubicina, talidomida), corticoides (dexametasona e
prednisona) e inibidores de proteassomo (bortezomibe, carfilzomibe, daratumumabe, etc)
(Cejalvo e de la Rubia 2017). Se a terapia de primeira-linha for bem sucedida, considera-se
a realizagdo de transplante de medula 6ssea autélogo (Kumar 2011).

Pacientes elegiveis ao transplante recebem aproximadamente quatro ciclos iniciais
de terapia de inducdo com diferentes classes de medicamentos, seguidos por coleta de
células tronco e transplante autélogo — considerada terapia de consolidacdo; enquanto que
individuos inelegiveis recebem a terapia por 12-18 meses (Figura 1) (Rajkumar and Kumar
2016). A elegibilidade ao transplante aut6logo de medula dssea — geralmente mais
indicado que o heterélogo — considera questdes como idade, desempenho fisico e
comorbidades dos pacientes (Gertz e Dingli 2014). A depender da resposta e da presenca
de caracteristicas citogenéticas de alto risco, define-se a necessidade de terapia de
manutencdo por um determinado periodo (Shank et al. 2015).



Candidato a
transplante autélogo
de célula tronco?

- Quimioterapicos

- Inibidores de proteassomo
- Anticorpos monoclonais

- Bifosfonatos

SIM NAO
Combinagao de: Combinagdo de:
- Imunossupressores - Imunossupressores

- Quimioterapicos

- Inibidores de proteassomo
- Anticorpos monoclonais

- Bifosfonatos

Transplante
de Medula

[

Resposta a terapia de
indugao?

SIM

J,

NAO

- Observagdo

- Terapia de manutengdo

Se recorréncia breve:
- Usar tratamento diferente

Se recorréncia apos 6 meses
de remissao:

- Repetir primeiro tratamento

/

Se nova
recorréncia:

- Tratamento de
terceira linha com
agentes diferentes
- Ensaios clinicos

Figura 1. Organograma da conduta médica terapéutica em diferentes grupos de
pacientes com mieloma mdaltiplo. Adaptado de Multiple Myeloma Research Guide

(2014),

Apesar da introducdo de novos agentes terapéuticos nas Ultimas duas décadas e da
aparente hierarquizacao dos tratamentos, ainda ndo ha uma abordagem comprovada para
cura para desses pacientes. As maiores controvérsias sdo em relagdo as recomendacoes
atuais de associacOes de agentes terapéuticos e de futuros ensaios (PDQ Adult Treatment
Editorial Board 2002). As respostas sao classificadas como completa, parcial muito boa,

parcial ou ausente. A sobrevida média dos pacientes com MM ¢é de 5-7 anos (Rajkumar

and Kumar 2016).

1.2.5 Caracterizacao genética




Como a maioria dos tumores malignos, 0 MM é uma doenca geneticamente
complexa e heterogénea que se constrdi, desenvolve e progride por meio de multiplos
eventos genémicos (De Mel et al. 2014). Um dos aspectos fundamentais do cancer é a
sequéncia temporal em que as alteracdes genéticas acontecem. A estrutura peculiar e rara
de apresentacdo clinica das etapas pré-malignas (MGU, SM) e maligna (MM) permite uma
investigacdo apurada da hierarquia genémica deste espectro (Dhodapkar 2016). Essa
sequéncia pode ser desencadeada por eventos germinativos primarios que predispdem a
doenga, e/ou por alteragdes iniciadoras com a aquisicdo de alteracdes gendmicas que,
enfim, causam o aparecimento, a progresséo e o desenlace do MM (Manier et al. 2017).

Modificagbes cromossdmicas sdo 0s principais iniciadores da transformacéo
maligna nos plasmocitos. A maioria dos casos de MM envolve hiperdiploidia,
translocacGes no locus do gene IGH (cadeia pesada da imunoglobulina) e/ou varia¢Ges do
tipo variacdo no numero de copias (CNVs) (Bolli et al. 2017b).

Um evento unificador na patogénese do MM ¢ a desregulacdo na expressao dos
genes da ciclina D (CCND) — proteina responsavel por ligar e ativar cinases da
superfamilia CDK (cyclin-dependent kinase) para fosforilacdo de proteinas celulares,
levando assim a progressao do ciclo celular. A familia de ciclinas D é composta pelos tipos
D1, D2 e D3 que possuem alta similaridade e s&o expressas de forma redundante (Choi et
al. 2012; Bustany et al. 2015). A desregulacdo de CCND pode ocorrer de forma cis por
justaposicdo a um acentuador de expressdo de IGH, ou de forma trans por expressao
ectopica de fatores de transcricdo da familia MAF (macrophage-activating fator) que se
ligam no promotor de CCND2 (Chesi e Bergsagel 2013).

Outro gene envolvido neste processo € 0 MMSET (multiple myeloma SET domain)
que codifica uma metil-transferase que atua em histonas H3K36, modulando a expressao
de varios genes. FGFR3 (fibroblast growth factor receptor 3) codifica um receptor do fator
FGF (fibroblast growth factor) que esta envolvido em diversos processos celulares como
proliferacéo, resisténcia a drogas e angiogénese (Katoh e Nakagama 2014). Ambos genes
estdo na mesma regido do cromossomo 4. Por esta razdo, a justaposicdo de MMSET-
FGFR3-IGH leva a desregulacdo simultanea destes genes (Xie and Chng 2014; Li et al.
2017). Apesar de expressarem niveis ligeiramente altos de ciclina D2, o mecanismo

envolvido ainda ndo esta muito bem elucidado (Vatsveen et al. 2009; Manier et al. 2017).
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A desregulacdo da ciclina D também pode ser desencadeada por eventos
hiperdiploides que induzem a expressdo bialélica de ciclina D1 (Stella et al. 2015), tal
como pela hiperatividade da via de sinalizagdo mediada por STAT3 (signal transducers and
activators of transcription 3) (Di Martino et al. 2015); ou por eventos hipodiploides que
aumentam a expressdo de CCND2 concomitante a diminuicdo de CCND1 (Van Wier et al.
2013), reforcando a ideia de dependéncia entre desfechos clinicos e o tipo de CCND, sendo
D2 o mais agressivo.

Mutaces somaticas em outros genes aparecem de forma secundaria e estdo mais
associadas a progressdo do que a iniciagdo tumoral. TP53 (tumor protein p53) é um gene
supressor de tumor amplamente conhecido por seu papel na regulagdo da divisdo celular.
Alteracbes em TP53 estdo relacionadas a sobrevida mais curta e a doenca mais agressiva
(Chen et al. 2012; Soussi e Wiman 2015).

Analogamente, mutacbes em importantes fatores como BRAF — B-Raf Proto-
Oncogene, que codifica uma proteina da familia RAF (rapid accelerated fibrosarcoma)
cinases, e KRAS — Kirsten Rat Sarcoma Proto-Oncogene, que codifica uma GTPase,
promovem uma regulacao positiva da via de sinalizacdo MAPK (mitogen-activated protein
kinase) gque controla a proliferacdo celular (Lionetti et al. 2015), enquanto que mutacdes
ativadoras dos fatores NFkB (nuclear factor kappa B) conferem resisténcia as células de
mieloma e evasdo do sistema imunoldgico (Demchenko e Kuehl 2010). O gene CKS1B
(CDC28 Protein Kinase Regulatory Subunit 1B), por sua vez, é essencial para regulacdo de
CDKSs necessaria para transicao celular do estado quiescente para proliferativo (Khattar e

Thottassery 2013). Estes dados estdo sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2. Tipos e impacto das alteracbes gendmicas envolvidas no

desenvolvimento do mieloma multiplo. Adaptado de Manier et al. (2017).

Tipo de alteracéo (%) Regibes envolvidas Impacto

Aneuploidia (45)
Hiperdiploidia (40) Chr3,5,7,9,11,15,19e/ou 21 Incerto.
Hipodiploidia (5) Chr 14 Desfecho e progresséo
pior.
Nao-aneuploidia (45)
Desregulacdo direta t(11;14)(q13;932) CCND1/IGH  Associado aos tipos hipo-
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da ciclina D (24) t(6;14)(p21;932) CCND3/IGH ou ndo-secretor, produgédo
t(12;14)(p13;932) CCND2/IGH  de cadeia leve A.
Evolucéo clinica
heterogénea, porém

favoravel e progndstico

neutro.
Desregulacdo indireta t(14;16)(q32;923) IGH/c-MAF Regulacdo positiva de
da ciclina D (21) t(14;20)(932;911) IGH/MAFB ciclina, resisténcia a
t(8;14)(q24.3;932) MAFA/IGH  apoptose. Associado a
t(4;14)(p16;932) FGFR3- sobrevida curta.
MMSET/IGH
Outros genes (10) KRAS, BRAF, TP53, CKS1B, Variavel.
NF«xB

Chr — Cromossomo

Embora valiosa informagdo gendmica tenha sido derivada de estudos citogenéticos,
a visdo panoramica sobre MM foi ampliada nos Gltimos anos com a introdugéo de estudos
de sequenciamento exdnico em grupos de pacientes (Manier et al. 2017). Extrapolando o
racional de deteccdo de mutagGes somaticas envolvidas em etapas mais tardias, tem-se o
enfoque em investigagdes de ordem germinativa. No entanto, a integracéo dos dois tipos de
alteracOes, apesar de ser verdadeira, parece ainda estar extensamente desarménica, porém
sua melhor compreensdo potencializar4d o desenvolvimento e a aplicacdo da medicina
personalizada no cancer (Pujana 2014).

Eventos primitivos no processo de transformacdo maligna, no entanto, sdo mais
dificeis de averiguar, posto que eventos alegadamente sutis podem potencialmente
fomentar a aquisicdo de variagfes somaticas (Morgan et al. 2014). Um modelo-chave neste
tipo de pesquisa é o estudo de casos familiares, que permite o rastreamento direcionado de
padrdes moleculares compartilhados por grupos mais susceptiveis (Samuel et al. 2014).
Vaérios estudos tém permitido a associacdo de SNPs (single nucleotide polimorfisms) em
novos genes que, interessantemente, estdo em algum nivel conectados as vias de
sinalizacdo, regulacdo e divisdo vistas anteriormente (Mitchell et al. 2015; Bolli et al.
2017a).
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Um modelo alternativo é a investigacdo alvo-especifica delineada a partir de
pressupostos da literatura cientifica. Uma gama de condi¢fes tem sido associada através
dos anos ao MM, incluindo infeccdes, doencas sistémicas, mudancas estromais e doencas
de deposito (O’Malley et al. 2018). Nesta conjuntura, a doenga de Gaucher emerge como
um candidato promissor para esse modelo de investigacdo, uma vez que € uma doenca de
depdsito lisossomal e compartilha moléculas derivadas de esfingolipideos — potenciais

agentes na progressdo do cancer (Barth et al. 2013).
1.3 Doenca de Gaucher

A doenca de Gaucher (DG) foi primeiramente reportada na tese do francés Phillipe
Gaucher em 1882, sendo 0 mecanismo enzimatico elucidado somente oito décadas depois
pelo bioquimico americano Roscoe Brady (1965) (Lunsjé et al. 1989; Ferreira e Gahl
2017). A condicao é herdada de forma autossdmica recessiva, sendo causada pela presenca
de alteragcBes patogénicas bialélicas no gene GBAl que codifica a enzima J-
glicocerebrosidase (B-GCase), situado no cromossomo 1g21.31 (Gerken et al. 1964;
Sidransky 2012).

1.3.1 Epidemiologia

Dados de incidéncia/prevaléncia populacional da DG séo escassos ou ausentes para
a maioria das populacdes, incluindo para a populagéo brasileira. Na revisdo epidemiolégica
recente de Nalysnyk et al. (2017), viu-se que a prevaléncia da DG tipo | na populacéo de
judeus Ashkenazi é 118:100.000, sendo muito maior que a vista na populacdo em geral (1
— 2:100.000). A incidéncia, por sua vez, mostrou-se bastante varidvel de acordo com a
populagdo analisada, sendo estimada entre 0.3:100.000 no Japédo e Canadé (Applegarth et
al. 2000) e 5.80:100.000 na Austria (Mechtler et al. 2012). Além dos demais fatores
convencionais intrinsecos a pesquisa epidemiolégica, a desatualizacdo destes dados

também podem ter contribuido para tamanha variacao.
1.3.2 Patogénese

A auséncia e/ou a baixa atividade e instabilidade estrutural dessa enzima, que atua

no metabolismo dos esfingolipideos, conduz a um acumulo crénico do substrato
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glicocerebrosideo nos lisossomos de células do sistema mononuclear fagocitario
(Grabowski et al. 1990; Smith et al. 2017). Estes macrofagos residentes, conhecidos como
células de Gaucher (CG) apresentam aparéncia de “papel amassado” a microscopia (Figura
2), e configuram a principal caracteristica histologica da doenca (Parkin e Brunning 1982;
Markuszewska-Kuczynska et al. 2015).

Figura 2. Biopsia de medula 6ssea de paciente com doenca de Gaucher tipo | seguido
no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Aumento de 40X. Contorno tracejado

evidenciando uma CG. Coloracéo eosina e hematoxilina.

Os sintomas clinicos da DG séo bastante variaveis, sendo os fendtipos comumente
subdivididos em trés tipos (Tabela 3). O tipo | tem apresentacdo sistémica ndo-neuronal e
corresponde a mais de 90% dos casos (Zimran et al. 2018). Os demais tipos séo agravados
por manifestac6es neuroldgicas, sendo a forma mais grave, rara e letal da doenca o tipo 11 —
necessitando de manejo clinico desafiador — (Weiss et al. 2015), enquanto o tipo Il se

pronuncia de forma intermediaria (Abdelwahab et al. 2017).

Tabela 3. Classificacéo sintomatologica dos tipos de doenca de Gaucher.

TIPO | TIPO Il TIPO Il (a, b, )

(OMIM 230800) (OMIM 230900) (OMIM 231000)
Principais Hepatoesplenomegalia, Comprometimento Comprometimento
manifestacBes anemia, leucopenia, neuroldgico agudo, neuroldgico cronico,
clinicas trombocitopenia, dor ~ envolvimento visceral ~ comportamento

Ossea, fadiga, retardo  rigoroso rispido, anemia,

de crescimento, risco osteonecrose
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aumentado para

Parkinsonismo

Inicio dos Infancia a vida adulta  Perinatal a fase lactente Infancia
sintomas

Expectativa  Diminuida a normal Até 2 anos Algumas décadas
de vida

1.3.3 Diagnéstico

A suspeita de DG é clinica e 0 método padrdo-ouro de diagndstico é a medida da
atividade da B-GCase em qualquer célula nucleada, normalmente leucécitos obtidos da
circulacdo periférica ou em amostras de sangue coletadas em papel-filtro (Sozmen e Sezer
2017). Essa medida pode ser realizada por plataforma microfluidica (Sista et al. 2013),
ensaio fluorimétrico e/ou espectrometria de massa em tandem (Wolf et al. 2018). A
atividade residual da enzima e cerca de 10-15% do valor normal (Neufeld 1991;
Stirnemann et al. 2017).

Embora exista uma associacdo entre os tipos da doenca e 0s niveis residuais de
atividade da PB-GCase, tais medidas ndo sdo confiaveis para o estabelecimento do
prognostico da doenca, havendo ainda extensa sobreposicdo de valores obtidos entre os 3
tipos de DG, e entre grupos de individuos normais e heterozigotos em diferentes idades
(Michelin et al. 2005; Johnson et al. 2014). Assim, o diagndstico bioguimico ndo tem
precisdo para detectar heterozigotos, mas a analise genética pode ser usada para esse fim.
A deteccdo de variantes no gene GBA1 oferece informagdo complementar ao exame
enzimatico com a vantagem de ter valor prognostico aos pacientes, permitindo, muitas
vezes, diferenciar os tipos neuropéaticos dos ndo-neuropaticos de DG (Koprivica et al.
2000; Stirnemann et al. 2017).

1.3.4 Tratamento

As duas principais terapias utilizadas no tratamento da DG sdo a terapia de
reposicdo enzimatica (TRE) e a terapia de reducdo de substrato (TRS). Segundo dados do
Ministério da Saude (2017), existem em torno de 700 pacientes com DG em tratamento no
Brasil, sendo que aproximadamente 96% fazem uso de TRE e 4% de TRS. A TRE é uma
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terapia de alto-custo por, além de cobrir um restrito grupo de pacientes, empregar um
medicamento biologico (enzima recombinante) produzido por sistemas de expressdo de
células vegetais ou de células de mamiferos (Grabowski et al. 2014). A aplicacéo é feita a
cada duas semanas por meio de infusdo de dose individualizada. Apesar de variavel entre
0s pacientes, a resposta a parametros clinicos e laboratoriais podem ser vistos em poucos
meses, sendo os pacientes do tipo | os mais beneficiados (Charrow e Scott 2015). O tempo
de vida sem dano em ¢érgdos e com maior qualidade de vida pode ser aumentado em,
respectivamente, 13% e 6% neste grupo (Grabowski et al. 2014), como visto em estudos
em uma coorte holandesa — reforgando assim a justificativa para seu emprego como
tratamento de primeira-linha.

A TRS, por sua vez, emerge como um tratamento de segunda-linha considerado
quando hé intolerancia ou falta de resposta a TRE. Esta terapia consiste na administracéo
oral de pequenos compostos inibidores da sintese de substrato na via dos esfingolipideos,
que possuem o potencial de se difundir rapidamente em varios tecidos, incluindo 0ssos e
sistema nervoso central (Smid et al. 2016; Wagner et al. 2018). Desse modo, os tipos Il e
Il podem ser favorecidos com o uso da TRS no manejo de alguns sintomas — mesmo
ultrapassando a barreira hematoencefalica, ainda ndo ha certeza que a administracdo
isolada da TRS impacte na prevencdo ou reversdo dos sintomas neurologicos (Ceravolo et
al. 2017). Além disso, fortes efeitos adversos sdo comuns ao uso da TRS incluindo
cefaleia, diarreia, artralgia, dor abdominal e perda de peso (Van Rossum e Holsopple
2016). O desenvolvimento de terapias alternativas surge como promessa para superacao
destas limitacOes, destacando-se a terapia génica, o uso de chaperonas para estabilizacédo da
proteina e seu correto enovelamento e o transplante de células-tronco (Coutinho et al.
2016; Yilmazer et al. 2017; Somaraju e Tadepalli 2017).

1.3.5 Caracterizacdo genética

O gene GBAL1 abrange 7,6 kb de DNA gendmico e possui 11 éxons e 10 introns.

Ele se encontra em um l6cus complexo no braco longo do cromossomo 1, que contém 7
genes e 2 pseudogenes. GBAP1 ¢é o pseudogene homologo a GBAL que surgiu por eventos
de duplicacdo que ocorreram provavelmente ha 40 milhdes de anos, antes mesmo da
divergéncia dos grandes macacos do ramo que deu luz aos macacos do mundo velho
(Winfield et al. 1997; Svobodova et al. 2011). GBAP1 localizado a 16 kb a jusante de
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GBAL, é expresso mas ndo traduzido, apresentando 96% de homologia a sequéncia de seu
cognato normal (Zampieri et al. 2017). A alta homologia e a proximidade fisica destes
genes permite que eventos de rearranjo (reciprocos, ou ndo) surjam. Esta caracteristica
elucida a origem de alelos patogénicos em GBAL, ao passo que dificulta o diagndstico
molecular demandando aperfeicoamento na amplificacdo e no sequenciamento para
distinguir a regido correta a ser analisada (Tayebi et al. 2003a).

Até o momento foram depositadas e descritas na base de dados The Human Gene
Mutation Database (Stenson et al. 2014, HGMD 2018) 460 mutagOes patogénicas em
GBAL. A maioria dessas mutacdes é rara e restrita a poucos individuos, sendo SNP o tipo
mais representativo (=<70%). Algumas alteragdes com troca de sentido s&o muito frequentes
entre os pacientes com DG, dentre elas a c.1226A>G (N370S; p.Asn409Ser) e a
€.1448T>C (L444P; p.Leud83Pro) (Grabowski 1997; Alfonso et al. 2013).

Como mostrado na Figura 2, homozigose para N370S é o gendtipo mais prevalente
na populagcdo em geral com DG, explicando aproximadamente 44% dos individuos com
gendtipo confirmado. Heterozigotos compostos que apresentam N370S totalizam quase
43% dessa populacdo. Na populagdo israelense, formada sobretudo por povos judeus
Ashkenazi, as mutagdes N370S e L444P explicam 97% dos genotipos (Zimran et al. 2018).
A frequéncia estimada de heterozigotos em judeus Ashkenazi € de 6% (Bronstein et al.
2014), enquanto que em populagdes ndo-judias acredita-se ser em torno de 1% — apesar de

ndo haver dados oficiais publicados até 0 momento.
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Populagdo em geral (n=847)
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(2.4%)
|

(2.2%)

165
(19.5%)

I N370S/desconhecido [ N370S/N370S .N3?DSIOI.I1:T0 | N3705/84GG
I N370S/L444P M L444P/1444P [V L444Pfoutro M outro/outro

Figura 3. Prevaléncia do genétipo de GBA1l na populacdo mundial. Adaptado de
Zimran et al. 2018.

A nivel de proteina, a N370S causa substituicdo de aminodcido em uma alca
préximo ao sitio catalitico afetando assim o pH 6timo da enzima e a afinidade pelo
substrato. Esta mutacdo, porém, tem efeitos leves, sendo mais associada ao tipo | de DG.
No entanto, apesar da L444P levar a substituicdo de aminoacido distante do sitio catalitico
na cadeia polipeptidica da B-GCase, esta alteracdo proporciona a desestabilizacdo de sua
estrutura seguida por degradacdo proteossomica (Montfort et al. 2004; Ben Bdira et al.
2017). A baixa presenca/atividade residual da enzima leva a um efeito patoldgico grave,
sendo atribuida aos tipos Il e Ill, quando em homozigose ou em combina¢do com outros
alelos patogénicos graves (Roshan Lal e Sidransky 2017).

Diversos genes modificadores, genes contiguos, proteinas transportadoras e fatores
ambientais podem influenciar o fenétipo dos pacientes com DG. Dentre os fatores
genéticos estd a presenca de mutagdes no gene PSAP, que codifica a proteina precursora
prosaposina. Essa proteina é clivada e um dos produtos originados € a proteina saposina C

(SAP-C), que é a proteina ativadora da B-GCase (Tamargo et al. 2012). Individuos
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homozigotos para mutacdes em PSAP podem também desenvolver a DG, e nestes casos
estdo mais relacionados aos tipos neuronopaticos (Vaccaro et al. 2010).

O gene GBA2 codifica uma glicocerebrosidase nédo-lisossomal associada a
membrana do reticulo endoplasmaético e ao complexo de Golgi, que €é responsavel pela
hidrdlise de O-glicosideos e glicosilceramida (Kdrschen et al. 2013). Na DG, o aumento na
expressdo de GBA2 surge como mecanismo de compensacao pela auséncia da p-GCase. A
auséncia funcional concomitante de B-GCase 1 e 2 parece ter um impacto maior no
acumulo de glicocerebrosideo, dentro e fora dos lisossomos, em drgaos relevantes na DG,
evidenciando uma agdo modificadora plausivel de GBA2 na etiologia da DG (Burke et al.
2013; Yildiz et al. 2013).

Embora a maioria das enzimas lisossomicas alcance o seu destino final através de
receptores de manose-6-fosfato, a B-GCase € direcionada aos lisossomos por uma rota
independente (Coutinho et al. 2015). Em 2007, a proteina LIMP-2 (Lysosomal Integral
Membrane Protein type 2), a qual é codificada pelo gene SCARB2, foi identificada como
responsavel pela ligacdo e pelo direcionamento da enzima B-GCase aos lisossomos
(Reczek et al. 2007). A interacdo entre a p-GCase e o LIMP-2 é pH-dependente, sendo
favorecida em pH neutro no interior do reticulo endoplasmatico e interrompida ao alcancgar
0 pH &cido no interior dos lisossomos (Zachos et al. 2012). Ao atingir o seu local de ac¢éo,
a B-GCase é liberada do seu receptor LIMP-2 e, consequentemente, torna-se disponivel
para degradacdo do seu substrato. A presenca de mutacdes no gene SCARB2 pode
prejudicar o adequado transporte da p-GCase aos lisossomos, estando tambeém envolvidos
nos tipos neuronopaticos da DG (Zigdon et al. 2017). Os mecanismos acima dispostos
explicam parcialmente a ampla heterogeneidade clinica observada na DG, a qual também é
influenciada pelo ambiente.

Outro fato ainda ndo claramente elucidado € a relacdo do desenvolvimento de
doencas associadas a doenca de base. No caso da DG, a doenca de Parkinson (DP) e o
MM lideram a extensa categoria de comorbidades (Cox et al. 2015; Utz et al. 2016).
Sugerida no inicio do milénio por Tayebi et al. (2003b), ndo precisou mais do que 5 anos
para a confirmacdo definitiva da associacdo entre DP e GBA1 a partir de um grande estudo
multicéntrico com 5691 pacientes com DP e 4898 controles (Sidransky et al. 2009). O
estudo mostrou que mutacdes em GBAL eram significativamente prevalentes em uma

populacdo heterogénea de pacientes com DP com risco de chance (odds ratio) de 5.43. A
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chance aumentada da DP, vista tanto em homozigotos quanto em heterozigotos de DG,
parece envolver o mal-enovelamento da B-GCase na agregacdo de a-sinucleina em
neurdnios dopaminérgicos (Balestrino e Schapira 2018).

Notadamente, a Gltima década foi permeada de pesquisas neste campo. Enquanto
isso, a associacdo da DG e das fases maligna e pré-maligna de MM, primeiramente vista
por Goldfarb et al. (1950) e posteriormente descrita por dois grupos independentes
(Pinkhas et al. 1965; Pratt et al. 1968), ainda permanece menos explorada em homozigotos

e, principalmente, heterozigotos de DG.

1.4 Inter-relacdo da doenca de Gaucher e do mieloma multiplo

Diversos estudos analisando disfuncdes hematoldgicas e DG concordam entre si ao
apontarem uma maior ocorréncia de gamopatias nesse grupo. Condicdes pré-malignas
como MGUS e SM séo as mais relatadas e revisadas (Arends et al. 2013; Ayto and Hughes
2013; Rodic et al. 2013). Estudos de gamopatia maligna sdo menos frequentes, e aparecem

listadas na Tabela 4.

Tabela 4. Estudos de série de casos publicados sobre a prevaléncia de mieloma
multiplo em pacientes com doenca de Gaucher tipo I.

Referéncia N (DG) N (MM) Risco relativo para MM
Lee (1982) 239 5 (2%) NA

Shiran et al. (1993) 48 2 (4%) NA

Zimran et al. (2005) 505 2 NA
Rosenbloom et al. (2005) 2510 10 5,9 (95% IC: 2,8-10,8)
de Fost et al. (2008) 131 2 51,1 (95% IC: 6,2-184)
Landgren et al. (2007) 1525 2 1,29 (95% IC:0,32-5,16)
Taddei et al. (2009) 403 9 25 (95% IC: 9,17-54,4)

NA — Ndo avaliado; IC — Intervalo de confianca; N — numero;

Dados sobre a liberagcdo aumentada de citocinas pro-inflamatorias (especialmente
IL-6 e IL-10) por CG, forneceram uma possivel ligacdo entre DG e distarbios
linfoproliferativos (Allen et al. 1997; Pastores and Hughes 2017). De fato, a proposta feita
por Costello et al. (2006), de que o estimulo crénico do sistema imunolégico desencadeia a

secrecdo de imunoglobulinas (diretamente por IL-6) juntamente com o acumulo de
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glicocerebrosideo possa ser a explicacdo para esta associacdo, precedeu diversas
investigacBes na area. Analises de subprodutos metabdlicos no plasma de pacientes com
DG mostraram aumento de circulacdo de glicoesfingolipideo e outros subprodutos
antigénicos (Dekker et al 2011) que estimulam a longo prazo os plasmdcitos, promovendo
instabilidade gendmica.

Depois de um periodo de estagnacdo devido a limitacdo de técnicas existentes, uma
nova era iniciou quando os primeiros modelos animais de DG, com caracteristicas
similares as vistas em pacientes, se tornaram disponiveis (Farfel-Becker et al. 2011). Como
inflamagdo cronica, incluindo ativacdo de CB, é comumente vista em doencas do
metabolismo de lipideos, houve um crescente interesse em estudar estes mecanismos
celulares também em DG (Pastores e Hughes 2017). Estudo em linhagem de ratos com
deficiéncia de B-GCase em células hematopoéticas apresentou alta frequéncia de alteracdes
malignas e letais em CB (Pavlova et al. 2013). A inducéo positiva de centros germinais de
CB e producéo de anticorpos coordenados por subprodutos do metabolismo deficiente em
DG foi vista tanto in vitro, quanto in vivo. Mais recentemente, viu-se que Ig monoclonais
especificas para esfingo e lisolipideos estavam presentes em 33% dos pacientes com DG e
gamopatias esporadicas (Nair et al. 2015; Nair et al. 2016). Esses modelos permitiram forte
evidéncia do papel de esfingolipideos bioativos no controle da proliferacdo de CB e na

patogénese de distlrbios oriundos dessas células.

1.5 Justificativa

Apesar da importancia dos resultados dos estudos mencionados, ainda ndo ha
evidéncia que heterozigotos para alteracbes em GBAL, que parecem também acumular
esfingolipideos patogénicos, tenham algum risco aumentado de MGUS e MM (Weinreb et
al. 2018). Até o momento, somente o estudo de Rosenbloom et al. (2009) explorou esta
hipdtese. Em tal estudo, 95 pacientes com MM (18 descendentes de judeus Ashkenazi)
tiveram GBA1 sequenciado. A variante N370S em heterozigose foi encontrada em dois
pacientes (ambos judeus Ashkenazi), porém nenhuma correlagdo clinica relevante foi
realizada. O trabalho aqui proposto se justifica, entdo, pelo potencial de explorar novos
aspectos na possivel associacdo das duas doencas e fornecer, pela primeira vez,
informacgdes moleculares quanto a heterozigose de GBA1 em um grupo de pacientes

brasileiros com MM.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar se possiveis alteracbes no principal gene envolvido na doenga de Gaucher
(GBA1) estdo associadas ao desenvolvimento de mieloma mdultiplo em pacientes

diagnosticados na regido sul do Brasil.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar a atividade enzimatica de P-glicocerebrosidase em amostras de
sangue de pacientes com mieloma mdultiplo recrutados no ambulatério de
hematologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

o Verificar a existéncia de pacientes heterozigotos para as variantes patogénicas
mais comuns de GBA1 — N370S e L444P;

22



3. METODOLOGIA E RESULTADOS

Os resultados obtidos serdo apresentados sob forma de artigo em lingua inglesa que
sera submetido a publicacdo pela aluna e primeira autora Raissa Pereira Caldeira e pelos

pesquisadores que contribuiram na co-autoria do manuscrito.

3.1. Artigo cientifico

O titulo proposto para publicacdo ¢ “B-GLUCOCEREBROSIDASE ACTIVITY
AND GBA1 VARIANTS IN PATIENTS WITH MULTIPLE MYELOMA”.

Os autores do artigo e suas respectivas afiliacBes sdo as seguintes: Raissa Pereira
Caldeira™*, Suelen Porto Basgalupp®*, Fernanda Sperb-Ludwig"*, Tatiéle Nalin®*, Rosane
Isabel Bittencourt®, Kristiane Michelin-Tirelli®’, Filippo Vairo’, Marina Siebert**®, Ida
Vanessa Doederlein Schwartz***’

1. Postgraduate Program in Genetics and Molecular Biology, Genetics
Department, Bioscience Institute, UFRGS, Porto Alegre, Brazil;

2. Postgraduate Program in Medical Sciences, Faculty of Medicine, UFRGS,
Porto Alegre, Brazil,

3. Postgraduate Program in Gastroenterology and Hepatology, Faculty of
Medicine, UFRGS, Porto Alegre, Brazil;

4. Basic Research and Advanced Investigations in Neurosciences (BRAIN)
Laboratory, Experimental Research Center, Hospital de Clinicas de Porto
Alegre — HCPA, Brazil,

5. Department of Hematology, Hospital de Clinicas de Porto Alegre — HCPA,
Brazil;

6. Inborn Errors of Metabolism Laboratory (LEIM), Medical Genetics Service,
Hospital de Clinicas de Porto Alegre — HCPA, Brazil;

7. Medical Genetics Service, Hospital de Clinicas de Porto Alegre — HCPA, Porto
Alegre, Brazil,

8. Molecular and Protein Analysis Unit, Experimental Research Center, Hospital
de Clinicas de Porto Alegre — HCPA, Brazil.

Segue o contetdo do artigo em preparo:
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ABSTRACT

Multiple myeloma (MM) is the second most common hematological, presenting incidence
up to 6:100000. MM is a plasmocytes neoplasia characterized by aberrant clonal growth
within bone marrow alongside abnormal production of M-protein in abnormal levels. MM
pathogenesis mainly involves somatic translocations of regions within the immunoglobulin
heavy (IGH) locus. Due high risk of MM development in Gaucher disease (GD), the
association of both disease has been speculated for a long time. GD is an autosomal
recessive inborn error of sphingolipid metabolism. In this condition, substrate storage is
caused by reduced activity of lysosomal B-glucocerebrosidase (GCase). Gold-standard
diagnosis consists of GCase measurement, as genetic analysis of GBA1 is a complementary
tool. Both N370S and L444P encompasses up to 90% of all genotypes in overall
population. The aim of this study was to investigate the metabolic activity of GCase in
MM patients, as well as screen for GD heterozygotes. Main methods included GCase
measurement on dried-blood spots and Sanger sequencing of GBAL exons 9 and 10. As a
result, the average value (5.98 + 2.82 nmol/h/mL) was found to be lower in MM patients
compared to normal individuals. Genetic analysis yielded the identification of only one
patient with N370S variant in heterozygosis. In conclusion, although alterations in GBA1
might not explain enzyme dysfunction, further investigation on other genetic and

biochemical events may strengthen our finding on GCase lowered function.

KEYWORDS: Gaucher disease, multiple myeloma, B-glucocerebrosidase, GBA1
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INTRODUCTION
Multiple myeloma (MM) is the second most common hematological cancer,

accounting for 1% of all cancer types’. Malignant plasmocytes present aberrant growth
within bone marrow alongside production of paraprotein in abnormal levels. Clinical
presentation encloses the CRAB criteria®; increased serum calcium (>11 mg/dL), renal
damage (serum creatinine >2mg/dL), anemia (hemoglobin <10 g/dL) and bone osteolysis.
MM incidence varies among countries ranging 2-6:100.000 and affecting mostly elderly
people™®.

The main events in MM pathogenesis are somatic translocations involving regions
within the immunoglobulin heavy (IGH) locus and genes within the cyclin D expression
regulation pathway®. Continuous investigations allow for a constantly changing landscape
of possible interactants in MM molecular etiology”®. One novel candidate proposed by
recent studies is the sphingosine molecules and its analogues™'®. These publications might
be plausible to further support the speculation of a connection between MM and Gaucher
disease (GD)**, where glucosylsphingosine is an auxiliary biomarker of the latter*?.

GD is an autosomal recessive inborn error of metabolism named after its first
describer, the Frenchman Phillipe Gaucher™. Sphingolipid metabolic pathway is impaired
in this condition due to reduced activity of lysosomal B-glucocerebrosidase (GCase).
Phenotypes are classified in three types depending on the existence of neurological
symptoms, time of onset and severity'. In consequence, the substrate glucocerebroside
accumulate within tissue-resident phagocytes impairing its normal function®®. From

161
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Gaucher cells arise biomarkers as ferritin, glucosylsphingosine and chitotriosidase
detectable in plasma. Gold-standard diagnosis consists of GCase measurement, as genetic
analysis is a complementary tool®?°. Currently, hundreds of pathogenic variants are
described as pathogenic on GCase gene (GBAL). Interestingly, two missense variants —
N370S and L444P — encompasses up to 90% of all genotypes in overall population and
97% in Ashkenazi Jew (AJ) 2. GD global incidence? varies from 1:40000-60000, being
75 times higher in AJ. Brazil is the third country with the highest number of GD patients®,

Interestingly, there are several records of MM relative risk ranging from 1.29 to
51.1 in GD patients compared to general population®*2®. Chronic immune activation and

antigenic stimulation have been though to explain the link MM-DG?"?%. The aim of our
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study was to investigate the metabolic cellular status of GCase in MM patients, as well as

screen for GD heterozygotes to corroborate with biochemical findings.

METHODOLOGY
This cross-sectional study was approved by local committee of ethics in research

(CEP) under the certificate of presentation for ethical appreciation (CAAE) number
47169215.0.0000.5327. A NGS pilot study involved 10 patients, while other analyses were
performed for the entire sample.

Sample collection

Minimum sample size of 60 MM patients was determined to obtain data with statistical
significance. Calculation considered MM incidence, as well as frequency of GBAl
heterozygotes and homozygotes in general population. Convenience sampling was
performed during patient’s regular visit to the hematology outpatient clinic at the Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. All enrolled patients (n=67) were > 18 years old (y.o0.).
Informed consent from patients or responsible family member was required for enrollment.
Peripheral blood was collected in both EDTA and sodium heparin tubes, as well as in filter

paper. Medical and laboratorial records were checked as assented.

Measurement of GCase enzyme activity

Patient’s dried-blood spots in filter paper were utilized for measuring GCase and [-
galactosidase (B-Gal) activity, with the latter serving as an endogenous quality control
measure. Substrates 4-methylumbelliferyl B-D-glucopyranoside and 4-methylumbelliferyl
B-D-galactopyranoside from Sigma were employed in the reaction. Adapted assay

protocols®®*°

were used. Information concerning enzyme activity for both GCase and -
Gal in healthy individuals was extracted from Uribe & Giugliani (2013). GCase activity in

obligate heterozygotes of Gaucher disease was retrieved from Michelin et al. (2005)™.

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes using Easy-DNA
Purification kit (ThermoFisher Scientific) according manufacturer’s protocol. Sample
quantification was performed with NanoDrop 1000 spectrophotometer and Qubit™

fluorimeter using Qubit™ dsDNA HS Assay Kit, both also from ThermoFisher Scientific.
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NGS and Sanger Sequencing

To screen for any variants involved in GD, Next-Generation Sequencing (NGS)
was performed as a pilot study in 10 patients with low GCase activity. lon Torrent Personal
Genome Machine™ platform, after Multiplex PCR amplification of a validated Ion
Ampliseq™ customized panel containing GBAL1 were used. Variants were categorized and
analyzed in Enlis Genome Research (LLC) and lon Reporter (ThermoFisher Scientific)
software.

To screen for N370S and L444P variants, adapted® PCR for GBAL exons 9 and 10
followed by Sanger automated sequencing were performed for all patients. Patients from
the pilot study were also included for technique validation purpose. Amplicons were
purified using a PEG-based protocol (20% PEG; 2.5M NaCl). Sanger automated
sequencing was performed using BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit,
according to the manufacturer’s instructions, in a 3500 Series Genetic Analyzer, both from
ThermoFisher Scientific. Sequences analyses were run on Bioeditv.7.0.5 software (Ibis
Therapeutics). Reference genome and transcript were GRCh37 e NM_001005742.2,
respectively. Variant frequencies from EXAC®, gnomAD*, ABraOM** were used as

reference population databases.

Statistical analysis

GraphPad v5.0 software was used for statistical analysis. Epidemiological, clinical
and enzymatic mean values were compared using standard t-test. Pearson correlation
calculations were assessed for enzyme activity and blood variables. Enzyme activity
among different groups was analyzed by one-way ANOVA with post-hoc Tukey test.
Meanwhile, allele frequencies comparison was performed by one-way ANOVA with post-

hoc Bonferroni’s test. A p-value < 0.05 was considered significant.

RESULTS
In this study, the mean age of MM patients at diagnosis was 57.7 + 11.7 ranging
from 29 to 88 years (n=67). Mean age at enrollment was 62.3 £ 11(n=67), while mean age
at stem-cell transplantation was 53.0 £ 9.8 (n=33). MM occurrence was equally common

between both genders. None patient declared Jewish ancestry. The most common
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monoclonal gammaglobulin types were IgG, followed by light chain, and IgA. Only one
patient presented biclonal gammaglobulins. Detailed data is shown in Table 1.

The mean value and standard deviation for staging and laboratorial parameters at
the time of diagnosis is shown in Table 2. Median staging level of 11 was seen for both ISS
(n=55) and D&S systems (n=59).

The mean activity for GCase was 5.98 + 2.82 nmol/h/mL, while the B-Gal was
49.47 £ 18.9 nmol/h/mL in MM patients. Internal reference values for GCase and p-Gal
are, respectively, 2.2-16.6 and 35-126 nmol/h/mL. As shown on Figure 1, an outstanding
decrease was seen in GCase (p<0.0001), but not in B-Gal activity (p=0.213) of MM
patients when cross-analyzing to a large control study of Uribe and Giugliani (2013)
(n=715; n=2354, respectively).

Using Michelin et al. (2005) study as a parameter, either healthy individuals, MM
patients, GD patients and GD heterozygotes the average of GCase activity displayed a
mean GCase activity significantly different from each other (p<0.0001). The GCase
activity in MM patients showed to be smaller than in GD heterozygotes (p=0.0012).
Pearson correlation was insignificant comparing GCase and B-Gal enzyme activity with
hemoglobin concentration (r= 0.10, p=0.4; r= -0.01, p=0.9, respectively). On the other
hand, mild correlation was seen between both enzymes and leukocyte count (GCase r= 0.5,
p<0.000, R=0.24; B-Gal r=0.5, p<0.000, R=0.25). Considering only patient under MM
treatment (n=46), correlation remains unchanged.

No pathogenic variants spanning GBA1 coding and non-coding adjacent regions
were detected in NGS analysis of patients with low GCase activity. Sanger sequencing of
critical GBA1 region bearing common pathogenic variants yielded the detection of one
N370S heterozygous patient. Also, intronic variants of unknown clinical significance
rs1800473 (c.1388+141A>G) and rs2974924 (c.1389-68T>C) were detected in 34/114 and
5/114 alleles, respectively. Allele frequency in MM patients showed no significant
difference (p=0.58) between population frequencies from controls.

DISCUSSION
In this study, mean age at diagnosis was 57.7 years. The average value and standard

deviation of GCase in MM patients was 5.98 + 2.82 nmol/h/mL. Mild correlation (r=0.5)
was seen between leukocyte count and GCase activity. Variant analysis yielded the

identification of one patient with N370S allele in heterozygosis.
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Concerning the epidemiological data, it is valid to point out that diagnosis tended to
occur earlier in our patients than in larger populations®. It might be explained due to
medical accessibility, health care providers awareness, life expectancy and exposure to risk
factors disparities among developed and developing countries. Aside of this difference,
gender and m-protein type percentages fairly agreed with some data described in the
literature® 8. Nevertheless, there is still no general consensus as both parameters have
shown controversial reports®**°. Clinical findings showed that MM patients tend to be
diagnosed during mild cancer activity, normally being classified at the stage Il. Serum B,-
microglobulin had the largest standard deviation, which should be overcome in favor of
maintaining reliable prognostic value***2.

Studies with both normal and GD-affected individuals, using identical
methodologies as described in this investigation, were reviewed ***° with GCase
activity showing a statistically significant decrease in patients of MM. To be specific,
activity was shown to be similar to levels previously demonstrated in obligate
heterozygotes of GD*®. This indicates that the cellular metabolism is altered in an enzyme-
specific manner. The lower activity might be explained by age, and leukocytes count as
they are mildly correlated. As immunosupressors are largely employed in MM treatment,
which was the case for almost 70% of patients, it could intrinsically reduce leukocyte

count*®4’

and consequently enzyme dosage. On the other hand, the sphingolipids
metabolism could be lessen due to genetic alteration.

Regarding inherited genetic contribution, the most common pathogenic variants in
GBA1 were screened. N370S and L444P frequencies showed to be in equilibrium with
other populations, thus it is unlikely that they play any role in MM pathogenesis. This
result was consistent with Rosenbloom et al. (2009) investigation in 95 MM patients from
Irag with and without Jewish Ashkenazi ancestry, which yielded no significant evidence on
clinical association of MM and GD“. Interestingly, one patient, a 58 year old female, was
identified in this study as a heterozygote of the N370S variant, which, in accordance with
previous literature, could increase her risk of developing Parkinson’s disease™.
Unfortunately, further attempts to elucidate the exact effect this mutation had on the
pathophysiology of this patient were unsuccessful as follow-up calls went unanswered so
far, however our investigation shows that her levels of GCase activity were within normal

range, and close to the overall average demonstrated in MM patients.
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It should be noted that not every possible variant within GBA1 was analyzed for a
possible connection to GCase activity, leaving the possibility of a much rarer variant
influencing this enzymatic profile. In an attempt to identify such rare variants, a pilot of
NGS analysis was conducted on 10 patients with abnormally low levels of GCase activity,
with zero clinically significant results. Due to the high cost of this procedure and the
inexistent discovery rate, we do not find NGS to be a viable cost-effective strategy in
elucidating the molecular cause of GCase deficiency in patients of MM.

Our study, which is the first of its kind, into the GCase enzymatic profile in MM
patients reveals a statistically lower level of enzyme activity in MM patients. However we
were unable to find a viable genetic link between GD and this molecular deficiency,
leading us to suspect that an alternative molecular pathway must be involved in this
symptomology of MM. In conclusion, although alterations in GBA1 might not explain
enzyme dysfunction, further investigation on other genetic and biochemical events may

strengthen our finding on GCase lowered function.
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Table 1. Sample characterization of multiple myeloma patients enrolled.

FEATURES N
Gender (female; male) 32; 35
Monoclonal 66
19G 7
19G kappa 28
IgG lambda 7
IgA 2
IgA kappa 4
IgA lambda 1
Light kappa chain 13
Light lambda chain 4
Biclonal 1
Stem cell transplantation (yes; no) 33; 34

Under treatment (yes; no) 46; 21




Table 2. Mean value of laboratorial findings at diagnosis.

FEATURES N MEAN (£SD)
Hemaoglobin (g/dL) 58 105+24
Corrected serum calcium (mg/dL) 50 1001
Serum creatinine (mg/dL) 56 1.5+0.7
Albumin (g/dL) 51 3.6+05
Serum By-microglobulin (ng/mL) 52 6.0x£54

N- Number of individuals; SD- Standard deviation
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Figure 1. A) GCase activity measured in patients of MM and plotted with previously
reported levels in healthy controls®® and obligate heterogyzotes®. B) B-Gal activity
distribution in previously reported healthy controls® and MM patients. Pink boxes

represent normal reference range of each enzyme activity.
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4. DISCUSSAO GERAL

4.1. Quanto ao andamento da pesquisa

Durante o periodo de um ano (mar¢o/2017 — fevereiro/2018), os pacientes em
consulta pré- e pos-transplante ou atendimento de rotina de tratamento foram convidados a
participar da pesquisa — etapa mais desafiadora uma vez que o banco de amostras
precisaria ser construido desde a fundacdo. Apesar do treinamento e do planejamento
inicial para aplicagdo do termo de consentimento, pequenos ajustes foram feitos para
otimizacdo da abordagem e da coleta. Adesdo a pesquisa foi aumentada quando médico
residente e/ou médica coordenadora mencionavam, ao final da consulta, sobre o
recrutamento. De forma quase undnime, o0s pacientes demonstraram confiangca nos
profissionais dos diversos setores e contentamento com a missdo de exceléncia em
atendimento e valores da instituicdo. A maioria dos pacientes envolvidos teve autonomia
na decisdo de participar da pesquisa e simpatizaram com a contribuicdo e engajamento na
pesquisa proposta. Em situagdes de debilidade severa, os familiares em primeiro grau —
irmaos ou filhos — assentiam o envolvimento do paciente na pesquisa. A taxa de rejeicdo
foi baixissima (<5%), e envolvia questdes emocionais e psicoldgicas ligadas a negagédo da
condicdo. A integracdo da coleta no Centro de Pesquisa Clinica com o servigo de coleta da
zona 14 mostrou ser extremamente eficiente em ofertar assisténcia e pesquisa,
especialmente para pacientes com limitacdes de esforco fisico e deslocamento.

Por se tratar de um centro de referéncia em transplante de medula 6ssea, 0s
pacientes eram encaminhados por unidades de salde do interior do estado do Rio Grande
do Sul para consulta na capital. Pessoas de baixa renda recebiam auxilio do municipio de
origem para o deslocamento, enquanto pessoas mais favorecidas financeiramente optavam
por conducdes particulares pela maior facilidade e liberdade de trénsito. Pacientes
atendidos em outros hospitais da capital eram encaminhados ao Hospital de Clinicas de
Porto Alegre para consulta de elegibilidade ao transplante. O atendimento era realizado por
médicos residentes em hematologia, auxiliados pela médica supervisora do ambulatério,
nas tercas e quartas-feiras no periodo de 8:00 até 12:00 horas. Normalmente, o
atendimento se estendia até o inicio da tarde em favor da alta demanda. Apesar da
sobrecarga de trabalho, a equipe estava preparada para lidar com a longa jornada de

trabalho e com as adversidades que surgiam. Mesmo sendo bem estruturado, fica claro que

40



0 servico se beneficiaria da expansdo dos espacos fisicos e recursos humanos para atender
0S pacientes, a0 mesmo tempo em que preservaria a salde dos trabalhadores. Felizmente,
os laboratorios experimentais do HCPA apresentaram profissionais, recursos financeiros e
espacos fisicos compativeis com a carga de projetos em fase de desenvolvimento — o que
ndo ¢ a realidade de muitas institui¢cbes publicas de pesquisa no Brasil.

4.2. Quanto aos resultados obtidos

Complementarmente aos dados discutidos no artigo a ser publicado, importantes
informacgbes epidemioldgicas exclusivas de MM, normalmente escassas na literatura
brasileira, floresceram dessa pesquisa. Idade ao diagnostico mostrou ser estatisticamente
menor (p<0,001) quando comparada ao estudo de (Kaya et al. 2012) com mais de 40.000
pacientes com MM com idade média de 68,3. A diferenca encontrada parece se repetir
para pacientes de diferentes regides do Brasil, com a idade média variando de 55-60 anos
(Hungria et al. 2008; Segges et al. 2016; Cardoso et al. 2016; Dias et al. 2018). Apesar do
diagnostico ser feito em uma idade relativamente mais precoce, a taxa de transplante
autdlogo de medula dssea como tratamento cobriu apenas 50% dos pacientes. Essa
tendéncia é alarmante, pois o tempo de sobrevida € comprovadamente maior em paciente <
65 anos do que em pacientes mais velhos (Ozaki e Shimizu 2014; Sharma et al. 2014; Shah
et al. 2015).

A comunidade de cuidadores de MM é carente de dados nacionais para
planejamento de estratégias de “minera¢do” de pacientes em quantidade condizente com a
incidéncia real no pais. Mesmo instituicGes de impacto nacional, como o INCA (Instituto
Nacional do Cancer), tem se mostrado falhar na compilacdo de tais informacdes. Os dados
gerados neste trabalho podem contribuir para o manejo local de pacientes com MM.

Todos os parametros essenciais para conclusdo diagnostica e acompanhamento da
evolucdo do paciente eram constantemente acessados. No entanto, é valido notar que a
analise citogenética associada ao medulograma — parametro de impacto prognostico — era
ausente para praticamente toda a populacdo de MM. Futuros investimentos na oferta de
testes citogenéticos mostram-se necessarios e recomendaveis ja que, como visto em paises
desenvolvidos, esta analise é parte da rotina médica dos hematologistas ha longos tempos
(Tiedemann et al. 2008). Considerando que, no Brasil, 0 acesso as novas terapias que

dispensariam o uso de informacdes citogenéticas € bastante limitado, a preocupacdo na
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escolha de terapias tradicionais baseadas em estratificagdes de risco (como por perfil de
translocacbes) permanece sendo um problema de satde publica. Como maneira de superar
tal deficiéncia orcamentaria, a integracdo de pesquisa e assisténcia parece fornecer uma
opcao temporaria viavel (Segges et al. 2016).

Analisando os genes SCARB2, PSAP, GBAL e GBA2, também contidos no painel
utilizado no sequenciamento de nova geracdo, foi possivel identificar diferentes variantes.
Nas regibes intrénicas apenas variantes polimorficas foram detectadas. Duas variantes
exonicas sinbnimas foram encontradas em heterozigose (rs72857097 em SCARB2 e
rs34312177 em GBA2). A variante exdnica rs2228380 também foi detectada em SCARB2,
porém, mesmo provocando troca de sentido e alteracdo de aminoacido nesta posicéo,
foram classificadas como benignas por ferramentas preditoras de patogenicidade. Pela
auséncia de achados importantes, a pesquisa seguiu com foco na analise de N370S e
L444P em GBAL.

Além dos genes relacionados a DG, o painel usado incluia também 16 genes
envolvidos no metabolismo do ferro. Por questdes de curiosidade cientifica, analises
adicionais foram feitas nesses genes. Dados parciais mostraram presenca de variantes
patogénicas, tanto em hetero- quanto em homozigose, em importantes genes como o da
hemocromatose (HFE). O ferro apresenta grande importancia no mieloma, estando
intimamente ligado & anemia — um dos sintomas fundamentais na doenga. Acredita-se que
tanto a superpopulacdo da medula éssea, como o grande influxo de ferro pelas células de
mieloma sejam as principais causas (VanderWall et al. 2013). Estudos recentes também
indicaram que a desregulacdo do metabolismo do ferro nestes pacientes pode ocorrer
devido o aumento, mediado por citocinas, da expressao de hepcidina — peptideo regulador
da absorcdo do ferro no duodeno (Gu et al. 2015; Ibricevic-Balic et al. 2016). Correcdes
por auséncia ou presenca de mutacdes, podem servir como um dado auxiliar na

interpretacdo do diagnostico e evolucdo dos pacientes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

5.1 Conclusado

e A média de atividade de B-glicocerebrosidase em amostras de sangue de pacientes
com mieloma mdltiplo atendidos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre é menor
que a média encontrada na populacdo normal e préxima a média de atividade em
individuos heterozigotos para doenca de Gaucher;

e Uma unica paciente, sem ancestralidade judia alegada, apresentou heterozigose
para N370S em GBA1,

Conclui-se entéo, que apesar de ndo haver associacéo direta entre heterozigose para
variantes patogénicas comuns na doenca de Gaucher e desenvolvimento de mieloma
multiplo, a enzima B-glicocerebrosidase pode estar indiretamente associada ao processo,

uma vez que apresenta atividade compativel com os heterozigotos de DG.
5.2 Perspectivas

No intuito de melhor esclarecer os dados gerados, sugere-se fortemente a
continuidade da investigacdo. Propomos, entéo:

e andlise mais ampla da atividade de enzimas e sub-produtos do metabolismo dos
esfingolipideos a partir da co-cultura de celulas de mieloma (ndo-aderente) e
macrofagos (aderentes) provenientes de individuos heterozigotos para DG e
individuos normais;

e formulagdo de projeto de pesquisa visando a extrapolacdo da analise de genes do
metabolismo do ferro por sequenciamento de nova geracdo para todos os pacientes

com MM do banco de amostras gerado a partir deste trabalho.
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