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R E S U M O

O mieloma múltiplo sintomático (MM) é uma discrasia de plasmócitos consis-

tentemente precedida por uma entidade pré-neoplásica, designada gamapatia 

monoclonal de significado indeterminado (MGUS), com uma fase intermédia 

de mieloma múltiplo indolente (MMI). A expressão de moléculas envolvidas na 

apoptose, no ciclo celular, na angiogénese e na resistência, nos plasmócitos dos 

doentes com gamapatias monoclonais (GM), assim como o estado de metilação 

de genes relacionados com estes mecanismos não estão totalmente conhecidos. 

O nosso objetivo foi analisar e comparar os parâmetros referidos, nos subgrupos de 

GM, de modo a identificar novos biomarcadores de diagnóstico e de prognóstico, 

relevantes na etiopatogenia das GM e na progressão de MGUS para MM. Outro 

objetivo consistiu em avaliar os efeitos de novos fármacos, dirigidos a alvos mole-

culares e com mecanismos de ação relacionados, em monoterapia e em associação 

com o bortezomib, numa linha celular de MM.

Deste modo, estudámos amostras de medula óssea de 142 doentes com GM ao 

diagnóstico (62 doentes com MM, 12 com MMI, 68 com MGUS), de cinco doentes 

com MM em recidiva ou refratário (MMRR) e de 11 controlos não neoplásicos. 

Avaliámos a expressão de proteínas pró-apoptóticas, BAX, TRAIL, TRAIL-R1, -R2, 

FAS, FAS Ligando, caspase 3, TNF-α e recetor 1 do TNF-a; proteínas antiapoptó-

ticas, BCL-2, survivina, TRAIL-R3 e -R4; reguladoras do ciclo celular, P53 e ciclina 

D1; da angiogénese e da inflamação, VEGF, IL-6 e os seus recetores (VEGF-Rec2 e 

IL-6Rec); conjugados de ubiquitina; NF-kB e proteínas da família ABC, MRP-1 e gp-P, 

por citometria de fluxo, nos plasmócitos com fenótipos tumoral (CD138+/CD19-) 

e não tumoral (CD138+/CD19+) de doentes com GM e de controlos. O perfil de 

metilação das regiões promotoras de genes com funções moduladoras da apoptose 

(DAPK, recetores do TRAIL, R1, R2, R3 e R4) e reguladoras do ciclo celular (p15, 

p16 e p53) foi avaliado por PCR específico de metilação (MS-PCR). Analisámos 

os efeitos citotóxicos e antiproliferativos de novos fármacos (partenolide, evero-

limus, silibinina, ácido gambógico, tricostatina A e decitabina), bem como o seu 
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potencial efeito sinérgico com o bortezomib recorrendo a uma linha celular de MM, 

as células NCI-H929. A viabilidade celular foi avaliada pelo teste da resazurina; o 

tipo de morte celular, recorrendo à dupla marcação com anexina V e iodeto de 

propídeo, e a expressão de caspases ativadas, foram analisados por citometria de 

fluxo. 

Os nossos estudos mostram que os plasmócitos CD138+/CD19- dos doentes com 

GM apresentam, no geral, diminuição da expressão das moléculas pró-apoptóticas, 

o que pode favorecer a sua resistência à apoptose e contribuir para a mieloma-

génese. A análise multivariada identificou o aumento da expressão de TRAIL-R2, 

P53, VEGF-Rec, MRP-1 membranar e gp-P citoplasmática, assim como a redução 

de ciclina D1 nos plasmócitos CD138+/CD19+, como marcadores com capacidade 

preditora independente de diagnóstico de GM, podendo estar implicados na sua 

etiopatogenia. 

Nos doentes com MGUS observámos aumento da expressão de TRAIL-R2, FAS, 

P53 e VEGF-Rec assim como diminuição de TRAIL–R3 e VEGF nos plasmócitos 

CD138+/CD19+, relativamente aos tumorais (p<0,05). Nos doentes com MM, 

verificámos que os plasmócitos CD138+/CD19+ apresentam um aumento da 

expressão de TRAIL, TRAIL-R2, FAS, Caspase 3, TNF-α, P53 e NF-kB e uma diminuição 

da expressão de VEGF e de VEGF-Rec, quando comparados com os plasmócitos 

CD138+/CD19- (p<0,05). Além disso, em análise multivariada, verificámos que 

a diminuição da expressão de TRAIL-R2, survivina, ciclina D1 e gp-P citoplasmá-

tica, bem como o aumento de gp-P membranar nos plasmócitos CD138+/CD19+ 

de doentes com MM, apresentam potencial discriminatório entre MGUS e MM. 

Nos plasmócitos CD138+/CD19-, apenas o TRAIL-R2 e o VEGF-Rec apresentam 

esse potencial. Nestes plasmócitos, o aumento da expressão de caspase 3 nos 

doentes com MM foi identificado como um marcador de falência de resposta; a 

diminuição da expressão de VEGF e o aumento da expressão de FAS, FAS ligando, 

TRAIL e NF-kB foram associados a benefício na sobrevivência global e, no caso do 

NF-kB, também a melhor resposta ao bortezomib, realçando a importância destas 

moléculas na agressividade e na evolução do MM.

Os estudos de metilação mostram que 81% dos doentes com GM apresentam, 

pelo menos, um gene metilado, e 54% dois genes metilados, dos oito estudados; 

o TRAIL-R3 é o gene que se encontra mais frequentemente metilado (61%). Não 

se observaram diferenças entre subgrupos de GM, sugerindo que a metilação 

anómala, apesar de frequente, não parece ser determinante na progressão de 

MGUS para MM. Nos doentes com MM, a metilação de TRAIL-R3 foi associada a 

maior probabilidade de recidiva, sem impacto na sobrevivência global.
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Os estudos in vitro para avaliação do potencial terapêutico de novos fármacos diri-

gidos a alvos moleculares mostram que o everolimus, o partenolide, a silibinina, 

o ácido gambógico, a tricostatina A e a decitabina induzem redução significativa 

na viabilidade das células NCI-H929, dependente da dose e do tempo, e morte 

celular predominantemente por apoptose com aumento de caspases. Apenas o 

partenolide incrementou o efeito citotóxico do bortezomib de forma significativa 

quando administrados em combinação (p<0,01).

Em suma, demonstramos que os plasmócitos não tumorais dos doentes com GM 

apresentam características moleculares que os diferenciam não apenas dos controlos, 

mas também dos plasmócitos tumorais destes doentes, parecendo influenciar a etio-

patogenia das GM e a progressão de MGUS para MM, enquanto as características 

moleculares dos plasmócitos tumorais parecem ser mais relevantes na resposta à 

terapêutica e na sobrevivência. O nosso estudo permitiu a identificação de novos 

biomarcadores moleculares com potencial diagnóstico e prognóstico nas GM. 

As análises in vitro mostram que a associação do partenolide com o bortezomib 

poderá contribuir para ultrapassar as resistências a este fármaco e constituir uma 

nova estratégia terapêutica em doentes com MM.

Palavras chave: mieloma múltiplo, gamapatia monoclonal de significado indeter-

minado, apoptose, epigenética, metilação, resistência, novas terapêuticas.
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A B S T R A C T

Multiple myeloma (MM) is a plasma cell dyscrasia consistently preceded by a prema-

lignant  disorder called monoclonal gammopahy of undetermined significance 

(MGUS), with an intermediate phase of smoldering myeloma (SMM). The expression 

of molecules involved in apoptosis, cell cycle, angiogenesis and resistance in plasma 

cells from monoclonal gammopathies’ (MG) patients, as well as the methylation 

status of genes related with these mechanisms are largely unknown. Our aim was 

to analyse and compare the mentioned parameters in MG subgroups, in order to 

identify new diagnostic and prognostic biomarkers, relevant in the etiopathogeny 

of MG and in the progression from MGUS to MM. Another aim consisted in evalu-

ating the effects of new agents with related mechanisms os action, in monotherapy 

and in association with bortezomib in a MM cell line.

In order to achieve these aims, we studied bone marrow samples from 142 MG 

patients at diagnosis (62 MM; 12 SMM; 68 MGUS), from 5 patients with relapsed/

refractory MM (RRMM) and from 11 non-neoplastic controls. We evaluated the 

expression of proapoptotic proteins, BAX, TRAIL, TRAIL-R1, -R2, FAS, FAS Ligand, 

caspase 3, TNF-α and TNF-α recetor 1; antiapoptotic proteins, BCL-2, survivin, 

TRAIL-R3 and -R4; cell cycle modulators, P53 and cyclin D1; angiogenesis and infla-

mation, VEGF, IL-6 and respective receptors (VEGF-Rec2 and IL-6Rec); ubiquitin conju-

gates; NF-kB and ABC proteins, Pgp and MRP-1, by flow cytometry, in plasma cells 

with neoplastic (CD138+/CD19-) and non-neoplastic (CD138+/CD19+) phenotype 

from MG patients and from controls. Methylation status of promoter regions of 

apoptosis modulator genes (DAPK, TRAIL receptors R1, R2, R3 and R4) and cell 

cycle regulator genes (p15, p16 and p53) was evaluated by methylation specific 

PCR (MS-PCR). We analysed the cytotoxic and antiproliferative effects of new 

agents (parthenolide, everolimus, silibinin, gambogic acid, trichostatin A and deci-

tabine), as well as its potential synergistic effect with bortezomib, in a MM cell line 

(NCI-H929). Cell viability was assessed by rezasurin assays; the type of cell death (annexin 

V and propidium iodide stain) and activated caspase expression by flow cytometry.
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Our results show a general decrease in proapoptotic molecules expression in 

CD138+/CD19- plasma cells from MG patients, that may contribute to apoptosis 

resistance and myelomagenesis. Multivariate data analysis identified the increased 

expression levels of TRAIL-R2, P53, VEGF-Rec, membrane MRP-1 and cytoplasmic 

Pgp as well as the decreased expression levels of cyclin D1 as independente predictor 

biomarkers of MG diagnosis and might be implicated in MG etiopathogenesis.

In MGUS patients, we observed an increased expression of TRAIL-R2, FAS, 

P53 and VEGF-Rec, as well as a decreased expression of TRAIL-R3 and VEGF 

in non-neoplastic compared to neoplastic plasma cells (p<0,05). In MM 

patients, we found that CD138+/CD19+ plasma cells presented incre-

ased expression levels of TRAIL, TRAIL-R2, FAS, caspase 3, TNF-α, P53 and 

NF-kB and decreased expression of VEGF and VEGF-Rec, compared to 

CD138+/CD19- plasma cells (p<0,05). In CD138+/CD19+ plasma cells, we identified in 

multivariate analysis that the decreased expression of TRAIL-R2, survivin, cyclin D1 and 

cytoplasmic Pgp as well as the increased expression of membrane Pgp in MM patients 

present discriminatory potential between MGUS and MM. In CD138+/CD19-, only 

TRAIL-R2 and VEGF-Rec presented the same potential. In neoplastic plasma cells 

from MM patients, increased expression of caspase 3 was identified as a biomarker 

of treatment failure; the decreased expression of VEGF and the increased expression 

of FAS, FAS ligand, TRAIL and NF-kB were associated to a better overall survival 

and concerning NF-kB also to a better response to bortezomib, emphasizing the 

importance of theses molecules in the prognosis of MM patients.

Methylation studies showed that 81% of MG patients present at least one and 54% 

at least two genes hypermethylated from the eight studied genes; TRAIL-R3 is the 

most frequently methylated gene (61%). No differences between MG subgroups 

were observed, suggesting that aberrante methylation, although frequent does 

not seem to be relevant in the progression from MGUS to MM. In MM patients, 

TRAIL-R3 methylation was associated to an increased risk of relapse; however no 

impact in overall survival was seen.

In vitro studies to evaluate the therapetic potential of new agents directed to 

molecular targets showed that everolimus, parthenolide, silibinin, gambogic 

acid, trichostatin A and decitabine in high dosis induced a significant decrease in 

NCI-H929 cell viability, time and dosis dependent and cell death predominantly due 

to caspase dependent apoptosis. Parthenolide was the only agent that increased 

the cytotoxic effect of bortezomib (p<0,01).

In summary, we demonstrate that non-neoplastic plasma cells from MG patients 

present distinct molecular characteristics from controls and from neoplastic plasma 

cells of the same patients that may influence the etiopathogenesis od MG and the 
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progression from MGUS to MM. Molecular characteristics of neoplastic plasma cells 

seem to be more relevant in treatment response and survival. Our study allowed 

the identification of new molecular biomarkers with diagnostic and prognostic 

potential in MG. In vitro studies show that the association of parthenolide to 

bortezomib might overcome bortezomib resistance and represent a new thera-

peutic strategy.

Key words: multiple myeloma, monoclonal gammopathy of undetermined 

significance, apoptosis, epigenetics, methylation, resistance, novel therapies.
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1.1.	 DEFINIÇÕES E EVOLUÇÃO HISTÓRICA

O mieloma múltiplo (MM) é uma neoplasia hematológica associada à proliferação 

de plasmócitos monoclonais que infiltram a medula óssea e secretam paraproteínas, 

presentes no soro e/ou na urina. Esta discrasia de plasmócitos caracteriza-se, 

igualmente, pela presença de hipercalcémia (C), disfunção renal (R), anemia (A) 

e lesões osteolíticas (B), manifestações que constituem os denominados critérios 

CRAB. As lesões ósseas podem encontrar-se localizadas ou dispersas por todo o 

esqueleto, com atingimento preferencial dos ossos do crânio, da coluna vertebral, 

das costelas e da bacia.

Em 1844, Samuel Solly, um distinto cirurgião inglês, fez a primeira descrição deta-

lhada de um doente com MM. Tratava-se de Sarah Newbury, uma mulher com 

39 anos de idade, que apresentava um quadro clínico caracterizado por fadiga e 

dores ósseas associadas a fraturas múltiplas. A autópsia, realizada cerca de 4 anos 

após o início dos sintomas, revelou uma medula óssea maciçamente infiltrada 

por uma substância vermelha constituída por células que Solly reconheceu como 

morfologicamente semelhantes às observadas na autópsia de um outro doente 

seu, chamado Thomas McBean (Solly, 1844) (Figura 1).

A designação de “plasmócito” foi introduzida por Heinrich Waldeyer-Hartz, anato-

mista alemão, em 1875 (Waldeyer, 1875), ainda que provavelmente se estivesse a 

referir a mastócitos tecidulares. Com efeito, foi Ramon e Cajal, anatomista espa-

nhol, em 1890, o primeiro a descrever com rigor o plasmócito e, em 1895, T. von 

Marschalko, patologista húngaro, publicou uma descrição detalhada destas células, 

referindo-se às suas principais características: o núcleo excêntrico, a cromatina em 

grumos, a área peri-nuclear mais pálida (que acreditava incluir o aparelho de Golgi) 

e o citoplasma irregular (Kyle & Rajkumar, 2008a) (Figura 2).

INTRODUÇÃO 1
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Sarah Newbury foi a primeira doente com mieloma múltiplo descrita de forma minuciosa, 
em 1844.

(A) Esboço da doente com fraturas bilaterais do fémur e úmero direito. (B) Destruição óssea envolvendo o 
esterno e o fémur (Solly, 1844).

FIGURA 1

A B

Wright (Wright, 1900) associou, pela primeira vez, o MM a um tumor de plasmó-

citos. Bayne-Jones e Wilson descreveram dois grupos de proteínas de Bence-Jones 

em 1922 e, em 1928, William Perlzweig reconheceu, pela primeira vez, a presença 

de hiperproteinémia num doente com MM. Um ano mais tarde, Arinkin introduziu 

o aspirado medular como técnica diagnóstica, o que contribuiu para o diagnóstico 

do MM. A separação das proteínas séricas por eletroforese foi descrita pelo bioquí-

mico sueco Arne Tiselius em 1930 e, sete anos mais tarde, o mesmo investigador 

descreveu a separação das globulinas séricas em três componentes proteícos princi-

pais, que designou como alfa, beta e gama, de acordo com a sua mobilidade eletro-

forética. Em 1939, Tiselius e Kabat identificaram, na fração gama, proteínas com 

atividade de anticorpo e, no mesmo ano, Lewis Longworth, aplicou a eletroforese 

Características morfológicas de plasmócitos presentes na medula óssea de um doente com 
mieloma múltiplo (coloração Giemsa).

FIGURA 2
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no estudo do MM e demonstrou a presença de um pico alto de base estreita que 

o caracteriza. Um conceito fundamental introduzido por Jan Waldenström, em 

1961, consistiu no reconhecimento da diferença entre gamapatia monoclonal e 

policlonal. Com efeito, Waldenström descreveu doentes com hipergamaglobuli-

némia e bandas estreitas na eletroforese como tendo uma proteína monoclonal. 

Muitos destes doentes apresentavam o diagnóstico de MM ou de macroglobu-

linémia, enquanto outros não tinham evidência de qualquer patologia maligna, 

pelo que eram considerados portadores de “hipergamaglobulinémia essencial” ou 

“proteína monoclonal benigna”. Atualmente, a designação eleita é a de “gama-

patia monoclonal de significado indeterminado” (MGUS), a qual pode evoluir para 

MM, macroglobulinémia, amiloidose AL ou distúrbios relacionados. A denominação 

de MGUS foi introduzida em 1978 (Kyle, 1978) e a de “smoldering myeloma” 

ou MM indolente (MMI) em 1980 (Kyle RA, 1980). De acordo com um estudo 

escandinavo recentemente publicado, o MMI representa cerca de 14% de todos 

os doentes com MM (Kristinsson SY, Holmberg E, 2013), constituindo um estádio 

clínico intermédio entre a MGUS e o MM sintomático, doravante designado como 

MM (Kyle RA, 1980).

Em 2003, o International Myeloma Working Group (IMWG) elaborou as primeiras 

definições de MGUS e de MMI. De acordo com este grupo, a MGUS foi definida 

como uma gamapatia monoclonal (GM) com a presença de proteína monoclonal 

sérica inferior a 3 g/dL, associada a uma plasmocitose medular inferior a 10%. 

O MMI foi caracterizado por uma quantidade de proteína monoclonal sérica superior a 

3 g/dL e / ou um mínimo de 10% de plasmócitos na medula óssea. Em oposição a 

estas definições de caráter fundamentalmente laboratorial, o diagnóstico de MM 

baseia-se numa avaliação essencialmente clínica, relacionada com lesão orgânica 

terminal, na presença de proteína monoclonal ou plasmócitos monoclonais (Inter-

national Myeloma Working Group, 2003).

Com base nos dados retrospetivos da Clínica Mayo, o risco de progressão de MMI para 

MM é de 10% ao ano nos primeiros 5 anos, 3% ao ano nos 5 anos seguintes e 1% 

nos 10 anos subsequentes. A MGUS está associada a um risco anual de progressão 

para MM de 1% (30% aos 25 anos) (Kyle et al., 2002). Contudo, o risco exato de 

progressão é afetado por diversos fatores, como o subtipo e a concentração da 

proteína monoclonal, o ratio de cadeias leves livres séricas, a plasmocitose medular, 

a proporção de plasmócitos fenotipicamente clonais e a presença de imunoparésia 

(Cesana et al., 2002; Rajkumar et al., 2005; Turesson et al., 2014).

Nos Estados Unidos da América, num ensaio de screening de neoplasias do cólon, 

próstata, pulmão e ovário, foram colhidas amostras séricas  de 77 469 dadores 

não neoplásicos, com idades compreendidas entre os 55 e os 74 anos. Durante 

um seguimento de 10 anos, entre 1992 e 2001, 71 indivíduos desta população 
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de dadores não neoplásicos vieram a apresentar o diagnóstico de MM, nos quais 

foi evidenciada consistentemente a presença de MGUS, nos anos anteriores ao 

diagnóstico de MM (Prorok et al., 2000; Landgren et al., 2014).

As características clínicas que representam indicadores prognósticos de rápida 

evolução são conhecidas; contudo, nenhum marcador molecular específico foi 

identificado. Apesar dos avanços terapêuticos mais recentes, o MM permanece 

uma doença incurável na generalidade dos casos e a intervenção num estado 

precursor poderia ser a única oportunidade de alterar a história natural da doença. 

No entanto, a maioria dos doentes com MGUS nunca irá progredir para MM ao 

longo da sua vida e tratar estes doentes afigura-se prejudicial e dispendioso, sem 

benefícios evidentes para os doentes e eticamente inaceitável. O grande desafio 

da comunidade científica consiste em identificar um subgrupo de doentes numa 

fase precursora que inevitavelmente evoluisse para MM, nos quais uma intervenção 

precoce pudesse ter um impacto relevante na evolução e no prognóstico (Agarwal 

& Ghobrial, 2013).

Os avanços recentes no conhecimento da biologia da MGUS e do MMI ajudaram-

-nos a compreender melhor a patogénese do MM, como entidade que evolui, na 

generalidade dos casos, a partir de um estado precursor assintomático (Landgren, 

2013). Apesar de largamente desconhecido, o processo de mielomagénese parece 

não estar limitado à aquisição linear de alterações, mas a uma transformação hete-

rogénea que inclui múltiplos eventos, em diversas etapas.

1.2.	 EPIDEMIOLOGIA

À escala mundial, estima-se que o MM tenha uma incidência anual de 114 000 

novos casos, representado 0,8 a 1% de todos os novos casos de neoplasias malignas 

e 10% de todas as patologias hemato-oncológicas. Encontram-se descritas cerca 

de 80 000 mortes por MM, anualmente, o que constitui 0,9% de todas as mortes 

por cancro. No que respeita a taxas ajustadas para o sexo, observa-se um predo-

mínio no sexo masculino, com uma taxa de incidência anual de 1,7/100 000 

indivíduos e no sexo feminino 1,2 /100 000. As taxas de mortalidade representam 

1,2/100 000 (homens) e 0,9/100 000 (mulheres) (Becker, 2011; IARC., 2012).

A distribuição geográfica dos doentes com MM é muito díspar a nível mundial, 

com uma incidência superior nas regiões mais industrializadas da Europa, América 

do Norte, Austrália e Nova Zelândia (Becker, 2011) (Figura 3).
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A comparação entre as várias etnias da população dos Estados Unidos da América 

revelou uma incidência quase duas vezes superior entre os afro-americanos rela-

tivamente aos caucasianos, enquanto a incidência em populações de origem 

asiática, especialmente chineses e japoneses é muito inferior. Nos países asiá-

ticos, a incidência de doentes com MM tem-se mantido estável apresentando um 

ligeiro aumento ao longo das décadas entre a população caucasiana dos países 

ocidentais. Os imigrantes de origem asiática que vivem nos Estados Unidos da 

América apresentam uma incidência sobreponível à dos respetivos países de origem. 

As razões que fundamentam as diferenças observadas e a incidência crescente na 

população caucasiana ocidental são, até ao momento, desconhecidas. Cerca de 39 

000 novos casos de MM foram diagnosticados na Europa em 2012 (1% de todas 

as neoplasias), com a Noruega a apresentar a incidência mais elevada em homens 

e mulheres; a incidência mais reduzida em homens foi observada na Albânia e em 

mulheres na Bósnia-Herzegovina (Ferlay et al., 2013).

A idade mediana, ao diagnóstico está compreendida entre os 65 e os 70 anos; 

menos de 1% dos doentes apresenta idade inferior a 35 anos. Na figura 4, está 

representado um gráfico que evidencia a distribuição, por idade e por sexo, dos 

doentes com MM, no momento do diagnóstico. Como se pode observar neste 

gráfico, o MM atinge maioritariamente indivíduos do sexo masculino e com idade 

superior a 60 anos.

Incidência global de mieloma múltiplo no Mundo (por 100 000 indivíduos).

(Adaptado de GLOBOCAN, WHO 2012).

FIGURA 3
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1.3.	 Etiologia

A etiologia do MM é, até ao presente, maioritariamente desconhecida. Este facto 

decorre da reduzida frequência desta patologia, o que coloca dificuldades à sua 

investigação e, ainda, do facto dos fatores de risco que desempenham um papel 

fundamental na generalidade das doenças malignas, como o consumo de tabaco, 

de álcool ou a dieta, não terem uma associação estatisticamente significativa com 

o MM. Com efeito, não foram observadas associações entre o consumo de gordura 

de origem animal, alimentos fritos ou frutas e vegetais e a probabilidade de desen-

volver MM (Boffetta et al., 1989). O mesmo se verificou para agentes físicos, como 

radiações (Preston et al., 2007), ou químicos, como pesticidas (Beane Freeman et 

al., 2011) ou solventes orgânicos (Rinsky et al., 2002); não existem dados consis-

tentes que fundamentem o risco acrescido de MM nos trabalhadores da indústria 

química (Alexander et al., 2007; Greenberg et al., 2001; Massoudi et al., 1997).

Friedman e Herrinton descreveram uma associação entre a obesidade em indiví-

duos caucasianos e o risco aumentado para o desenvolvimento de MM (Friedman 

& Herrinton, 1994). Os mesmos autores não encontraram esta associação em 

mulheres caucasianas nem em homens ou mulheres negros. Por outro lado, doenças 

relacionadas com a estimulação imune crónica, como patologias autoimunes ou 

Avaliação da idade e do sexo dos doentes com mieloma múltiplo, ao diagnóstico.

O gráfico representa o número médio anual de novos casos de mieloma múltiplo e a incidência por sexo 
e por grupo etário no Reino Unido (2009-2011) (UK, 2013; Cancer Research UK, 2012).

FIGURA 4
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condições alérgicas não foram consistentemente relacionadas com o MM (Mills 

et al., 1992; Lewis et al., 1994; Alexander et al., 2007).

Estudos prévios indicam que a ingestão etílica ou o consumo de tabaco não se 

relacionam causalmente com o risco de MM, independentemente do sexo, da raça 

ou da etnia. Por outro lado, também não foram encontrados padrões consistentes 

associados a intensidade ou duração dos consumos (Brown et al., 1997; Alexander 

et al., 2007).

Presentemente, estão a ser desenvolvidos numerosos esforços com o objetivo de 

identificar fatores etiológicos nas doenças hemato-oncológicas, em geral, e no 

MM em particular (Becker, 2011).

1.4.	 Patogénese

O MM é uma patologia muito heterogénea, não apenas do ponto de vista clínico, 

mas também a nível genético e molecular, como já anteriormente referido. 

Com efeito, diversas alterações genéticas e/ou epigenéticas têm sido descritas na 

MGUS, no MMI, no MM e na leucemia de plasmócitos, que desempenham um 

papel relevante na mielomagénese. 

1.4.1. Anomalias genéticas e citogenéticas

1.4.1.1. Heterogeneidade intraclonal no mieloma múltiplo

Os estudos moleculares contribuíram, não apenas para a caracterização de genes 

e vias celulares alterados no MM, mas também para a demonstração de que 

a heterogeneidade intraclonal é uma característica frequente desta patologia 

(Chapman et al., 2011; Morgan et al., 2012; Egan et al., 2012; Prideaux et al., 2014). 

Esta heterogeneidade acrescenta complexidade à progressão do MM, uma vez 

que as alterações genéticas não são adquiridas de forma linear, mas aleatória e 

seguem diversas vias com ramificações, à semelhança da “Teoria da Evolução das 

Espécies” de Darwin. Este modelo de evolução do MM através de diferentes e 

complexos caminhos com múltiplas “ramificações” traduz uma forma simplificada de 
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representação das inúmeras vias celulares e moleculares que poderão estar envolvidas 

na progressão do MM e no desenvolvimento de resistência à terapêutica (Morgan 

et al., 2012; Prideaux et al., 2014) (Figura 5). É importante compreender que os 

diferentes clones de MM coexistem como parte de um equilíbrio dinâmico e que 

competem por recursos limitados. A analogia com a teoria darwiniana explica a 

seleção dos subclones de plasmócitos que apresentam vantagem competitiva na 

sobrevivência, conferida pelas alterações genéticas e/ou epigenéticas aleatórias que 

vão sendo adquiridas (Morgan et al., 2012; Prideaux et al., 2014).

O conceito da heterogeneidade intraclonal é fundamental para a compreensão da 

evolução do MM, uma vez que os estudos genómicos representam as alterações 

genéticas presentes na população clonal predominante no momento da colheita 

da amostra. Estes dados têm relevância particular, uma vez que os genes e as vias 

desregulados na população clonal predominante não são provavelmente comuns 

às dos outros subclones presentes, justificando as resistências à terapêutica e as 

recidivas frequentemente observadas nos doentes com MM, resultado da progressão 

de clones minoritários (Morgan et al., 2012; Prideaux et al., 2014; Anderson 

et al., 2011).

Evolução clonal no mieloma múltiplo.

A figura representa o desenvolvimento da gamapatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS) a 
partir de uma célula progenitora de mieloma múltiplo e a sua progressão para mieloma múltiplo indolente 
(MMI), mieloma múltiplo sintomático (MM) e leucemia de plasmócitos (PCL), evidenciando a heterogeneidade 
intraclonal e a vantagem competitiva de alguns subclones tumorais (Adaptado de Morgan et al., 2012).

FIGURA 5
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1.4.1.2. Genética molecular – hiperdiploidia versus não hiperdiploidia 

As alterações genéticas que ocorrem na evolução de MGUS para leucemia de plas-

mócitos podem ser classificadas como eventos primários, que contribuem para a 

imortalização do plasmócito, ou secundários, responsáveis pela progressão da doença. 

Esta classificação facilita a divisão do MM em dois subgrupos que refletem duas vias 

oncogenéticas diferentes de evolução: uma fase primária caracterizada por ganhos 

cromossómicos (hiperdiplóide) e outra por alterações estruturais (não-hiperdiplóide) 

que envolvem, na maioria dos casos, translocações de genes que codificam a cadeia 

pesada das imunoglobulinas (IgH) no locus 14q32 com genes localizados noutros 

cromossomas (nomeadamente, 4, 6, 11, 16 e 20). Estas translocações ocorrem devido 

a uma recombinação aberrante da mudança de classe nos centros germinativos 

dos gânglios linfáticos e conduzem à subsequente desregulação de oncogenes por 

elementos de controlo do IgH (Klein et al., 2011; Kuehl & Bergsagel, 2012; Chesi 

& Bergsagel, 2013; Avet-Loiseau et al., 2011a; Sawyer, 2011).

Eventos oncogenéticos na mielomagénese.

A transição inicial de células B do centro germinativo para um clone pré-neoplásico (MGUS) envolve a 
ocorrência de translocações primárias do gene da cadeia pesada das imunoglobulinas (IgH), hiperdiploidia e 
delecções no cromossoma 13 que, direta ou indiretamente, conduzem à desregulação do gene da ciclina D. 
As translocações secundárias que envolvem os genes MYC (8q24), MAFB (20q12) e IRF4 (6p25) são 
frequentes no mieloma múltiplo (MM) e extremamente raras na MGUS. As mutações dos genes RAS ou 
FGFR3, a desregulação do gene MYC e a inativação dos genes p18, p53 e Rb são encontradas apenas no 
MM. Para além das alterações moleculares, também as interações anómalas entre os plasmócitos tumorais 
e o microambiente, assim como uma angiogénese aberrante são características da progressão do MM 
(Adaptado de Kuehl & Bergsagel, 2002 e de Palumbo & Anderson, 2011).

FIGURA 6
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Com efeito, as translocações cromossómicas representam cerca de 40-50% dos 

eventos primários no MM e influenciam fortemente a forma de apresentação, a 

resposta à terapêutica e a evolução clínica desta patologia (Kuehl & Bergsagel, 

2005; Anderson et al., 2011). A hiperdiploidia está geralmente associada a um 

prognóstico mais favorável e envolve a trissomia dos cromossomas 3, 5, 7, 9, 11, 

15, 19 e 21, sendo reduzida a prevalência de translocações IgH (Sawyer, 2011; 

Prideaux et al., 2014; Chng et al., 2007a).

Os eventos hiperdiplóides ou não-hiperdiplóides resultam, direta ou indiretamente, 

na desregulação da transição G1/S do ciclo celular, através da hiperexpressão de 

genes da ciclina D (D
1
, D

2
 e/ou D

3
), uma anomalia molecular precoce e crucial no 

MM (Bergsagel et al., 2005). Estas alterações genéticas iniciais são invariavelmente 

seguidas de instabilidade cariotípica, que poderá conduzir a mais deleções e trans-

locações ou mutações secundárias (Sawyer, 2011). A caracterização das diversas 

anomalias genéticas nos doentes com MM e o seu impacto no prognóstico motivou 

a proposta de um sistema de classificação baseado no risco e a sugestão de reco-

mendações terapêuticas, por parte de alguns autores (Boyd et al., 2012). Apesar 

do conhecimento adquirido acerca do papel destas anomalias cromossómicas 

no prognóstico de doentes com MM, não existem, até ao presente, terapêuticas 

que tenham como alvo genes ou vias celulares influenciadas por alterações na 

expressão destes. Os dados de estudos que avaliaram o bortezomib e a lenalido-

mida demonstraram que os regimes que incluíam estes novos fármacos eram mais 

eficazes do que abordagens terapêuticas convencionais em doentes com fatores 

citogenéticos de alto risco. Contudo, os doentes com MM de alto risco citogenético 

desenvolvem resistências também com estes fármacos, pelo que são necessárias 

estratégias terapêuticas mais eficazes (Reece et al., 2009; San Miguel et al., 2008a).

1.4.1.3. Translocações primárias

O locus IgH, localizado na posição 14q32, encontra-se transcripcionalmente ativo nas 

células B e a translocação de oncogenes para esta região origina a sua subsequente 

expressão desregulada, o que representa um evento fundamental na patogénese da 

maioria das neoplasias malignas de células B, incluindo o MM (Nahi et al., 2011). 

As translocações que envolvem o locus 14q32 foram descritas como eventos gené-

ticos precoces no desenvolvimento do MM, uma vez que a sua presença foi observada 

em 35-50% dos doentes com MGUS e com MMI (Fonseca et al., 2004; Kuehl & 

Bergsagel, 2012), ainda que algumas variantes possam estar associadas a progressão 

ou translocações secundárias no MM (Bergsagel et al., 2005; Decaux et al., 2008; 

Fonseca et al., 2009).
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As translocações primárias mais frequentemente observadas no MM são a 

t(4;14) e a t(11;14); as menos comuns incluem a t(14;16), a t(6;14) e a t(14;20). 

Estas translocações estão associadas à hiperexpressão de oncogenes, que incluem 

ciclinas do grupo D (D
1
, D

2
 e D

3
), membros da família MAF (MAF A, MAF B e c-MAF), 

o myeloma SET domain protein (MMSET) e o fibroblast growth factor receptor 3 

(FGFR3), com influência demonstrada no prognóstico (Decaux et al., 2008; Zhan 

et al., 2006; Stewart et al., 2007).

–	 Translocação t(4;14)

A t(4;14) é observada em cerca de 15 % dos casos de MM ao diagnóstico e 

tem sido associada a um prognóstico desfavorável, em diferentes séries de 

doentes com MM (Chang et al., 2004; Moreau et al., 2002; Avet-Loiseau et al., 

2010; Kalff & Spencer, 2012). Esta translocação resulta na expressão ectópica 

do recetor da tirosina cinase em plasmócitos devido à regulação pelo promotor 

IgH, com um papel atualmente incerto na mielomagénese. Caracteriza-se pela 

hiperexpressão de dois oncogenes: o FGFR3 e o MMSET (Chesi et al., 1998; Brito 

et al., 2009). O gene FGFR3, localizado no cromossoma 4, codifica um recetor trans-

membranar de tirosina cinase envolvido na regulação da proliferação, diferenciação 

e migração celulares, encontrando-se hiperexpresso em muitas neoplasias (Turner & 

Grose, 2010). No entanto, o papel patogénico do FGFR3 é questionado pelo facto 

de cerca de 30% dos tumores com t(4;14) não apresentarem expressão deste gene, 

apesar de manterem um prognóstico desfavorável (Keats et al., 2003; Santra et al., 

2003). Este facto apoia o papel de um segundo gene, o MMSET, que codifica um 

fator importante na remodelação da cromatina com atividade de metiltransferase, 

e que se encontra também hiperexpresso em tumores com a t(4;14) (Zhan et al., 

2006). Ainda que incerto, este gene parece ter um papel importante na regulação 

epigenética e na reparação do DNA (Martinez-Garcia et al., 2011; Pei et al., 2011). 

Foram igualmente descritas mutações somáticas adicionais após a translocação que 

resultam num recetor continuamente ativo, mesmo na ausência de ligando, o que 

conduz à ativação de vias de sinalização, como a via MAP (mitogen activated protein 

kinase), contribuindo para a mielomagénese (Chesi et al., 2001; Ronchetti et al., 

2001). Estudos recentes demonstraram que o tratamento com bortezomib e/ou 

lenalidomida poderia ultrapassar o prognóstico desfavorável associado à presença 

da t(4;14) em doentes com MM (Kalff & Spencer, 2012; San Miguel et al., 2008a; 

Avet-Loiseau et al., 2010). Estudos pré-clínicos com inibidores do FGFR3 revelaram-

-se promissores na t(4;14), o que conduziu ao desenvolvimento de ensaios clínicos, 

cujos resultados irão ajudar a determinar a utilidade clínica destes inibidores em 

doentes com a t(4;14) (Kalff & Spencer, 2012).
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–	 Translocação t(11;14)

A t(11;14) está presente em 15 a 17% dos doentes com MM, sendo uma das 

translocações mais frequente nestes doentes (Stewart et al., 2007). Como conse-

quência desta translocação envolvendo o locus IgH, ocorre hiperexpressão do 

gene da ciclina D na forma CCND1, que codifica a ciclina D1, que se encontra 

anormalmente expressa em plasmócitos e em células B. Esta ciclina está envolvida 

na regulação do ciclo celular e, em associação com a CDK4 (cyclin dependent 

kinase 4) e a CDK6 (cyclin dependent kinase 6), fosforila e inativa a proteína do 

retinoblastoma, que controla a transição da fase G1 para a fase S, facilitando 

a progressão do ciclo celular (Alao, 2007; Tashiro et al., 2007; Bartek & Lukas, 

2011). O prognóstico associado a esta translocação é controverso, com referências 

a impacto favorável, desfavorável ou ausente (Avet-Loiseau et al., 2007; Prideaux 

et al., 2014). A expressão de ciclina D1 é mais frequente que a t(11;14), suge-

rindo que outros mecanismos como a amplificação genética ou a trissomia do 

11 possam contribuir para a hiperexpressão da ciclina D1.

–	 Translocação t(14;16)

A t(14;16), identificada em cerca de 5 a 10% dos doentes com MM (Zhan et al., 

2006; Hurt et al., 2004), é uma translocação que envolve o gene IgH e que 

coloca em justaposição a região de switch IgH e o loci do gene c-MAF na posição 

16p23, conduzindo à hiperexpressao da proteína c-MAF (Fonseca et al., 2002; 

Hurt et al., 2004). Este gene regula a ciclina D2, envolvida na transição G1/S, 

promovendo a progressão ao longo do ciclo celular. O gene c-MAF regula ainda 

a Integrina B7, uma molécula de adesão que se liga à E-caderina expressa nas 

células do estroma da medula óssea. Através desta via, a hiperexpressão da 

proteína c-MAF favorece a interação entre as células de MM e as células do 

estroma, associando-se ao aumento da secreção de VEGF (vascular endothelial 

growth factor) e ao desenvolvimento de lesões ósseas líticas. Como o VEGF é 

um potente estimulador da angiogénese, os seus níveis aumentados poderiam 

promover a progressão tumoral (Hurt et al., 2004; Podar et al., 2007; Yeung & 

Chang, 2008). Como esta translocação foi também descrita em doentes com 

MGUS, poderá estar envolvida em estádios precoces do desenvolvimento do 

MM (Fonseca et al., 2002). Ainda que inicialmente esta translocação tenha sido 

associada a um prognóstico desfavorável (Fonseca et al., 2003; Yeung & Chang, 

2008), uma análise retrospetiva multivariada, afectuada em 1003 doentes com 

MM de novo, não evidenciou impacto no prognóstico (Avet-Loiseau et al., 

2011b).
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–	 Translocação t(6;14)

A t(6;14) é rara, encontrando-se presente em apenas 2% dos doentes com MM. 

Resulta no aumento da expressão do gene CCND3, através da justaposição com 

o promotor IgH (Zhan et al., 2006; Shaughnessy et al., 2001). Não foi observado 

impacto no prognóstico (Avet-Loiseau et al., 2007).

 

–	 Translocação t(14;20)

A t(14;20) é a translocação mais rara que envolve o locus IgH e resulta no aumento 

da expressão do gene MAFB. Estudos com microarrays demonstraram que a hiperex-

pressão de MAFB resulta num perfil de expressão génica semelhante ao observado 

com o gene c-MAF (Zhan et al., 2006), sugerindo a desregulação de vias comuns. 

Associa-se a um prognóstico desfavorável, quando presente em doentes com MM 

e a doença estável a longo prazo em doentes com as entidades precursoras, MGUS 

e MMI (Ross et al., 2010). Estes dados sugerem a presença de eventos genéticos 

adicionais à translocação a contribuírem para o prognóstico desfavorável.

1.4.1.4. Translocações secundárias

As translocações secundárias ocorrem, de um modo geral, mais tardiamente 

na evolução do MM e, ao invés das translocações primárias, são independentes 

de recombinações relacionadas com mudança de classe das imunoglobulinas. 

A translocação secundária mais frequente envolve rearranjos no locus 8q24 (Gabrea 

et al., 2008). O gene tipicamente desregulado nas translocações secundárias é o 

c-MYC, com um papel fundamental no crescimento e na proliferação celulares e, 

por conseguinte, na tumorigénese (Dang, 2012). A sua hiperexpressão associa- 

-se a um prognóstico desfavorável, a estádios avançados da doença e a elevados 

níveis de β2-microglobulina.

Contrariamente às translocações primárias observadas no MM, que consistem, 

na maioria dos casos, em simples trocas recíprocas de material cromossómico, os 

rearranjos envolvidos nas translocações c-MYC, são frequentemente complexos e 

envolvem diversos cromossomas (Gabrea et al., 2008; Dib et al., 2008), nomea-

damente nas localizações 1p13, 1p21-22, 6p21, 6q12-15, 13q14 e 16q22 (Avet-

-Loiseau et al., 2001; Mohamed et al., 2007).

A hiperexpressão do oncogene c-MYC é muito raramente observada na MGUS, 

estando presente em cerca de 15% dos doentes com MM ao diagnóstico e em 40-50% 

na doença avançada (Avet-Loiseau et al., 2001). Estudos recentes revelaram que 
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alterações na expressão do oncogene c-MYC poderiam estar implicadas na progressão 

de MGUS para MM (Chng et al., 2011).

1.4.1.5. Outras alterações citogenéticas

–  Anomalias no cromossoma 1

Os ganhos do braço longo do cromossoma 1 (+1q) são eventos identificados em 

35 a 40% dos doentes com MM ao diagnóstico e frequentemente observados 

em associação com perdas do braço curto do mesmo cromossoma (-1p) (Smith 

et al., 2010; Walker et al., 2010; Chang et al., 2010b; Fonseca et al., 2009). 

A associação das anomalias +1q e/ou -1p a um prognóstico desfavorável foi consi-

derada, por alguns autores, independente do tipo de terapêutica (intensiva ou não 

intensiva) (Shaughnessy et al., 2007; Walker et al., 2010; Fonseca et al., 2006; 

An et al., 2014).

Apesar dos dados conhecidos até ao presente, os genes relevantes no braço longo 

do cromossoma 1 não se encontram claramente identificados. A região 1q21 é a 

mais consistentemente envolvida e contém diversos oncogenes candidatos: CKS1B, 

ANP32E, BCL-9 e PDZK1 (Walker et al., 2010; Shi et al., 2010; Zhan et al., 2007). 

A importância desta região é fundamentada pela demonstração de uma associação 

forte entre a anomalia +1q21 e a existência de um prognóstico adverso (Smith 

et al., 2010; Walker et al., 2010; Shaughnessy et al., 2007). Destes genes, o ANP32E, 

um inibidor da proteína fosfatase 2A, com um papel na remodelação da cromatina 

e na regulação da transcrição, é de particular interesse, uma vez que se demonstrou 

estar independentemente associado a uma menor sobrevivência (Walker et al., 2010). 

De realçar que o ganho 1q21 é raramente encontrado na MGUS, aumentando a 

sua incidência significativamente no MM em recidiva e na leucemia de plasmócitos, 

comparativamente ao MM recentemente diagnosticado (Hanamura et al., 2006; 

Chang et al., 2006). Estes achados justificam a importância desta alteração citoge-

nética (+1q) na patogénese do MM e sugerem que os doentes possam beneficiar 

de inibidores específicos dos genes e vias alterados. 

A delecção da totalidade do braço curto do cromossoma 1 (del 1p) ou delecções 

parciais de 1p são observadas em cerca de 30% dos doentes com MM e asso-

ciam-se a um prognóstico desfavorável (Walker et al., 2010; Boyd et al., 2011; 

Chang et al., 2010a). Foram identificadas duas regiões em 1p (a 1p12 e a 1p32.3) 

com importância particular na patogénese do MM, quando deletadas. A região 

1p12 pode estar deletada de forma hemi ou homozigótica e contém o gene 
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supressor tumoral FAM46C, que estudos de sequenciação revelaram estar envol-

vido na tradução proteica (Chapman et al., 2011). Este gene foi frequentemente 

descrito como mutado em doentes com MM e associado a um prognóstico adverso 

(Walker et al., 2010; Chang et al., 2010b; Boyd et al., 2011; Prideaux et al., 2014). 

Do mesmo modo, a região 1p32.3 pode estar deletada de forma hemi ou homozi-

gótica e inclui dois genes, o FIF1 e o CDKN2C. Este último é um inibidor da cinase 4 

dependente da ciclina (CDK4) e está envolvido na regulação do ciclo celular, enquanto 

o FIF1 codifica uma proteína importante no início da apoptose através da via do FAS. 

A delecção homozigótica da região 1p32.3 tem um impacto prognóstico neutro 

ou negativo nos doentes com MM (Boyd et al., 2011). 

–  Delecção 13/13q

A delecção (del) do cromossoma 13 é descrita em cerca de 50% dos casos de MM 

e associa-se com frequência a subtipos não-hiperdiplóides. Na maioria dos casos 

(85%), a delecção do cromossoma 13 constitui uma monosomia ou a perda do 

braço longo deste cromossoma, enquanto nos outros 15% várias deleções parciais 

podem ocorrer. Neste contexto, a identificação de genes cruciais para a mieloma-

génese representa um desafio, uma vez que permanece algum grau de função, 

resultante do(s) alelo(s) residual(ais) (Prideaux et al., 2014).

Os estudos moleculares revelaram que o gene supressor tumoral RB1 se encontra 

significativamente subexpresso na del(13/13q) o que resulta num menor efeito regu-

lador negativo do ciclo celular (Walker et al., 2010). O impacto prognóstico da del 

(13/13q) é difícil de definir, dada a sua frequente associação com outras alterações de 

alto risco, como é o caso da t(4;14). Quando a del (13/13q) é identificada por citoge-

nética convencional, a sua associação a uma sobrevivência menor é mais consistente. 

No entanto, se detetada por FISH e, na ausência de outras alterações citogenéticas 

de alto risco, não tem impacto prognóstico documentado (Avet-Loiseau et al., 2007).

Na MGUS, foram descritos resultados contraditórios quanto à prevalência da 

del(13/13q). Com efeito, alguns autores encontraram uma incidência significa-

tivamente inferior desta anomalia na MGUS (25%), em comparação com o MM 

(50%) (Avet-Loiseau et al., 2002), enquanto outros descreveram uma incidência 

sobreponível nas duas entidades (Königsberg et al., 2000; Fonseca et al., 2002). 

Chiecchio et al. (2009) descreveram igualmente uma incidência significativamente 

superior no MM (40%) comparativamente ao MMI (15%) e à MGUS (4%) (Chiec-

chio et al., 2009). Fonseca et al. (2002) demonstraram que quando a del 13q 

era detetada em doentes com MGUS, ocorria na maioria dos plasmócitos clonais 

(Fonseca et al., 2002), consistente com o que é normalmente observado no MM 

(Königsberg et al., 2000). 
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–  Delecção 17p

As deleções alélicas somáticas (17p) e as mutações pontuais do gene supressor 

tumoral p53 (ou TP53) são as anomalias genéticas mais frequentemente observadas 

nas neoplasias malignas humanas (Hollstein et al., 1991; Hainaut & Hollstein, 2000). 

O gene relevante, que não é expresso na del(17p) é o gene supressor tumoral p53, 

como demonstrado pelos estudos de expressão génica realizados em amostras 

com del(17p) monoalélica, que expressam significativamente menos p53 compa-

rativamente às amostras sem delecção (Walker et al., 2010; Lodé et al., 2010). 

O gene p53, localizado na região 17p13, codifica uma proteína com 53kDa (P53), 

que constitui um fator de transcrição multifuncional envolvido nos seguintes 

processos celulares: controlo do ciclo celular, morte celular programada, senescência, 

diferenciação, transcrição, replicação, reparação de DNA e, ainda, manutenção da 

estabilidade genómica. A proteína P53 é convertida numa forma ativa, em resposta 

a agentes físicos ou químicos que lesam o DNA, como a radiação ultravioleta, X ou 

gama, os agentes oxidantes ou os fármacos citotóxicos e atua como fator protetor 

contra o stresse genotóxico (Hainaut & Hollstein, 2000).

As alterações da proteína P53 são consideradas eventos secundários na progressão 

do MM. Ainda que a incidência de mutações no gene p53 seja geralmente redu-

zida no MM (3%), as deleções hemizigóticas são observadas em cerca de 10% dos 

doentes ao diagnóstico e numa frequência superior nos estádios mais avançados 

da doença (Fonseca et al., 2003), constituindo um fator prognóstico desfavorável 

(Chang et al., 2005; Chang et al., 2007b). De facto, a del(17p) representa a alte-

ração molecular mais importante no prognóstico de doentes com MM, uma vez 

que se associa a um fenótipo agressivo, à presença de doença extramedular ou 

à leucemia de plasmócitos (Drach et al., 1998; Chen et al., 2012b; Tiedemann 

et al., 2008; Fonseca et al., 2003; Avet-Loiseau et al., 2007). 

–  Outras deleções

Outras deleções cromossómicas estão descritas em regiões que incluem genes 

supressores tumorais, o que poderá constituir um fator importante na mielomagé-

nese. A del(14q) é um evento descrito em 38% dos casos de MM e inclui o gene 

supressor tumoral TRAF3 (Walker et al., 2010). A del(16q) é outra alteração gené-

tica relativamente frequente, descrita em 35% dos casos de MM e associa-se à 

perda do gene supressor tumoral CYLD e WWOX (Walker et al., 2010). A del(11q) 

é observada em 7% dos doentes com MM e relaciona-se com perda dos genes 

supressores tumorais BIRC2 e BIRC3 (Walker et al., 2010). Todos os genes mencio-

nados, com exceção do WWOX, que se encontram implicados na apoptose, estão 

envolvidos na via do NK-kB e demonstram que a ativação desta via de sinalização é 
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crucial na patogénese do MM (Walker et al., 2010; Annunziata et al., 2007; Keats 

et al., 2007). A del(6q) e a del(8p) foram descritas em 33 e 19 a 24% dos casos 

de MM, respetivamente, a primeira sem impacto prognóstico definido e a segunda 

considerada um fator prognóstico negativo, traduzido numa sobrevivência livre de 

progressão e numa sobrevivência global inferiores (Walker et al., 2010; Nahi et al., 

2011; Neben et al., 2010; Gmidène et al., 2013).

Foi demonstrado que o gene do recetor do TRAIL (tumour necrosis factor-related 

apoptosis-inducing ligand) está localizado no braço curto do cromossoma 8 e foi 

proposto que a expressão reduzida deste recetor na del(8p) pudesse diminuir a 

sensibilidade das células tumorais à apoptose mediada pelo TRAIL, o que representa 

uma vantagem para o clone neoplásico conseguir escapar à vigilância exercida pelas 

células NK e pelos linfócitos T citotóxicos (Takeda et al., 2002).

1.4.2.	 Desregulação das vias de proliferação e de sobrevivência celulares
	 no mieloma múltiplo

1.4.2.1. A Via MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase)

A via MAPK é uma via de sinalização celular altamente conservada, envolvida 

na regulação da diferenciação, da proliferação e da sobrevivência nas células 

normais. Esta via pode ser ativada por fatores de crescimento ou por citocinas 

inflamatórias, como o TNF-a (tumor necrosis factor alpha), a IL-6 (interleucina 6) 

e a IGF-1 (insulin-like growth factor-1), que por sua vez ativam uma cascata de 

cinases, RAS, RAF, MEK e MAPK (Figura 7) e culminam na alteração da expressão 

génica. Os dois oncogenes que assumem um papel dominante na via MAPK e 

que se encontram desregulados em diversas neoplasias são o NRAS e o KRAS. 

Estes genes estão mutados com frequência no MM, com uma prevalência combi-

nada de 20 a 35% (Chng et al., 2008). As mutações no gene RAS, nomeada-

mente do gene NRAS desempenham um papel particularmente importante na 

progressão do MM, uma vez que são excecionalmente encontradas na MGUS e 

frequentes em estádios avançados do MM (Rasmussen et al., 2005; Chng et al., 

2008), o que apoia a associação destas mutações a eventos relativamente tardios 

na patogénese das GM.

As mutações neste gene associam-se a fenótipos mais agressivos de MM, confe-

rindo a esta patologia um prognóstico desfavorável e uma menor sobrevivência. 
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Por outro lado, as mutações KRAS estão praticamente ausentes na MGUS 

(Rasmussen et al., 2010). Estudos recentes demonstraram, ainda, que o KRAS, 

não o NRAS, poderá influenciar de forma mais marcante o prognóstico (Chng 

et al., 2008), um achado que poderá vir a ter consequências importantes se as 

alterações genéticas forem usadas para estratificação de risco e decisão tera-

pêutica (Prideaux et al., 2014).

Um estudo recente de Chapman et al. (2011) identificou 4% de doentes com 

MM que apresentavam uma mutação não previamente observada do gene 

BRAF (Chapman et al., 2011). Este gene codifica uma cinase de serina/treonina 

que contém mutações ativadoras importantes em diversas neoplasias, como o 

Fatores de crescimento e vias de sinalização envolvidas na patogénese do mieloma múltiplo.

A adesão dos plasmócitos neoplásicos às células do estroma da medula óssea desencadeia mecanismos 
de sobrevivência, resistência e migração mediados por moléculas de adesão, citocinas e fatores de cres-
cimento. Estes, por sua vez, ativam vias de sinalização, como as vias MAPK (mitogen-activated protein 
kinase), JAK/STAT (janus kinase/signal transducer and activator of transcription); PI3K (phosphatidylino-
sitol 3-kinase) e NF-kB (nuclear factor kappa B). Estas vias podem também ser anormalmente ativadas, 
a nível endógeno, através de anomalias genéticas, como as mutações nos genes RAS, RAF ou NF-kB. 
Os alvos destas vias de sinalização incluem citocinas, como a IL-6 (interleucina-6), o IGF1 (insulin-like 
growth factor 1) e o VEGF (vascular endothelial growth factor); proteínas antiapoptóticas, como BCL-XL 
e MCL1 (myeloid cell leukaemia sequence 1) e moduladores do ciclo cellular, como a ciclina D. ICAM1; 
intercellular adhesion molecule 1; IGF1, insulin-like growth factor 1; LFA1, lymphocyte function-associated 
antigen 1; muc1, mucin 1; SDF-1, stromal-cell-derived factor-1; VCAM1, vascular cell adhesion molecule 1; 
VLA4, very-late antigen 4 (Adaptado de Wang, 2014).

FIGURA 7
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melanoma ou a tricoleucemia (Blombery et al., 2012). Este dado pode ter 

particular relevância, uma vez que os doentes com MM que apresentam muta-

ções BRAF podem beneficiar de uma terapêutica dirigida com inibidores BRAF 

recentemente desenvolvidos e já com atividade clínica demonstrada (Patrawala 

& Puzanov, 2012). 

1.4.2.2.	A via JAK/STAT (Janus Kinase / Signal Transducer and Activator of 
Transcription)

A via JAK/STAT encontra-se constitutivamente ativada em 50% das amostras de MM, 

assim como em células do estroma da medula óssea (Bharti et al., 2004; Catlett- 

-Falcone et al., 1999a). A principal forma de ativação da via JAK/STAT é através da 

estimulação autócrina e parácrina pela IL-6 (Klein et al., 1989; Kawano et al., 1988). 

Uma consequência fundamental da ativação desta via é a hiperatividade de STAT3, 

um fator de transcrição da família STAT, que resulta na expressão elevada da proteína 

antiapoptótica BCL-XL (Kawano et al., 1988) (Figura 7), uma proteína relacionada 

com a resistência à quimioterapia em doentes com MM (Tu et al., 1998). Com base 

nestes dados, a inibição da STAT3 com compostos inibidores como a curcumina 

ou o inibidor da cinase JAK2, AG490, estão associados à inibição da sobrevivência 

dos plasmócitos neoplásicos in vitro (Bharti et al., 2003; Amit-Vazina et al., 2005; 

De Vos et al., 2000). Estudos realizados em linhas celulares de MM (as células 

U266) demonstraram que a inibição de STAT3 sensibiliza estas células para a 

apoptose induzida por quimioterapia convencional (Alas & Bonavida, 2003). 

Assim, os inibidores STAT3 poderão, no futuro, vir a ser associados aos fármacos 

já utilizados no tratamento do MM, melhorando a eficácia destes.

1.4.2.3. A via PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase)

Múltiplos sinais moleculares, como a IL-6 e o IGF-1, atuando em recetores de 

tirosina cinase, podem ativar a via PI3K conduzindo à fosforilação de uma cinase 

específica de serina-treonina, a proteína AKT. Esta cinase ativa, subsequente-

mente, vários alvos, incluindo o mTOR, o GSK-3B e o FKHR, que influenciam 

múltiplos processos celulares, entre os quais a proliferação celular e a resistência 

à apoptose. A desregulação da via PI3K assumiu importância no MM quando foi 

demonstrado que a AKT se encontra fosforilada em cerca de 50% dos casos de 

MM, o que constitui um indicador de atividade desta via (Carroll & Martin, 2013). 
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Foi, ainda, observado que o DEPTOR, um regulador positivo da via PI3K, apre-

senta aumento da expressão no MM, especialmente nos doentes com translo-

cações MAF (Peterson et al., 2009), realçando o envolvimento desta via no MM. 

Ao contrário da via MAPK, a via PI3K raramente apresenta mutações no MM 

(Chapman et al., 2011). Como se encontra geralmente ativada nesta patologia, 

poderá vir a constituir um alvo terapêutico.

1.4.2.4. A via do NF-kB (Nuclear Factor kappa B)

O NF-kB compreende uma família de fatores de transcrição, com um papel 

crucial na apoptose, na adesão celular, na inflamação e no stresse oxidativo, 

que se encontra constitutivamente ativado em múltiplos tumores. Muitas das 

vias de sinalização implicadas no cancro estão, de forma direta ou indireta, 

ligadas à ativação do NF-kB (Ben-Neriah & Karin, 2011; Chaturvedi et al., 2011; 

Staudt, 2010; Dolcet et al., 2005a). Esta ativação pode ocorrer durante o stresse 

celular, quando as células são estimuladas por citocinas, antigénios, estímulos 

oxidantes, contacto intercelular, podendo ainda ser ativada pela quimioterapia 

ou pela radioterapia. O seu papel nas células estimuladas resulta na promoção 

da transcrição de genes, incluindo do seu próprio gene, bem como de outras 

citocinas, moléculas de adesão celular, moléculas pró-angiogénicas e, ainda, na 

supressão da apoptose, favorecendo o desenvolvimento e a migração celulares 

(Myung et al., 2001; Bassères & Baldwin, 2006).

No MM, a via do NF-kB encontra-se constitutivamente ativada em mais de 50% 

dos casos e representa, provavelmente, um evento relevante para a evolução 

desta patologia, uma vez que a ativação é significativamente superior em está-

dios avançados do MM, comparativamente à fase de MGUS (Annunziata et al., 

2007; Keats et al., 2007). O NF-kB pode estar hiperexpresso não só nos plas-

mócitos mas também nas células do estroma da medula óssea. Nestas células 

de suporte, o NF-kB estimula a libertação de citocinas fundamentais, como a 

IL-6, a BAFF ou a APRIL, resultando numa estimulação parácrina, através de 

sinais de sobrevivência críticos para os clones tumorais (Chauhan et al., 1996; 

Tai et al., 2006) (Figura 7). Estudos recentes de sequenciação do genoma e de 

sequenciação do exoma expandiram os mecanismos possíveis através dos quais 

a via NF-kB pode ser ativada, demonstrando 14 novas mutações/rearranjos que 

afetam 11 genes da via do NF-kB (Chapman et al., 2011). A elevada frequência 

de desregulação desta via no MM fundamenta a sua inequívoca importância na 

patogénese desta patologia, ainda que o impacto prognóstico de muitos dos 

genes implicados não esteja totalmente esclarecido.
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Nas células não estimuladas, o inibidor do NF-kB (IkB) liga-se ao NF-kB e o complexo 

é sequestrado no citoplasma, impedindo a transcrição génica mediada pelo NF-kB. 

Em resposta aos estímulos, o IkB é fosforilado, o que resulta na sua ubiquitini-

zação e subsequente degradação pelo proteasoma. O NF-kB é então libertado 

e rapidamente transferido para o núcleo, onde promove a transcrição de genes 

codificadores de citocinas (como o TNF, a IL-1 e a IL-6), fatores de resposta ao 

stresse (nomeadamente a ciclo-oxigenase-2, o óxido nítrico e a 5-lipoxigenase), 

reguladores do ciclo celular, de moléculas de adesão celular, nomeadamente 

a ICAM-1 (intercellular adhesion molecule), a VCAM-1 (vascular cell adhesion 

molecule) e a E-selectina e da apoptose (Wegener & Krappmann, 2008; Medeiros 

et al., 2007). A ativação do NF-kB aumenta igualmente com a expressão de 

proteínas antiapoptóticas, nomeadamente a IAP-1 e IAP-2, e algumas proteínas 

da família Bcl-2 (Karin, 2006; Ben-Neriah & Karin, 2011).

O NF-kB é frequentemente implicado como causa da disparidade de resposta à 

inibição do proteasoma entre as células normais e as neoplásicas, devido ao seu 

papel na promoção do tumor, na sobrevivência das células tumorais e na metasti-

zação (Cvek & Dvorak, 2008). Diversos estudos propuseram este fator como o elo 

de ligação entre a inflamação crónica e a tumorigénese (Karin, 2006; Ben-Neriah 

& Karin, 2011). De facto, a ativação excessiva do NF-kB (motivada por anomalias 

genéticas) é característica de muitos tumores malignos, como MM (Annunziata 

et al., 2007). A via do NF-kB necessita do proteasoma para a clivagem do IkB, 

daí resultando a libertação do heterodímero P50:P65 e a translocação nuclear 

deste, que conduz à transcrição genética e à promoção e desenvolvimento do 

cancro (Karin, 2006; Ben-Neriah & Karin, 2011). Decorrente destas observações, 

o NF-kB requer a atividade do proteasoma, pelo que a inibição deste conduz 

ao bloqueio da ativação do NF-kB e à morte celular. Como esta via envolve o 

proteasoma, os inibidores deste complexo proteico foram desenvolvidos com 

base na evidência de que os tumores dependentes desta via seriam particular-

mente sensíveis a estes fármacos (Keats et al., 2007).

O NF-kB pode ser ativado por fármacos antineoplásicos, o que constitui uma 

explicação plausível para a reconhecida capacidade dos inibidores do protea-

soma sensibilizarem as células malignas às terapêuticas clássicas (Nakanishi & 

Toi, 2005; Pham et al., 2007).
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1.4.2.5. Desregulação do ciclo celular

A perda de função dos genes inibidores do ciclo celular, associada ao aumento da 

expressão de proto-oncogenes, parece desempenhar um papel relevante na desre-

gulação do ciclo celular. Por exemplo, a redução da expressão do gene CDKN2C 

(p18) através da del(1p), ou a inativação do CDKN2A (p16), através de alterações 

na metilação do DNA, podem desregular a transição G1/S, uma vez que estes 

genes codificam inibidores de cinases dependentes das ciclinas (CDKI) (Leone 

et al., 2008; Gonzalez-Paz et al., 2007). A inativação do gene supressor tumoral 

RB1, um inibidor do ciclo celular, também afeta a transição G1/S e pode ocorrer 

frequentemente devido à monossomia do cromossoma 13 ou, mais raramente, 

devido a delecção homozigótica ou inativação mutacional (Walker et al., 2010). 

Esta proteína está ativa quando desfosforilada por ação da CDKI p21, a qual é 

ativada pela proteína supressora tumoral P53 (Figura 8). Por outro lado, as translo-

cações envolvendo genes que codificam as ciclinas D estão associadas ao aumento 

da sua expressão conduzindo à desregulação do ciclo celular, um evento comum 

no MM, como referido.

Regulação do ciclo celular.

A figura evidencia o papel das ciclinas (A, B e D) e das cinases dependentes das ciclinas (CDK1, CDK4, 
CDK6) no ciclo celular, bem como dos inibidores das CDK, as proteínas P15, P16, P18, P19, P21, P27 e 
P57. Estão também representadas as proteínas codificadas pelos genes supressores tumorais, pRB e p53.  
(Adaptado de Prideaux et al., 2014).

FIGURA 8
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1.4.2.6. Anomalias na reparação do DNA

A instabilidade cromossómica é uma característica do MM e contribui para 

a acumulação de anomalias genéticas durante a progressão da doença. 

Apesar deste dado, as mutações nos genes de reparação do DNA não foram 

encontradas com frequência, sendo a perda da função da proteína P53, associada à 

del(17p), descrita em cerca de 10% dos casos, a mais frequente. Outro gene consi-

derado importante nos mecanismos de reparação do DNA no MM é o PARP1 (poly 

ADP ribose polymerase-1), um gene que codifica a enzima PARP1, que contribui 

para a reparação das quebras de DNA de cadeia simples. Num estudo recente de 

expressão génica, ficou demonstrado que a expressão aumentada de PARP1 se 

associava a redução da sobrevivência em doentes com MM, enquanto outro estudo 

identificou este gene como um dos que estariam implicados na definição de MM 

de alto risco (Neri et al., 2011). 

1.4.3. O microambiente da medula óssea no mieloma múltiplo

O microambiente tumoral participa de forma ativa no desenvolvimento, progressão 

e manutenção dos tumores humanos. Nas últimas três décadas, têm sido múlti-

plos os esforços para definir a contribuição exata das células do microambiente 

no comportamento das células malignas. Mais especificamente, diversos estudos 

mostraram que estas células de suporte, ainda que não malignas per se, são funcio-

nalmente e, em alguns casos, geneticamente diferentes das suas equivalentes 

normais (Marx J., 2008). 

Concretamente no MM, considera-se que os plasmócitos malignos dependem dire-

tamente das interações com outras células do microambiente, como os osteoclastos, 

os osteoblastos, as células endoteliais, os macrófagos e as células do estroma da 

medula óssea (BMSC) (Hideshima et al., 2007) (Figura 9). 

Os plasmócitos neoplásicos aderem às BMSC através da ligação de VCAM-1, 

localizada nas BMSC e de integrina α4β1 situada nos plasmócitos. Estas inte-

rações diretas através de moléculas de adesão conduzem à secreção de múlti-

plas citocinas, quimocinas e fatores de crescimento, como IL-6, IL-3, IL-1b, IL-11, 

M-CSF (macrophage colony-stimulating factor), TNF-a, TNF-b, VEGF e SDF-1a 
(stroma-derived factor 1a) que estimulam a osteoclastogénese e contribuem 

para uma comunicação simbiótica que mantém o microambiente favorável 

para a manutenção dos plasmócitos neoplásicos no MM (Edwards et al., 2008). 
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Os osteoclastos são células multinucleadas, com origem na linha monócito/

macrófago, que desempenham funções de reabsorção óssea, sob estreito 

controlo dos osteoblastos (Yamashita et al., 2012). Os fatores mais impor-

tantes envolvidos na regulação da diferenciação osteoclástica incluem o ligando 

do RANK (RANKL), a OPG (osteoprotegerina), produzida por osteoblastos e o 

M-CSF, para além da proteína inflamatória dos macrófagos (MIP1α), da IL-6 e da 

IL-3, já referidas (Yamashita et al., 2012). Estudos recentes demonstraram que a 

diferenciação osteoclástica é regulada por osteoblastos através de mecanismos 

independentes da produção de M-CSF, RANKL e OPG. Com efeito, a proteína 

Wnt5a produzida por osteoblastos, estimula a diferenciação osteoclástica, 

aumentando a expressão de RANK através da ativação da via Wnt não-canónica. 

A semaforina 3A, também produzida por osteoblastos, inibe a diferenciação 

osteoclástica induzida pelo RANKL através da supressão de sinais de ativação basea-

das em imunorrecetores de tirosina (Yamashita et al., 2012). 

O microambiente da medula óssea do mieloma múltiplo.

A interação entre os plasmócitos tumorais e as células do estroma da medula óssea é mediada por molé-
culas de adesão celular, como a VCAM-1 (vascular-cell adhesion molecule 1) e a VLA-4 (very-late antigen 4). 
Esta interação aumenta a produção de fatores de crescimento e citocinas com atividade angiogénica, 
como a Interleucina-6 (IL-6) e o VEGF (vascular endotelial growth factor), que estimulam os plasmócitos 
e a angiogénese. O aumento da osteoclestogénese é devido a um desequilíbrio no ratio entre o RANK 
(receptor activator of nuclear factor kB) e a OPG (esteoprotegerina), como resultado da produção aumen-
tada do ligando do RANK e da produção diminuída da OPG. Os osteoclastos que são ativados por células 
do estroma, podem também manter a angiogénese secretando osteopontina. A osteoblastogénese está 
diminuída pela produção de DKK1 (dikkhopf homolog 1) pelos plasmócitos tumorais. CCR1 - Chemokine 
receptor 1. MUC-1 - Mucina 1. IGF-1 - fator de crescimento insulina-like 1. ICAM-1 - intercellular adhesion 
molecule. (Adaptado de Palumbo & Anderson, 2011b).

FIGURA 9
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–  A via RANK/RANKL

A via de sinalização RANK/RANKL constitui um componente fundamental da remo-

delação óssea, normal ou maligna. O RANK é um recetor de sinalização transmem-

branar, membro da superfamília de recetores do TNF e encontrado na superfície 

de precursores de osteoclastos. O RANKL é expresso como uma proteína ligada 

à membrana nas BMSC e dos osteoblastos e secretado por linfócitos ativados. 

A sua expressão é induzida por citocinas que estimulam a reabsorção óssea, como 

a paratormona, a 1,25-(OH)2D3 e as prostaglandinas. O RANKL liga-se ao recetor 

RANK nos precursores osteoclásticos e induz a formação de osteoclastos. O RANK 

induz a reabsorção óssea e o aumento da sobrevivência dos osteoclastos, através 

da via do NF-kB e da via cinase Jun-terminal (Hsu et al., 1999).

A OPG é um recetor decoy solúvel para o RANKL, produzida por osteoblastos 

e é um membro da superfamília de recetores do TNF que bloqueia as intera-

ções do RANKL com o RANK, limitando a osteoclastogénese.  Nos indivíduos 

normais, o ratio RANKL/OPG é muito reduzido (Roux et al., 2002). Pearse et 

al. (2001) foram os primeiros a demonstrar que que a expressão de RANKL se 

encontrava aumentada em biopsias de medula óssea de doentes com MM, 

enquanto a expressão de OPG se apresentava reduzida (Pearse et al., 2001). 

Terpos et al. (2003) evidenciaram que os níveis circulantes de OPG e de RANKL 

se correlacionavam com a atividade do MM, a gravidade da doença óssea e 

o prognóstico desfavorável (Terpos et al., 2003). Diversos estudos mostraram 

que o bloqueio do RANKL, quer pela forma solúvel do recetor RANK, quer pela 

OPG, minimiza a destruição óssea e a massa tumoral. Os próprios plasmócitos 

tumorais também expressam RANKL, o que contribui para exacerbar o processo 

de destruição óssea. 

Estas interações bidirecionais perturbam a dinâmica hematopoiética normal, induzem 

destruição osteolítica, estimulam a angiogénese e contribuem para a resistência 

às terapêuticas convencionais (Nimmanapalli et al., 2008). A produção por parte 

das BMSC de proteínas da matriz e de fatores como a fibronectina (Landowski 

et al., 2003), o IGF-1 (Mitsiades et al., 2004), o SDF 1α (stromal-cell-derived 

factor-1a) (Hideshima et al., 2002a), o TNFα, o VEGF, a família de fatores ativadores 

de células B (BAFF) e um ligando indutor de proliferação (APRIL), todos estimulam 

a proliferação dos plasmócitos no MM, assim como a resistência à quimioterapia 

convencional. Estes achados foram cruciais para o desenvolvimento dos fármacos 

aprovados nos últimos anos, como o bortezomib e a lenalidomida, que exercem 

também os seus efeitos anti-MM através do bloqueio das interações entre os 

plasmócitos malignos e algumas das outras células do microambiente tumoral 

(Anderson, 2007; Hideshima et al., 2007).
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–   A Interleucina-6 e o VEGF

A IL-6 é, desde há longa data, reconhecida como um fator proliferativo para os 

plasmócitos, mas não está ainda claramente demonstrado se os níveis de IL-6 

se correlacionam com o estado da doença (Solary et al., 1992). Os níveis de IL-6 

encontram-se elevados nos doentes com MM com lesões osteolíticas, em compa-

ração com os doentes com MM sem doença óssea, assim como em doentes com 

MGUS (Sati et al., 1998). A maioria dos estudos apoia a hipótese de que a IL-6 

é produzida maioritariamente por BMSC e por osteoclastos, através da interação 

com os plasmócitos neoplásicos (secreção parácrina), mais do que pelos próprios 

plasmócitos (secreção autócrina). A produção de IL-6 encontra-se aumentada nos 

plasmócitos neoplásicos por ativação do CD40 (Urashima et al., 1995) e nas BMSC 

por adesão destas aos plasmócitos tumorais ou por citocinas, como o TNFα, o 

VEGF e a IL-1β  (Hideshima et al., 2001a; Dankbar et al., 2000; Gupta et al., 2001). 

A produção aumentada de IL-6 por osteoblastos foi também descrita em culturas 

de osteoblastos humanos com plasmócitos tumorais (Karadag et al., 2000). 

Os plasmócitos CD45+ foram identificados como os que respondem à IL-6 (Ishikawa 

et al., 2003). A IL-6 liga-se à gp80 (CD80, IL6R) expressa na maioria dos plasmó-

citos tumorais de doentes com MM e induz a fosforilação e a homodimerização 

da gp130 (Matsuda et al., 1995). A fosforilação desta proteína, por sua vez, ativa 

as vias de sinalização RAS/RAF/MAPK, MEK/ERK, JAK/STAT e PI3-K/AKT e induz o 

crescimento e a sobrevivência dos plasmócitos neoplásicos, assim como a resis-

tência à terapêutica no MM (Neumann et al., 1996; Tu et al., 2000; Hideshima 

et al., 2001b).

O VEGF é produzido pelas BMSC e pelos plasmócitos neoplásicos e contribui para 

a angiogénese aumentada, observada na medula óssea dos doentes com MM 

(Rajkumar & Greipp, 2001). O VEGF estimula a fosforilação de Flt-1e a ativação das 

vias de sinalização MEK/ERK e PI3-K/PKCα nos plasmócitos de doentes com MM, 

promovendo a proliferação e a migração, respetivamente (Podar et al., 2001b). 

Estes efeitos diretos do VEGF nos plasmócitos tumorais e na angigénese da medula 

óssea fundamentou o desenvolvimento de moléculas inibitórias do recetor do VEGF 

(Podar et al., 2004).

–  O NF-kB, o IGF-1 e o SDF-1a

A ligação dos plasmócitos tumorais às BMSC induz a ativação do NF-kB e aumenta 

a transcrição e a secreção de IL-6 nestas células. Por outro lado, a inibição espe-

cífica do NF-kB pela cinase IkB (IKK) reduz a secreção constitutiva ou induzida de 

IL-6 (Hideshima et al., 2002b). 
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Os fatores de transcrição da família Rel/NF-kB desempenham um papel crucial na 

patogénese do MM, como já anteriormente descrito (Kyle & Rajkumar, 2008b; Karin, 

2006). De facto, a ativação excessiva deste fator de transcrição observada no MM 

acentua-se ainda mais em resposta a alguns estímulos presentes no microambiente 

da medula óssea (Keats et al., 2007; Annunziata et al., 2007; Bharti et al., 2004; 

Mitsiades et al., 2002). Por exemplo, a adesão de linhas celulares de MM à fibro-

nectina resulta numa ligação aumentada do NF-kB ao DNA e correlaciona-se com 

um aumento da expressão deste factor de transcrição (Landowski et al., 2003).

Outros fatores ativadores bem conhecidos do NF-kB incluem o TNFα, a IL-1β, o 

BAFF e o APRIL, todos presentes na medula óssea (Hideshima et al., 2007). Conse-

quentemente, as vias de sinalização PI3K/AKT, MEK/ERK, JAK/STAT e NF-kB são 

ativadas, promovendo a progressão ao longo do ciclo celular, inibindo a apoptose 

e conduzindo à produção de outros fatores que suportam o crescimento e a sobre-

vivência dos plasmócitos clonais no MM (Smith et al., 2010).

O IGF-1, que é secretado para o microambiente da medula óssea, induz a ativação 

do NF-kB nas células de MM e a inibição da ligação do IGF-1 ao seu recetor desen-

cadeia a apoptose destas células (Mitsiades et al., 2004). O IGF-1 desencadeia a 

fosforilação de FKHR (forkhead transcription factor), aumenta a expressão intra-

celular de proteínas antiapoptóticas, incluindo a proteína inibitória FLICE (FADD-

like interleukin-1beta-converting enzyme), a survivina e a XIAP (X-linked IAP), ao 

mesmo tempo que aumenta a atividade de telomerase através da indução das vias 

de sinalização PI3-K/AKT/NF-kB (Akiyama et al., 2002).

O SDF-1α é o ligando do recetor de quimocinas CXCR4 e está presente na superfície 

das BM 5C, enquanto o CXCR4 é expresso nos plasmócitos tumorais. Tal como o 

IGF-1, induz a ativação transitória do NF-kB. O SDF-1α é responsável pela adesão 

dos plasmócitos tumorais, mediada pelo VLA-4, ao microambiente da medula óssea, 

(Sanz-Rodríguez et al., 2001) ao mesmo tempo que induz proliferação, migração 

e resistência à apoptose induzida por dexametasona, através da ativação das vias 

de sinalização ERK, PI3-K/AKT e NF-kB, respetivamente. O SDF-1α também induz 

a secreção de IL-6 e VEGF pelas BMSC, o que contribui para o crescimento das 

células tumorais e para a resistência à terapêutica (Hideshima et al., 2002a).

–  A via WNT

A atividade aumentada dos osteoclastos, associa-se a uma acividade significativa-

mente reduzida, ou mesmo ausente, dos osteoblastos nos doentes com MM, uma 

vez que não se observa regeneração óssea nas lesões líticas ou na sua proximidade. 
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Com efeito, estudos histomorfométricos revelaram que existe uma descoordenação 

entre a reabsorção óssea marcadamente aumentada e a formação de osso quase 

inexistente. Estes factos foram confirmados pela demonstração de níveis séricos 

muito reduzidos de marcadores de formação de osso, como a fosfatase alcalina e a 

osteocalcina em doentes com MM e lesões osteolíticas (Hjorth-Hansen et al., 1999). 

Foi sugerido que, no microambiente da medula óssea de doentes com MM, o elevado 

nível de citocinas e a interação física entre os plasmócitos tumorais e os osteo-

blastos conduzisse à apoptose acelerada destes e aos defeitos na formação de osso. 

De facto, Silvestris et al. demonstraram que os osteoblastos sofrem apoptose 

imediata na presença de plasmócitos tumorais de doentes com doença óssea 

extensa (Silvestris et al., 2004). Um outro estudo mostrou que os plasmócitos 

tumorais produzem a proteína DKK1, um inibidor da via de sinalização WNT, 

crucial para a diferenciação osteoblástica. Foi ainda observado no mesmo estudo 

que os níveis de expressão do gene DKK1 se correlacionavam com o aumento 

da osteoclastogénese e com a extensão da doença óssea (Tian et al., 2003). 

A via de sinalização WNT nos osteoblastos aumenta a expressão de OPG (Glass 

et al., 2005) e reduz a expressão de RANKL (Spencer et al., 2006), sugerindo 

um possível mecanismo através do qual a inibição da sinalização WNT nos 

osteoblastos aumentaria indiretamente a osteoclastogénese (Roodman, 2010). 

A formação e diferenciação dos osteoblastos a partir das células mesenquimatosas 

requer a atividade do fator transcripcional Runx2/Cbfa1, cuja função se encontra 

inibida em doentes com MM e doença óssea. Com efeito, foi demonstrado que a 

IL-7 bloqueia a atividade deste fator transcripcional e a expressão de marcadores 

osteoblásticos nas células osteoprogenitoras, o que também contribui para a 

osteoclastogénese (Giuliani et al., 2005) (Toscani et al., 2015).

1.4.4.  O papel do proteasoma no mieloma múltiplo

Em 1991, Paul Jensen e William Fenical do Scripps Institution of Oceanography 

na Universidade de San Diego, descobriram a Salinispora trópica em sedimentos 

oceânicos das Bahamas, que veio a revelar-se uma “fábrica” de compostos muito 

promissores, nomeadamente um, designado por salinosporamida A. Este composto, 

assim como outras β-lactamases de origem bacteriana, é um potente inibidor do 

proteasoma, que causa a apoptose das células neoplásicas e inibe o crescimento 

tumoral.



29

O funcionamento celular normal envolve o processamento de proteínas com 

funções importantes na regulação do ciclo celular, no crescimento da célula e na 

apoptose. Os proteasomas são proteases multiméricas e multicatalíticas responsáveis 

pela principal via não lisossómica de degradação de proteínas intracelulares, pelo 

que se tornou num alvo importante da terapêutica antineoplásica. O proteasoma 

atua em articulação com uma proteína marcadora ubíqua, denominada ubiqui-

tina, constituindo a via ubiquitina-proteasoma. Esta via modula a degradação das 

proteínas desnaturadas, oxidadas ou danificadas, que já não são necessárias nas 

células, enquanto as proteínas extracelulares ou transmembranares são degradadas 

pela via agresoma/lisosoma (Chari et al., 2010). Foi, igualmente, demonstrado que 

a via ubiquitina-proteasoma desempenha um papel regulador chave no controlo 

dos níveis intracelulares de uma ampla gama de proteínas, incluindo as proteínas 

envolvidas na ativação da transcrição e na sinalização celular (como as ciclinas 

A, B, C, E, as proteínas P21, P27 e P53 ou o NF-kB), mantendo a homeostase 

intracelular. Os proteasomas são, assim, componentes chave de numerosas vias 

biológicas, incluindo as relacionadas com o desenvolvimento e a progressão dos 

tumores (Mani & Gelmann, 2005).

O proteasoma 26S é um complexo enzimático de grandes dimensões, presente 

no citoplasma e no núcleo de todas as células eucarióticas, constituído por uma 

subunidade catalítica 20S ligada simetricamente a duas cópias da subunidade 

reguladora 19S (Figura 10).

A subunidade 19S é responsável pelo reconhecimento das proteínas ubiqui-

tinadas, reciclagem da ubiquitina e desnaturação dos substratos proteicos. O 

núcleo 20S integra as funções enzimáticas de protease do proteasoma (Nuss-

baum et al., 1998; Myung et al., 2001; Adams, 2004). Este núcleo 20S é um 

cilindro composto por quatro anéis proteicos sobrepostos: dois anéis alfa, com 

papel estrutural e dois anéis beta que compreendem o núcleo catalítico do 

proteasoma. Os dois anéis beta internos e os dois anéis alfa externos, estão 

organizados de forma α7β7β7α7. Os dois anéis beta contêm cada um três 

subunidades (β1, β2 e β5) que correspondem a locais proteolíticos ativos, 

um com atividade de tipo quimotripsina (β5), outro tipo tripsina (β2) e uma 

protease pós-glutamílica (β1), para um total de seis locais de proteólise ativa 

no interior do núcleo do proteasoma (Myung et al., 2001; Adams, 2003). 

A inibição da atividade de tipo quimotripsina é suficiente para bloquear 

toda a atividade catalítica do proteasoma (Kisselev et al., 1999; Bech-Otschir 

et al., 2009). 

Para que uma proteína seja degradada no proteasoma, tem que ser previamente 

ubiquitinada. Esta sinalização para a destruição envolve a conjugação com uma 
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ubiquitina (polipéptido com 76 aminoácidos), através de ligação covalente desta 

aos resíduos de lisina da proteína alvo. A extremidade reguladora do proteasoma 

19S liga-se à cadeia de poliubiquitina, desnatura a proteína numa reação que 

consome ATP, catalisada pelas 6 ATPases localizadas na base da subunidade 19S e 

direciona-a para o núcleo proteolítico do proteasoma (Orlowski et al., 2002).

As proteínas selecionadas para degradação pela via ubiquitina-proteasoma são 

modificadas por ligação covalente a cadeias multiubiquitina, através de um processo 

enzimático em três passos, altamente controlado, que envolve uma enzima ativa-

dora da ubiquitina (E1), uma enzima conjugadora da ubiquitina (E2) e uma enzima 

ubiquitina-ligase (E3). A enzima ativadora da ubiquitina (E1) é a primeira enzima 

envolvida na regulação da ubiquitinação. Esta enzima utiliza energia da adenosina 

trifosfato (ATP) para ativar a ubiquitina, para que esta se possa ligar a proteínas 

destinadas à degradação pelo proteasoma (Myung et al., 2001).

Contudo, antes que a ubiquitina ativada se ligue a uma proteína alvo, terá que 

ser transferida da enzima E1 para uma das dezenas de enzimas ubiquitina conju-

gase já identificadas (E2). A ubiquitina ligase, ou enzima E3, reconhece e liga-se 

a uma proteína alvo específica e cataliza a transferência da ubiquitina ativada da 

E2 para o alvo, diretamente ou através de um intermediário com alta energia. 

Até à data, foram identificadas mais de uma centena de enzimas E3 específicas; 

Estrutura do proteasoma 26S.

O proteasoma 26S é constituído por duas subunidades reguladoras 19S (ou “Cap”), dispostas nas extre-
midades e um “core” catalítico 20S, que engloba um sistema interno de câmaras onde as proteínas 
ubiquitinadas (representadas por uma cadeia de poliubiquitina a verde) sofrem degradação (Adaptado 
de http://walz.med.harvard.edu).

FIGURA 10
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é esta diversidade de ubiquitina ligases E3, associada às suas interações limitadas 

a proteínas alvo, que confere especificidade à via ubiquitina-proteasoma (Myung 

et al., 2001; Kisselev et al., 1999). As cadeias de poli-ubiquitina formam-se através 

de ligação de moléculas adicionais aos resíduos de lisina das moléculas de ubiquitina 

previamente conjugadas (Myung et al., 2001). As proteínas marcadas por cadeias 

de poli-ubiquitina são degradadas pelo proteasoma em cadeias de péptidos com 

comprimento que variam entre três e 22 aminoácidos (Nussbaum et al., 1998; 

Myung et al., 2001).

O bloqueio da via de degradação proteasómica resulta na acumulação de proteínas 

desnecessárias e na morte celular. Como as células tumorais apresentam uma taxa 

de proliferação muito superior à das células normais, a sua taxa de síntese e de 

degradação proteicas é também superior. Este conceito conduziu ao desenvolvi-

mento de inibidores do proteasoma como estratégias terapêuticas bem sucedidas em 

patologias hemato-oncológicas, em particular no MM (Chauhan et al., 2005).

1.4.5.	Alterações epigenéticas no mieloma múltiplo – conceitos 
gerais

“We are not our genes. Genes are just part of the story. We cannot fully blame our 

genome for our behaviour and susceptibility to disease.”(Esteller, 2008)

Lehninger encontra uma definição mais precisa: “We are our proteins (and our 

carbohydrates, fat, and so on)”, que se foca no dogma central da biologia mole-

cular, de que as nossas proteínas são geradas a partir do nosso DNA através de um 

RNA intermediário. Contudo, algumas moléculas de RNA não codificam proteínas e 

desenvolveram funções celulares muito específicas e fundamentais para a homeos-

tase da célula. De facto, o nosso legado genético, baseado na sequência de pares 

de nucleótidos não é suficiente para explicar a funcionalidade das nossas células, 

as suas alterações na génese e na progressão das neoplasias malignas e de outras 

doenças complexas ou as características da nossa espécie. Precisamos de algo 

mais. Parte dessa explicação é dada pela epigenética (Esteller, 2008; Jeltsch, 2011). 

O termo epigenética foi estabelecido em 1942 por Conrad Waddington e definido, 

na altura, como “the branch of biology which studies the causal interactions between 

genes and their products which bring the phenotype into being” (Jablonka & Lamb, 

2002). A epigenética refere-se a modificações químicas dinâmicas que ocorrem 

no nosso DNA e a sua subsequente associação com proteínas reguladoras, sem 

interferência na sequência de nucleótidos.
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Inicialmente, a epigenética referia-se ao estudo da forma como os genes se expres-

savam e manifestavam. Mais recentemente, o conceito da epigenética centra-se 

nos mecanismos através dos quais as células se tornam comprometidas com uma 

função particular e através dos quais o estado funcional e estrutural é transmitido 

a linhas celulares futuras. A epigenética moderna é importante não só pelo seu 

interesse prático para a medicina, agricultura e conservação das espécies, mas 

também pelas suas implicações na forma como entendemos a hereditariedade e 

a evolução (Jablonka & Lamb, 2002). 

Esteller define atualmente a epigenética como “the inheritance of DNA activity that 

does not depend on the naked DNA sequence” (Esteller, 2008). Ainda que muitas 

sejam as definições propostas, a que parece mais consensual descreve-a como “as 

alterações hereditárias coletivas no fenótipo devidas a processos independentes 

da sequência primária de DNA”. Esta hereditariedade da informação epigenética 

parecia estar limitada às divisões celulares. Contudo, torna-se agora evidente que 

os processos epigenéticos podem ser transferidos em organismos de uma geração 

para outra. Este fenómeno foi inicialmente descrito em plantas, posteriormente em 

leveduras, drosophila, ratinhos e, possivelmente, também ocorrerá em humanos 

(Jeltsch, 2011). Em particular, o reconhecimento de que existem sistemas hereditários 

epigenéticos através dos quais variações não relacionadas com o DNA possam ser 

transmitidas a linhas celulares subsequentes amplia a noção de hereditariedade e 

desafia o conceito neo-Darwiniano centrado na genética (Jablonka & Lamb, 2002). 

Os processos epigenéticos ocorrem em diversos organismos e controlam múltiplas 

funções biológicas que incluem a regeneração de tecidos e órgãos, a inativação do 

cromossoma X, a diferenciação de células estaminais, o imprinting genómico ou o 

envelhecimento. As alterações epigenéticas estão associadas a muitas patologias, 

nomeadamente neoplasias malignas, doenças endócrinas e do sistema nervoso ou 

distúrbios do sistema imunitário (Jeltsch, 2011).

Por todos estes motivos, a epigenética é uma das áreas em expansão mais promis-

soras do cenário atual da investigação biomédica (Jeltsch, 2011), com extensão 

gradual não só às neoplasias malignas mais prevalentes, assim como a outras 

patologias, nomeadamente doenças autoimunes e neurológicas. Com efeito, 

o interesse na epigenética tem vindo a aumentar nos últimos anos em todos 

os domínios biomédicos. Inicialmente restrito à investigação na área do cancro, 

com o conhecimento da hipometilação global do genoma na década de 1980, o 

interesse cresce com a identificação da hipermetilação dos ilhéus CpG nos genes 

supressores tumorais na década de 1990, seguida pela aprovação pela FDA (Food 

and Drug Administration) de fármacos hipometilantes do DNA e de inibidores das 

desacetilases das histonas no início do século XXI (Esteller, 2011).
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Os tumores malignos foram tradicionalmente considerados doenças genéticas 

resultantes da acumulação de múltiplas mutações em oncogenes e genes supres-

sores tumorais, que conduziam à perturbação das suas funções. Nos últimos 

anos, os mecanismos epigenéticos que afetam diretamente a expressão dos 

genes, a organização e/ou a estabilidade genómica sem alterações na sequência 

primária de bases do DNA são consistentemente reconhecidos como desem-

penhando um papel crucial na transformação maligna das células (Baylin and 

Jones 2011; Dawson and Kouzarides 2012; Sandoval and Esteller 2012; You 

and Jones 2012). 

De facto, o contributo da epigenética para o desenvolvimento e a progressão das 

neoplasias parece ser tão relevante quanto o das alterações genéticas, interagindo 

de forma estreita na sua patogénese (Lopez et al., 2009) (Esteller, 2007). Enquanto 

as anomalias genéticas que contribuem para o desenvolvimento de tumores, como 

a perda ou o ganho de funções de determinados genes, é facilmente interpretada, o 

papel das alterações epigenéticas afigura-se muito mais complexo e, até ao presente, 

não inteiramente compreendido. O reconhecimento de que a carcinogénese envolve 

alterações genéticas e epigenéticas conduziu a uma melhor compreensão das vias 

moleculares que regulam o desenvolvimento dos tumores e a uma melhoria no diag-

nóstico e na definição de biomarcadores importantes no prognóstico de vários tipos 

de neoplasias. A epigenética parece ter um papel central nas neoplasias ao nível da 

evolução clonal; de facto, os tumores humanos sofrem alterações adaptativas ao 

longo da sua história natural, podendo metastizar para locais distintos, criar neovasos 

e eliminar os seus metabolitos. Podem, igualmente, modificar-se em resposta a um 

tratamento com fármacos, hormonas ou radiação. Neste contexto, o estudo dos 

mecanismos de regulação epigenética e da sua reversibilidade resultou, ainda, na 

identificação de novos alvos que poderão ser úteis para o desenvolvimento de novas 

estratégias de prevenção e tratamento do cancro (Baylin, 2008). O cenário futuro 

afigura-se ainda mais fascinante com o crescente conhecimento dos epigenomas 

de muitas neoplasias humanas que irão constituir a base de novos fármacos e de 

melhores biomarcadores, abrindo caminho a estratégias diagnósticas, prognósticas 

e terapêuticas inovadoras (Esteller, 2011; Laird, 2003).

A reversibilidade das alterações epigenéticas sob determinadas circunstâncias, 

torna estas alterações num ponto frágil dos mecanismos de defesa das células 

neoplásicas, uma vez que os genes supressores tumorais hipermetilados podem 

ser reativados e exercer as suas funções normais inibitórias do crescimento. 

Duas classes de fármacos desenvolvidos com base na epigenética, agentes hipome-

tilantes do DNA e inibidores das histonas desacetilades, surgiram como promissores 

nesta área (Esteller, 2008). 
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As alterações epigenéticas mais estudadas incluem a adição de um grupo metil 

ao DNA, as modificações pós-tradução das histonas e a regulação dependente de 

microRNAs (Figura 11). Os epigeneticistas descreveram ainda outros mecanismos 

que envolvem a formação de estruturas de alta resolução como os complexos 

DNA-histonas, o posicionamento dos nucleossomas e a atividade de muitos RNAs 

não codificantes (Melo & Esteller, 2011).

1.4.5.1. A metilação do DNA e as modificações das histonas

A metilação do DNA desempenha um papel fundamental no controlo da atividade 

dos genes e na arquitetura nuclear. Na maioria dos eucariotas e, concretamente, 

nos seres humanos, a metilação do DNA, o processo epigenético mais estudado, 

consiste na transferência de um grupo metil (-CH3) a partir da S-adenosilmetionina 

(SAM) para o carbono-5 da citosina localizada em determinados dinucleótidos CpG 

(citosinas que precedem guaninas). Esta reação de transferência é catalizada por 

A metilação do DNA (A) e as modificações das histonas (B) como os principais moduladores 
epigenéticos.

FIGURA 11
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DNA-metiltransferases (DNMTs). As três principais DNMTs, presentes em mamíferos, 

são a DNMT1, a DNMT3A e a DNMT3B. A DNMT1 é responsável pela manutenção 

da metilação que ocorre durante cada divisão celular quando o DNA é duplicado. 

As outras DNMTs, 3A e 3B, têm atividade na metilação de novo, quando novas 

5-metilcitosinas são introduzidas no genoma em locais não previamente metilados 

(Chen et al., 2012a; Okano et al., 1999). Estes dinucleótidos CpG não se encon-

tram dispersos aleatoriamente no genoma; pelo contrário, estão preferencial-

mente localizados em determinadas sequências do DNA, conhecidas como ilhéus 

CpG. Estes ilhéus CpG estão associados à região reguladora 5’ de muitos genes 

e encontram-se predominantemente não metilados em células normais (Deaton 

& Bird, 2011) (Figura 11). Este estado de não metilação permite aos genes que 

contêm ilhéus CpG serem transcritos na presença de ativadores transcripcionais 

específicos. Contudo, existe um subgrupo de ilhéus CpG em regiões promotoras 

de alguns genes que se encontram fortemente metilados e estes estão associados 

a “tissue-specific and germline-specific genes, imprinted genes” (isto é, genes 

que são expressos apenas a partir de uma cópia, de origem materna ou paterna e 

genes que sofrem inativação do cromossoma X em indivíduos do sexo feminino). 

Além destas, as sequências genómicas repetitivas também se encontram, de um 

modo geral, fortemente metiladas. A manutenção do estado de metilação poderá 

ter um papel importante na proteção da integridade cromossómica, prevenindo 

a sua instabilidade. A metilação do DNA não é um marcador epigenético isolado; 

encontra-se frequentemente associado a modificações químicas da terminação 

N das histonas. Estas proteínas armazenam informação epigenética através de 

um conjunto complexo de modificações pós-tradução, como acetilação da lisina, 

metilação da arginina e da lisina e fosforilação da serina. Foi proposto que padrões 

distintos de modificações presentes na terminação das histonas forme um código 

hereditário associado a estas, fundamental para a atividade dos genes, “the histone 

code” (Esteller, 2008).

As anomalias epigenéticas são uma característica das neoplasias humanas. 

A redução da metilação global do DNA foi a primeira alteração epigenética descrita 

em tumores humanos, como anteriormente mencionado. Esta redução resulta da 

hipometilação de sequências repetitivas e desmetilação de regiões codificantes e 

introns de determinados genes. A hipometilação global do DNA contribui para a 

origem das células neoplásicas através da geração de instabilidade cromossómica, 

reativação de elementos transposable e perda de imprinting. Paradoxalmente, 

existem outras áreas do DNA que se encontram hipermetiladas, como os ilhéus 

CpG das regiões promotoras de muitos genes supressores tumorais, conduzindo 

à inativação destes (Esteller, 2008). 
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A célula neoplásica tem uma capacidade limitada para sofrer alterações genéticas 

rápidas de forma a conseguir adaptar-se a um microambiente hostil. No entanto, 

a seleção de células neoplásicas é permitida com a produção de “células adap-

tadas”, através de alterações epigenéticas rápidas e aleatórias. Cerca de 48 horas 

após um estímulo externo, os padrões de metilação do DNA e de modificações 

das histonas das células transformadas podem ser completamente alterados. 

O exemplo clássico é o que ocorre no glioma, com a metilação do DNA associada 

à inativação da enzima de reparação do DNA, a 6-metilguanina DNA metiltrans-

ferase, que é preditiva de uma boa resposta à quimioterapia. No entanto, após 

o início da terapêutica, o tumor pode evoluir, selecionando as células que não se 

encontram metiladas no gene desta enzima, originando quimiorresistência numa 

base puramente epigenética (Esteller et al., 1999).

Os micro RNAs com funções supressoras tumorais são igualmente silenciados nas 

células neoplásicas por hipermetilação do DNA. Os tumores humanos podem 

apresentar modificações nas histonas, como é o caso das leucemias, onde foram 

identificadas translocações que envolvem genes que codificam acetiltransferases 

e metiltransferases das histonas (Chuang & Jones, 2007; Sato et al., 2011). 

1.4.5.2. A metilação do DNA no mieloma múltiplo

É hoje largamente aceite pela comunidade científica o conceito de que as anoma-

lias epigenéticas são fundamentais para a iniciação e progressão do MM (Baylin & 

Jones, 2011; Maes et al., 2013a; Smith et al., 2010).

Os estudos acerca do perfil global de metilação do DNA revelaram que a hipo-

metilação ocorre como um evento precoce na patogénese do MM e que o nível 

de hipometilação aumenta com a progressão desta patologia, enquanto a hiper-

metilação parece ser um evento raro (Salhia et al., 2010). Contudo, ainda que 

rara, a hipermetilação de alguns genes parece associar-se à progressão de MGUS 

para MM e para leucemia de plasmócitos (Walker et al., 2011). Com base nestes 

dados, múltiplos estudos foram desenvolvidos em linhas celulares e em amostras 

primárias de MM e concluíram que a metilação aberrante em loci específicos de 

diversos genes se associava a um prognóstico desfavorável nos doentes com MM; 

os genes estudados incluíram o SPARC, o BNIP3 (Heller et al., 2008), o DAPK, o 

RARβ (Braggio et al., 2010b), o EGLN3 (Hatzimichael et al., 2010), o DLC-1 (Song 

et al., 2006), o CDH-1 (Seidl et al., 2004), o TGFβR2 (de Carvalho et al., 2009) e o 

p16 (Galm et al., 2004). Outro estudo propôs que a metilação dos genes p53, p15, 

p16 e ARF seria um evento precoce na patogénese do MM, uma vez que a hiper-

metilação em amostras de doentes com MGUS e com MM se mostrou sobreponível. 
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Principais genes metilados no mieloma múltiplo TABELA 1

Ao invés, a metilação do gene SOCS-1 estava presente em significativamente mais 

amostras de MM do que de MGUS, sugerindo um envolvimento na progressão de 

MGUS para MM (Stanganelli et al., 2010). Um outro estudo demonstrou, ainda, 

que a hipermetilação do gene RASD1 foi associado à resistência à dexametasona 

(Nojima et al., 2009).

Todos estes dados realçam a importância da hipermetilação de genes no MM (Tabela 1). 

Contudo, os mecanismos moleculares subjacentes ao prognóstico desfavorável 

associado à hipermetilação de determinados genes permanecem grandemente 

desconhecidos. De acordo com alguns autores, parecem estar relacionados com uma 

expressão ou atividade alteradas das enzimas DNMTs (Sharma et al., 2010a).

(cont.)
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A hipermetilação frequente dos ilhéus CpG nas regiões promotoras de genes 

envolvidos na regulação do ciclo celular, da morte celular e da disseminação, 

com consequente silenciamento destes, confere aos plasmócitos neoplásicos uma 

vantagem em termos de crescimento e de sobrevivência, o que contribui para a 

progressão do MM (Galm et al., 2004).

1.4.5.2.1. Etiologia da metilação aberrante do DNA no mieloma múltiplo

A etilogia subjacente às alterações na metilação do DNA no MM não se encontra 

totalmente esclarecida; diversos estudos associaram a hiper e a hipometilação a 

alterações na atividade das DNMTs. Os padrões de metilação do DNA são deter-

minados durante a embriogénese pelas três DNMTs ativas: a DNMT1, a DNMT3A 

e a DNMT3B. Como referido, a DNMT1 atua maioritariamnete no DNA hemime-

tilado e é importante na manutenção da metilação do DNA durante a replicação 

(Bacolla et al., 2001). A DNMT3A e a DNMT3B são responsáveis pela metilação de 

novo observada nos embriões precoces e, assim, desempenham um papel funda-

mental no desenvolvimento e nos estados de doença (Okano et al., 1999). Foi 

demonstrado que as DNMTs se encontram hipo ou hiperexpressas em numerosos 

tumores; concretamente, a DNMT1 encontra-se hiperexpressa no MM. Alguns 

autores evidenciaram que a IL-6 induz a ativação de STAT3, iniciando a transcrição 

do fator transcripcional FLI-1 (friend leukemia integration-site 1) que, por sua vez, 

aumenta a expressão de DNMT1. Um aumento da IL-6 no MM, associada a um 

aumento na DNMT1, pode contribuir para a etiologia da hipermetilação de alguns 

genes observada no MM (Hodge et al., 2005).

(cont.)
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1.4.5.2.2. Metilação dos genes p15 e p16

Os genes p15 (INK4B) e p16 (INK4A) encontram-se frequentemente metilados no 

MM, como se observa na Tabela 1. Estes genes são membros da família INK4 de 

inibidores das cinases dependentes da ciclina (CDKIs) e, como reguladores do ciclo 

celular, inibem a progressão da fase G1. O gene p15 está localizado a 25 kb do 

gene p16 no local 9p21 e a proteína P15 partilha áreas significativas de sequências 

homólogas de aminoácidos com a P16, um alvo fundamental na carcinogénese 

(Hannon & Beach, 1994; Liggett & Sidransky, 1998). A metilação da região promo-

tora de p15 e de p16, associada ao silenciamento destes genes, causa a ativação 

do ciclo celular através da hiperexpressão das CDKs 4 e 6, o que resulta na proli-

feração de plasmócitos e na progressão do MM. O gene p16 encontra-se metilado 

em 7-53% dos doentes com MM (Chim et al., 2007b; Galm et al., 2004; Chim 

et al., 2007a; Braggio et al., 2010a; Seidl et al., 2004; Stanganelli et al., 2010).

A inativação de p16 é mais frequentemente encontrada no contexto de hiper-

metilação, uma vez que as delecções e as mutações deste gene são raramente 

observadas. Ainda que alguns estudos apresentem resultados contraditórios, o p16 

foi consistentemente associado à patogénese do MM. Foi, ainda, demonstrado 

que os doentes com o gene p16 metilado apresentavam cerca de três vezes mais 

plasmócitos em fase S do que os doentes sem metilação deste gene, confirmando 

as suas funções supressoras tumorais (Mateos et al., 2002, 2001). Com base no 

aumento significativo da metilação dos ilhéus CpG no MM quando comparado com 

o MGUS, o silenciamento de p16 foi também associado à progressão de MGUS 

para MM. Diversos estudos encontraram uma associação entre o silenciamento 

do gene p16 e uma redução na sobrevivência global, assim como níveis séricos 

elevados de B2M e de proteína C reativa, marcadores de prognóstico desfavorável 

(Galm et al., 2004; Gonzalez-Paz et al., 2007; Mateos et al., 2002).

1.4.5.2.3. Metilação do gene DAPK (Death-Associated Protein Kinase)

A DAPK é uma cinase de serina/treonina regulada por cálcio/calmodulina com 

funções pró-apoptóticas. O gene DAPK encontra-se metilado em proporções muito 

variáveis nos doentes com MM (5 a 77%), como demonstrado em diversos estudos 

(Chim et al., 2007b; Galm et al., 2004; Chim et al., 2007a; Braggio et al., 2010a; 

Seidl et al., 2004). A metilação DAPK foi observada numa frequência semelhante 

em doentes com MM e MGUS (Chim et al., 2007b; Braggio et al., 2010a). Chim 

et al. demonstraram piores respostas à terapêutica e reduzida sobrevivência global 

em doentes com hipermetilação de DAPK (Chim et al., 2007c).
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1.4.5.3. As modificações das histonas no mieloma múltiplo

Nos eucariotas, a cromatina é constituída por múltiplos nucleossomas, que consistem 

num octâmero de histonas, envolvido por duas voltas superhelicoidais de DNA 

(Shukla et al., 2008). As principais histonas estão representadas por um grupo de 

genes que codificam variantes de sequências primárias monoalélicas (Wolffe & 

Pruss, 1996; Malik & Henikoff, 2003).

As suas propriedades biofísicas distintas alteram a arquitetura dos nucleossomas, 

regulando a ativação ou repressão da transcrição, da replicação e da recombinação. 

As caudas terminais N e C das histonas constituem uma superfície de exposição 

para potenciais modificações, incluindo acetilação, fosforilação, metilação, ubiquiti-

nação ou sumoilação em diferentes resíduos de aminoácidos, mais frequentemente 

lisina, arginina e serina. Estas são as modificações que vão construir o código das 

histonas e permitir a ativação ou o silenciamento de genes. As enzimas que vão 

mediar as modificações da cromatina incluem as acetiltransferases das histonas 

(HATs), as desacetilases das histonas (HDACs) e as metiltransferases das histonas 

(HMTs) (Jenuwein & Allis, 2001; Strahl & Allis, 2000).

A acetilação das histonas, mais frequentemente em resíduos de lisina, reduz a 

afinidade entre histonas e DNA, tornando a cromatina mais exposta a proteínas 

que ligam DNA e a fatores de transcrição. Deste modo, a acetilação está mais 

frequentemente associada a aumento da transcrição enquanto a desacetilação 

inibe a transcrição. As perturbações no equilíbrio entre as HATs e as HDACs podem 

conduzir ao desenvolvimento de neoplasias (Sharma et al., 2010a). Os principais 

locais de metilação das histonas ocorrem nas cadeias laterais dos aminoácidos lisina 

e arginina (Kouzarides, 2002; Zhang & Reinberg, 2001). Nos mamíferos, a arginina 

pode ser mono ou dimetilada, enquanto a lisina pode ser encontrada mono, di 

ou trimetilada. O efeito da metilação das histonas, ao contrário da acetilação, é 

mais específico do local onde ocorre. Por exemplo, a metilação de H3 na lisina 9 

está largamente associada com o silenciamento e a repressão, enquanto a trime-

tilação de H3 na lisina 4 se associa a transcrição ativa. Estes dados indicam que 

uma única modificação das histonas pode mediar processos fisiológicos distintos, 

dependendo do seu contexto (Sharma et al., 2010a). A interação entre as modi-

ficações das histonas, em que o estado de modificação de uma histona regula o 

estado de outra, foi proposto como modelo para explicar a sua ocorrência (Fischle 

et al., 2003; Latham & Dent, 2007).

Durante muitos anos, pensou-se que a metilação das histonas era um processo 

irreversível. Contudo, a descoberta recente de duas famílias de desmetilases das 

histonas, a LSD1 (lysin demethylase 1) e a JmjC (Jumonji domain-containing proteins), 

mostraram que este processo é muito mais dinâmico do que previamente considerado 
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(Shukla et al., 2009). Até à data, pouco é conhecido acerca das modificações das 

histonas no MM (Maes et al., 2013a). O exemplo mais bem documentado é a trans-

locação t(4;14), presente em cerca de 15% dos doentes com MM e que conduz à 

hiperexpressão do gene MMSET, que codifica uma metiltransferase das histonas 

(Marango et al., 2008). Os plasmócitos neoplásicos com a translocação t(4;14) apre-

sentam níveis mais elevados de H3K36me2 e níveis mais reduzidos de H3K36me3 

em comparação com as células sem a referida translocação (Martinez-Garcia et al., 

2011). Os estudos do perfil de expressão génica revelaram que o gene MMSET regula 

outros genes envolvidos na via P53, na apoptose, na regulação do ciclo celular, na 

reparação do DNA e na adesão. O silenciamento deste gene pode afetar negativa-

mente a sobrevivência e a adesão dos plasmócitos tumorais (Martinez-Garcia et al., 

2011; Brito et al., 2009). Em estreita relação com o silenciamento génico, foi identi-

ficado um conjunto de genes hipoexpressos com níveis elevados de H3K36me3 em 

amostras de MM em comparação com indivíduos normais (Kalushkova et al., 2010). 

A intervenção farmacológica com o inibidor da metilação das histonas (HMTI) deaza-

neplanocin ou o HDACI, panobinostat (LBH589) conduziu à reexpressão destes genes 

silenciados e a uma redução na sobrevivência das células de MM, observadas in vivo 

e in vitro (Kalushkova et al., 2010). Estes resultados mostram que o gene MMSET 

poderá constituir um alvo terapêutico interessante.

Outro membro do grupo polycomb, o BMI-1, encontra-se hiperexpresso nos plasmó-

citos neoplásicos de doentes com MM, comparativamente a plasmócitos de indivíduos 

normais. Ao nível funcional, o BMI-1 regula negativamente a expressão do gene pró-

apoptótico Bim e, assim, funciona como um oncogene. O silenciamento do BMI-1 

reduz a sobrevivência dos plasmócitos no MM, por hiperexpressão do Bim (Jagani et al., 

2010), o que demonstra o seu potencial como alvo na terapêutica epigenética.

Relativamente à desacelição das histonas e apesar de não existirem estudos consis-

tentes que demonstrem a função aberrante das desacetilases das histonas no MM, 

a sua inibição farmacológica tem sido extensamente estudada nesta patologia.

1.4.5.4. Implicações da metilação do DNA e da desacetilação das histonas
	 para a terapêutica do mieloma múltiplo

Como foi demonstrado que múltiplos genes se encontram hipermetilados no MM, 

os inibidores das DNMT, tornaram-se potenciais agentes terapêuticos. A maioria dos 

dados em que se baseia a eficácia terapêutica destes agentes deriva de estudos in vitro 

que envolveram linhas celulares e examinaram um ou dois genes metilados, demons-

trando que a adição de inibidores das DNMTs causava desmetilação e aumento da 

transcrição do gene em causa. Estes dados foram evidenciados para genes como o 
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DAPK, o SOCS1, o SHP1, entre outros. Adicionalmente, foi ainda observado in vitro 

que a doxorrubicina e o bortezomib, sinergicamente, aumentam a morte celular 

induzida por 5-azacitidina no MM, o que sugere que a metilação do DNA possa 

estar também envolvida na resistência à quimioterapia convencional (Kiziltepe et al., 

2007). Até à data, nenhum dos agentes hipometilantes do DNA disponíveis, dispõe 

da capacidade de se direcionar para a metilação aberrante de genes específicos. Serão 

necessários ensaios clínicos com inibidores das DNMTs e com resultados consistentes 

para compreendermos a sua possível utilidade na terapêutica do MM.

A desacetilação das histonas representa o segundo fator epigenético mais impor-

tante a contribuir para o silenciamento génico. Vários inibidores das HDACs estão 

a ser testados em ensaios clínicos, quer em monoterapia, quer em associação 

com agentes com atividade clínica demonstrada no MM. O vorinostat (SAHA), o 

panobinostat (LBH589), o belinostat (PXD101), a romidepsina (depsipéptido) e o 

gavinostat (ITF2357) foram investigados em monoterapia em doentes com MM em 

recidiva ou refratário. A atividade clínica alcançada com estes fármacos em mono-

terapia foi reduzida, uma vez que apenas uma minoria dos doentes apresentou 

algum grau de resposta e esta consistiu em resposta mínima ou estabilização da 

doença (DeAngelo et al., 2013; Niesvizky et al., 2011; Galli et al., 2010; Richardson 

et al., 2008; Gimsing et al., 2008). Com base nestes resultados, foram desenhados 

outros ensaios clínicos (alguns ainda a decorrer) que têm como objetivo investigar 

a combinação de inibidores das HDACs com fármacos convencionais no MM. 

Os resultados de algumas destas combinações parecem promissores no panorama 

da terapêutica do MM (Tabela 2). 

Diversos estudos revelaram que a metilação do DNA e a modificação das histonas 

interagem com o objetivo de modular a expressão génica (Fuks, 2005; Kondo, 2009). 

Deste modo, ter como alvo a metilação do DNA e a acetilação das histonas simulta-

neamente constitui uma nova estratégia terapêutica dirigida a anomalias epigenéticas 

(Sharma et al., 2010b). No MM, alguns estudos investigaram os efeitos da combinação 

de um DNMTI com um HDACI. Com efeito, a tricostatina (TSA) e a decitabina (DAC) 

isoladas e em combinação induziram alterações na expressão de genes relevantes na 

patogénese do MM. Alguns destes genes foram regulados por TSA ou DAC isolada-

mente, mas um grupo adicional de outros genes foi afetado pela combinação dos dois 

agentes, entre os quais CDKN1A/p21, WIG1, BIK, CGREF1, JUP e IGFBP3 (Heller et al., 

2008). Este estudo revela que estes dois fármacos podem atuar sinergicamente para 

reverter o silenciamento epigenético. Um outro estudo realizado numa linha celular 

de MM (U266) evidenciou que a DAC e o butirato de sódio, um inibidor da desaceti-

lação das histonas apresentaram efeitos sinérgicos no crescimento e na apoptose de 

plasmócitos neoplásicos; estes dados foram associados a uma interação sinérgica da 

DAC e do butirato de sódio na reexpressão de p16 (Du et al., 2002). 
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Principais ensaios clínicos com moduladores epigenéticos em doentes com MM TABELA 2

Foi ainda demonstrado o potencial da combinação de HDACIs e de DNMTIs no 

aumento das respostas de linfócitos T citotóxicos CD8+ dirigidas contra plasmócitos 

tumorais in vivo (Moreno-Bost et al., 2011).



44

1.4.6. Micro RNAs

Os miRNAs são pequenas porções de RNA não codificante, constituídas por 16-

24 pares de bases, que regulam a expressão génica, induzindo a degradação de 

RNA mensageiro (RNAm) ou inibindo a sua tradução. As suas funções reguladoras 

encontram-se frequentemente alteradas no cancro. Estudos recentes revelaram 

uma interação estreita entre os miRNAs e a epigenética. Com efeito, a metilação 

do DNA e as modificações das histonas não regulam apenas a expressão de genes 

que codificam proteínas, mas também os miRNAs. De facto, os mecanismos epige-

néticos podem ser responsáveis por anomalias no miRNoma (definido como o 

espetro completo de miRNAs para um genoma específico), observadas no cancro. 

Concretamente, um grupo específico de miRNAs (definido como epi-miRNAs) 

podem afetar de forma direta a expressão de reguladores epigenéticos (como os 

genes que codificam as metiltransferases do DNA, as desacetilases das histonas ou 

o complexo polycomb) e indiretamente influenciar a expressão de genes supres-

sores tumorais, cuja expressão é controlada por fatores epigenéticos. O resultado 

desta interação é um novo nível de complexidade na regulação génica e a abertura 

de novos caminhos na compreensão da carcinogénese humana (Fabbri & Calin, 

2010; Sato et al., 2011).

1.4.7. Alterações na expressão de moléculas envolvidas na apoptose

1.4.7.1. A apoptose fisiológica

A apoptose é um processo fisiológico de destruição celular, através de uma 

morte celular programada, fundamental para o desenvolvimento e a homeos- 

tasia dos tecidos de todos os organismos multicelulares, incluindo os 

humanos, desde a embriogénese ao envelhecimento. (Green & Reed, 1998). 

O termo apoptose foi inicialmente usado numa publicação de Kerr, Wyllie e Currie, 

em 1972, como “a process seen in multicellular organisms, by which specific 

cells are killed and removed for the benefit of the organism” para descrever uma 

forma morfologicamente distinta de morte celular, ainda que certos componentes 

do conceito de apoptose já tivessem sido abordados muitos anos antes (Kerr 

1972; Elmore 2007). A nossa compreensão acerca dos mecanismos envolvidos 

na apoptose advém da investigação da morte celular programada que ocorre 

durante o desenvolvimento do nemátodo Caenorhabditis elegans (Horvitz, 1999). 
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Neste organismo, 1090 células somáticas são geradas na formação de um verme 

adulto, das quais 131 destas células sofrem apoptose. Estas 131 células morrem 

em momentos particulares durante o processo de desenvolvimento, que é essen-

cialmente invariável entre os vermes, demonstrando uma acuidade e controlo 

notáveis deste sistema. Desde então, a apoptose é reconhecida como uma forma 

distinta de morte celular programada que envolve a eliminação de células geneti-

camente determinada.

Ainda que haja uma grande variedade de estímulos e condições, fisiológicos ou 

patológicos, que possam desencadear a apoptose, nem todas as células irão sofrer 

esta forma de morte em resposta aos mesmos estímulos. A radiação ou os fármacos 

antineoplásicos resultam na lesão do DNA em algumas células que poderão ser 

conduzidas à morte por apoptose através de uma via dependente da proteína P53. 

Algumas hormonas, como os corticoesteróides podem levar à apoptose de algumas 

células, sem afetar outras. A apoptose pode representar também um mecanismo de 

defesa, como aquele que ocorre nas reações imunes ou na lesão celular provocada 

por patologias ou agentes nocivos. (Norbury and Hickson, 2001).

É importante explicitar a distinção entre apoptose e necrose, dois processos que 

podem ocorrer independentemente um do outro, sequencial ou simultaneamente. 

(Hirsh, 1997; Zeiss, 2003). Na maioria dos casos, é o tipo de estímulo e/ou a gradua-

ção do mesmo que determina se as células vão morrer por apoptose ou por necrose. 

Em doses reduzidas, múltiplos estímulos lesivos às células, como a temperatura 

elevada, a radiação ultravioleta, a radiação ionizante, a hipóxia, o stresse oxidativo 

ou os fármacos citotóxicos podem conduzir à apoptose. Contudo, os mesmos estí-

mulos poderão resultar em necrose, se estiverem presentes em doses mais elevadas. 

A apoptose é um processo coordenado e dependente de energia, na maioria 

dos casos, que envolve a ativação de um grupo de cisteína proteases, desig-

nadas caspases, assim como uma complexa cascata de eventos desde o estímulo 

inicial à destruição da célula. A morte celular por necrose é um processo passivo, 

desencadeado externamente, que não envolve expressão genética e resulta na 

morte da célula, na ausência de qualquer autoenvolvimento metabólico  (Franklin 

et al., 2006). 

Durante a apoptose, ocorrem múltiplas alterações morfológicas, nomeadamente, 

retração de volume, com densificação do citoplasma e compactação dos orga-

nelos, picnose (resultado da condensação da cromatina), fragmentação do núcleo 

e do DNA, formação de “blebbs” extensos na membrana citoplasmática, seguidos 

por cariorrexis e separação de fragmentos celulares em corpos apoptóticos. 

Estes corpos apoptóticos são subsequentemente fagocitados por macrófagos, 

células parenquimatosas ou células neoplásicas e degradados em fagolisosomas. 
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Os macrófagos que captam e digerem células apoptóticas são designados “tingible 

body macrophages”. Não existe praticamente reação inflamatória associada ao 

processo de apoptose nem à remoção das células apoptóticas por três motivos 

essenciais: as células apoptóticas não libertam os seus constituintes celulares para 

o tecido intersticial circundante; as células apoptóticas são rapidamente fagoci-

tadas pelas células circundantes, prevenindo a necrose secundária e, finalmente, 

as células fagocitadas não produzem citocinas anti-inflamatórias (Savil e Fadok, 

2000; Kurosaka, 2003). 

As alterações morfológicas associadas ao processo de necrose são distintas das da 

apoptose e envolvem a perda da integridade da membrana plasmática, a tume-

fação celular com formação de vacúolos citoplasmáticos, aumento de volume do 

retículo endoplasmático, distensão ou rutura da mitocôndria e dos lisosomas, lise e 

libertação do conteúdo citoplasmático no tecido circundante, conduzindo à reação 

inflamatória, ausente nas células apoptóticas (Kurosaka et al., 2003).

Recentemente, foi descrito que a lesão do DNA provocada por agentes alquilantes 

estimula um tipo necrótico de morte celular programada através de polimerases poli 

ADP-riboses (PARP) e do fator indutor da apoptose (AIF), com algumas caracterís-

ticas que se assemelham às da apoptose. Estas observações permitem considerar a 

necrose, em algumas circunstâncias, também como uma forma altamente regulada 

de morte celular programada (Moubarak et al., 2007; Zong et al., 2004), admi-

tindo que a necrose possa ocorrer de uma forma controlada (Zong & Thompson, 

2006; Vanden Berghe et al., 2004). Este conceito, associado a um aprofundamento 

do estudo das vias de necrose, poderá constituir um novo alvo de destruição das 

células tumorais resistentes à apoptose (Rastogi, 2009).

1.4.7.1.1. Os mecanismos de apoptose

Os mecanismos subjacentes à apoptose são altamente complexos e envolvem uma 

sequência de eventos moleculares dependentes de energia. Até ao presente, as 

investigações evidenciaram duas vias apoptóticas principais: a via extrínseca ou via 

do recetor de morte e a via intrínseca ou mitocondrial. Contudo, existem evidências 

de que as duas vias estejam relacionadas e que as moléculas de uma via possam 

influenciar a outra (Igney & Krammer, 2002). Encontra-se descrita ainda uma via 

adicional que envolve a citotoxicidade mediada por células T e a destruição celular 

dependente de granzimas e perforinas. A via das perforinas/granzimas poderá 

induzir apoptose através das granzimas A ou B. As vias intrínseca, extrínseca e da 
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granzima B convergem na mesma via final, que se inicia com a clivagem da caspase-3 

e resulta na fragmentação do DNA, degradação das proteínas nucleares e do cito-

esqueleto, cross-linking de proteínas, formação de corpos apoptóticos, expressão 

de ligandos para recetores de células fagocitárias e, finalmente, captação por estas 

células. A via da granzima A ativa uma via de morte celular paralela, independente 

das caspases, através da qual a granzima A induz a produção de espécies reativas 

de oxigénio, a nível mitocondrial, após interferência com a cadeia de transporte 

de eletrões (Martinvalet et al., 2005).

As caspases encontram-se presentes na maioria das células sob a forma inativa de 

proenzimas (pró-caspases) e, após ativadas, através de clivagem proteolítica, podem 

clivar e ativar outras pró-caspases, permitindo o início da cascata de proteases. 

Algumas pró-caspases podem agregar-se e auto-ativar-se. Esta cascata proteolítica, 

em que uma caspase pode ativar outras caspases, amplifica a via de sinalização 

apoptótica conduzindo, assim, a uma rápida morte celular. As caspases têm ativi-

dade proteolítica e são capazes de clivar proteínas em resíduos de ácido aspártico, 

ainda que diferentes caspases tenham diferentes especificidades que envolvem o 

reconhecimento de aminoácidos situados na proximidade dos resíduos de ácido 

aspártico (Elmore, 2007). Uma vez ativadas as caspases, parece haver um percurso 

irreversível em direcção à morte celular. Até ao presente, encontram-se identificadas, 

em mamíferos, 14 caspases, das quais 10 assumem funções cruciais, que foram 

classificadas em dois grupos: caspases inflamatórias (caspase-1, -4, -5) e caspases 

apoptóticas. Com base nas suas estruturas e funções, as caspases apoptóticas 

foram ainda sudivididas em iniciadoras (caspase-2, -8, -9, -10) e efetoras/execu-

tantes (caspase-3, -6, -7) (Chen & Lu, 2011).

Um extenso cross-linking proteico é outra das características das células apoptóticas 

e é alcançado através da expressão e ativação de uma transglutaminase tecidular 

(Fesus et al., 1996). 

Outra característica bioquímica é a expressão de marcadores da superfície celular 

que resultam no reconhecimento fagocítico precoce das células apoptóticas por 

parte das células adjacentes, permitindo uma rápida fagocitose, com um compro-

misso mínimo dos tecidos circundantes. A fosfatidilserina constitui o mais conhe-

cido destes ligandos de reconhecimento, ainda que outras proteínas possam 

ser expostas na superfície celular durante a clearance das células apoptóticas. 

Estas incluem a anexina I e a calreticulina (Elmore, 2007).
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1.4.7.1.2. A via extrínseca

A via de sinalização extrínseca que inicia a apoptose envolve interações transmem-

branares mediadas por um recetor. Estas interações envolvem recetores de morte 

que são membros da superfamília de genes do recetor do fator de necrose tumoral 

(TNF) (Locksley et al., 2001). 

Os membros da família de recetores TNF partilham domínios extracelulares 

semelhantes, ricos em cisteína e têm um domínio citoplasmático de cerca de 

80 aminoácidos, designado “death domain”(DR) (Ashkenazi & Dixit, 1998). 

Este domínio de morte desempenha um papel crucial na transdução de sinal a partir 

da superfície celular para as vias de sinalização intracelulares. Os ligandos mais 

conhecidos e respetivos recetores de morte incluem: FASL/FAS, TNF-α /TNF-α Rec, 

TRAIL/TRAIL-DR4 e -DR5 (Elmore, 2007).

As vias intrínseca e extrínseca da apoptose.

A via mitocondrial (ou intrínseca) da apoptose é desencadeada por estímulos pró-apoptóticos como a lesão 
do DNA desencadeada pela quimioterapia ou radioterapia. Estes estímulos promovem a permeabilização 
da membrana mitocondrial e a libertação de citocromo C que, em associação com a proteína APAF-1 e a 
caspase 9, formam o apoptossoma, com ativação da caspase 3. A via extrínseca inicia-se com a interação 
dos ligandos de morte (FAS, TNF e TRAIL) aos seus recetores, com ativação subsequente das caspases 8, 
1 e 3. A caspase 3 induz fragmentação do DNA e da estrutura nuclear.

FIGURA 12
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Os eventos que definem a via extrínseca da apoptose são melhor caracterizados 

pelos modelos FASL/FASR e TNF-α/TNFR1. Nestes modelos, existe um conjunto de 

recetores e ligação aos ligandos triméricos homólogos. A interação entre o ligando 

FAS e o recetor FAS resulta na ligação a uma proteína adaptadora presente no 

citosol designada FADD (FAS-associated death domain). No caso do ligando TNF e 

do recetor TNF, a proteína adaptadora designa-se TRADD (TNF receptor-associated 

death domain), com recrutamento das proteínas FADD e RIP (receptor-interacting 

serine-threonine protein). A ligação da proteína FADD à pró-caspase 8 resulta na 

formação de um complexo de sinalização indutor de morte (DISC, death-inducing 

signaling complex), que conduz à ativação autocatalítica da procaspase-8 (Kischkel 

et al., 1995). Após a ativação da caspase 8 (também designada FLICE, FADD-like 

interleukin-1beta-converting enzyme), a fase de execução da apoptose é desen-

cadeada (Elmore, 2007).

A apoptose mediada por recetores de morte pode ser inibida por uma proteína 

designada c-FLIP (Cellular-FLICE inhibitory protein), que se liga à FADD e à caspase-8, 

tornando-as ineficazes. A proteína inibitória c-FLIP é um regulador antiapoptótico 

fundamental na inibição da morte celular mediada pelos recetores de morte FAS, 

DR4, DR5, and TNF-R1 (Kataoka et al., 1998; Scaffidi et al., 1999; Elmore, 2007).

Outro ponto de potencial regulação da apoptose envolve uma proteína designada 

Toso, que bloqueia a apoptose induzida por FAS em células T através da inibição 

da ativação da procaspase-8 e -10. A hiperexpressão de c-FLIP foi identificada em 

diversos tipos de tumores e a sua inibição in vitro restaura a apoptose mediada por 

CD95L e pelo TRAIL. A proteina c-FLIP poderá representar um alvo promissor na 

terapêutica contra o cancro, reconstituindo uma resposta apoptótica nas células 

neoplásicas. (Shirley & Micheau, 2013).

1.4.7.1.3. A via intrínseca

A via intrínseca é ativada por diversos sinais de stresse (lesão do DNA por quimio-

terapia, radiação ultravioleta, ausência de fatores de crescimento), toxinas, hipóxia, 

hipertermia, infeções virais e radicais livres. Estes estímulos conduzem a alterações na 

membrana interna da mitocôndria, que resultam na abertura dos designados poros 

transitórios na permeabilidade mitocondrial, perda do potencial transmembranar 

mitocondrial e libertação de dois principais grupos de proteínas pró-apoptóticas, 

habitualmente sequestradas no espaço intermembranar, para o citosol (Saelens 

et al., 2004). O primeiro grupo é constituído pelo citocromo c, pelo Smac/DIABLO 

(second mitochondria-derived activator of caspase) (Du et al., 2000; Gao et al., 

2007; Garrido et al., 2006) e pela serina protease HtrA2/Omi (van Loo et al., 2002; 
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Vande Walle et al., 2008; Suzuki et al., 2004). Estas proteínas ativam a via mito-

condrial dependente das caspases.

O citocromo c liga-se e ativa a proteína APAF-1 assim como a procaspase-9 (via 

citocromo c/APAF-1/caspase-9), formando um “apoptossoma” (Jiang & Wang, 

2004; Garrido et al., 2006; Gogvadze et al., 2006). As proteínas mitocondriais 

Smac/DIABLO e HtrA2/Omi, após serem libertadas para o citosol, promovem a 

apoptose, inibindo as proteínas inibidoras da apoptose (IAPs) (van Loo et al., 2002; 

Vande Walle et al., 2008; Suzuki et al., 2004), através de inibição direta ou degra-

dação proteasómica de alguns dos seus componentes (Chen & Huerta, 2009). 

O segundo grupo de proteínas pró-apoptóticas, a flavoproteína intermembranar 

mitocondrial AIF (apoptosis-inducing factor), a endonuclease G e a endonuclease 

dependente de Magnésio CAD (caspase-activated DNAse), são libertadas da mito-

côndria durante a apoptose, sendo este um evento tardio, que ocorre após a célula 

estar comprometido com o seu programa de morte programada. A flavoproteína 

AIF dirige-se até ao núcleo onde desencadeia a fragmentação do DNA em frag-

mentos de 50-300 kb, assim como a condensação da cromatina nuclear periférica. 

Esta forma precoce de condensação nuclear é designada como condensação 

“estádio I” (Daugas et al., 2000; Candé et al., 2002). A endonuclease G também 

se desloca até ao núcleo, onde cliva a cromatina nuclear para produzir fragmentos 

de DNA oligonucleossomais. As proteínas AIF e endonuclease G funcionam de 

uma forma independente das caspases. A nuclease CAD, por seu lado, é subse-

quentemente libertada da mitocôndria e desloca-se até ao núcleo onde, após 

clivagem pela caspase-3, conduz à fragmentação do DNA oligonucleossomal 

e a uma condensação acrescida da cromatina (Enari et al., 1998). Esta última 

condensação é designada como “estádio II”. A fragmentação do DNA é um dos 

eventos mais característicos das células em apoptose e a nuclease CAD parece 

ser a principal responsável por esta fragmentação. A CAD forma um complexo 

com o seu inibidor (ICAD), conduzindo à estabilização da CAD nas células não 

apoptóticas (Tsuruta et al., 2008). A ativação da apoptose pelas caspases 3 ou 

7 resulta na clivagem da subunidade inibidora ICAD e libertação da nuclease 

CAD ativa (Widlak & Garrard, 2005).

A regulação destes eventos mitocondriais desencadeadores da apoptose está a 

cargo de membros da família de proteínas BCL-2 (B cell CLL/lymphoma-2) (Chao 

& Korsmeyer, 1998). A via mitocondrial da apoptose constitui uma das princi-

pais barreiras de proteção contra a tumorigénese. A família de proteínas BCL-2 

inclui os principais participantes nesta via que regula e destino da célula através 

do controlo da permeabilidade da membrana externa da mitocôndria. A família 

BCL-2 é constituída por proteínas com atividades pró ou antiapoptóticas (Youle 

& Strasser, 2008; Chao & Korsmeyer, 1998; Chipuk et al., 2010). As proteínas 
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com atividade antiapoptótica incluem a BCL-2, a BCL-X, a BCL-XL, a BCL-XS, a 

BCL-W ou a BAG e com atividade pró-apoptótica a BAX, a BAK, a BID, a BAD, 

a BIM, a BIK ou a BCL-10. Estas proteínas desempenham um papel crucial, uma 

vez que determinam se a célula avança para o processo de apoptose ou se 

rejeita este processo. O principal mecanismo de ação das proteínas da família 

BCL-2 é a regulação da libertação do citocromo c a partir da mitocôndria através 

da alteração da permeabilidade da membrana mitocondrial (Elmore, 2007). 

A lesão mitocondrial na via FAS da apoptose é mediada pela clivagem da proteína 

BID pela caspase-8. Este é um dos pontos comuns entre as vias intrínseca e 

extrínseca da apoptose (Igney & Krammer, 2002). A fosforilação da proteína BAD 

em resíduos de serina está associada à proteína 14-3-3, um membro da família 

de moléculas multifuncionais que ligam fosfoserina. Quando a proteína BAD se 

encontra fosforilada, fica sequestrada no citosol; se desfosforilada, desloca-se 

até à mitocôndria onde desencadeia a libertação de citocromo c. A proteína 

14-3-3 desempenha, assim, um papel crítico na regulação da atividade pró- 

-apoptótica da proteína BAD (Zha et al., 1996; Masters et al., 2001). Esta mesma 

proteína pode igualmente formar heterodímeros com as proteínas BCL-XL ou 

BCL-2, neutralizando os seus efeitos protetores e promovendo a morte celular 

(Yang et al., 1995). As proteínas BCL-2 e BCL-XL, quando não sequestradas 

pela BAD, inibem a libertação de citocromo c a partir da mitocôndria, segundo 

um mecanismo não completamente esclarecido. Os estudos realizados nesta 

área mostraram que as proteínas BCL-2 e BCL-XL inibem a morte por apop-

tose, controlando a ativação das proteases caspases (Newmeyer et al., 2000). 

Uma outra proteína adicional designada “AVEN” desempenha funções antia-

poptóticas potenciando a função da proteína BCL-XL e ligando-se à proteína 

APAF-1, prevenindo a formação do apoptossoma e a apoptose mitocondrial (Chau 

et al., 2000; Kutuk et al., 2010; Eibmann et al., 2012). Existem evidências de 

uma regulação recíproca entre as proteínas BCL-2 e BCL-XL (Elmore, 2007).

Os genes PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis) e NOXA são 

dois membros da família BCL-2 que codificam proteínas envolvidas na estimu-

lação da apoptose. As proteínas PUMA e NOXA desempenham um papel impor-

tante na apoptose mediada pela proteína supressora tumoral P53, interagindo 

com a proteína BCL-2 e desencadeando a libertação de citocromo c e ativação 

da caspase-9 (Oda et al., 2000; Li et al., 2006; Valente et al., 2013). Uma vez 

que PUMA e NOXA são induzidas por P53, medeiam a apoptose que é desen-

cadeada por lesão genotóxica ou ativação oncogénica. A oncoproteína c-MYC 

também foi potenciadora da apoptose através de mecanismos dependentes e 

independentes da proteína P53 (Meyer & Penn, 2008).
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1.4.7.1.4. A via efetora

As vias intrínseca e extrínseca culminam na fase de execução, considerada a via final 

da apoptose, iniciada pela ativação das caspases. As caspases ativam endonucle-

ases citoplasmáticas que degradam o material nuclear e proteases que degradam 

proteínas do citoesqueleto e nucleares. As caspases-3, -6 e -7 funcionam como 

caspases efetoras, clivando vários substratos, incluindo citoqueratinas, PARP, a 

proteína alfa fodrina do citoesqueleto da membrana plasmática e a proteína nuclear 

NuMA que desencadeiam as alterações morfológicas e bioquímicas observadas nas 

células apoptóticas (Slee et al., 2001). A caspase-3 é considerada a mais importante 

das caspases efetoras e é ativada por uma das caspases iniciadoras (caspase-8, 

caspase-9 ou caspase-10). A caspse-3 especificamente ativa a endonuclease CAD, 

clivando o seu inibidor (ICAD). Esta endonuclease degrada o DNA cromossómico no 

núcleo, conduzindo à condensação da cromatina. A caspase-3 induz reorganização 

do citoesqueleto e desintegração da célula em corpos apoptóticos. A gelsolina, 

uma proteína que liga actina, foi identificada como um substrato fundamental da 

caspase-3 ativada. A caspase-3 cliva a gelsolina e os fragmentos clivados, por sua 

vez, clivam filamentos de actina. Este processo resulta na destruição do citoesque-

leto e em alterações no transporte celular, na divisão celular e na transducção de 

sinal (Kothakota et al., 1997; Silacci et al., 2004; Li et al., 2012).

A captação fagocítica das células apoptóticas é a última etapa da apoptose. 

A assimetria fosfolipídica e a exteriorização da fosfatidilserina na superfície da 

célula apoptótica, assim como a sua fragmentação constituem as características 

desta fase (King & Cidlowski, 1998). Ainda que o mecanismo de translocação da 

fosfatidilserina para a camada externa da membrana plasmática não esteja intei-

ramente elucidado, foi associado com a perda de atividade da aminofosfolípido 

translocase e com movimentos flip-flop não específicos de fosfolípidos de várias 

classes (Bratton et al., 1997; Balasubramanian et al., 2007). As investigações nesta 

area revelaram que a proteína FAS, assim como a caspases-3 e a caspase-8 estão 

envolvidas na regulação da exteriorização de fosfatidilserina em eritrócitos sob 

stresse oxidativo (Mandal et al., 2005). A disposição da fosfatidilserina na camada 

externa da membrana celular das células apoptóticas facilita o reconhecimento 

fagocítico não inflamatório e permite a sua captação precoce. Este processo de 

captação precoce e eficiente sem libertação dos constituintes celulares resulta na 

resposta não inflamatória que caracteriza a apoptose (Fadok et al., 2001).
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1.4.7.2. A apoptose patológica

As anomalias na regulação da morte celular podem contribuir de forma decisiva 

para inúmeras patologias, como o cancro, as doenças autoimunes e neurodege-

nerativas, a isquémia ou a infeção HIV. Em algumas destas patologias, observa-se 

uma diminuição da apoptose, enquanto noutras está excessivamente aumentada 

(Elmore, 2007).

O cancro constitui um exemplo de uma patologia em que os mecanismos normais de 

regulação do ciclo celular se encontram disfuncionais, podendo estar presente uma 

hiperproliferação das células ou uma redução da sua destruição (King & Cidlowski, 

1998). De facto, a supressão da apoptose durante a carcinogénese parece repre-

sentar um papel central no desenvolvimento e progressão de algumas neoplasias. 

De facto, estão descritos múltiplos mecanismos moleculares usados pelas células 

tumorais para evitar a apoptose. As células tumorais podem adquirir resistência 

à apoptose através da expressão de proteínas antiapoptóticas como a BCL-2 ou 

através da subexpressão ou mutação de proteínas pró-apoptóticas como a BAX. 

A expressão das proteínas BCL-2 e BAX encontra-se regulada pelo gene supressor 

tumoral p53 (Miyashita et al., 1994; Zilfou & Lowe, 2009). Alguns subtipos de 

linfomas de células B apresentam hiperexpressão de BCL-2. Esta constituiu uma 

das primeiras e mais fortes evidências de que a falência da morte celular contribuía 

para o cancro (Vaux et al., 1988). Outra forma de supressão da apoptose no cancro 

envolve a evasão da vigilância imune (Smyth et al., 2001; Swann & Smyth, 2007).

Certas células do sistema imune (como as células T ou as células natural killer) 

normalmente destroem as células tumorais através da via das perforinas/granzima 

B ou através da via do recetor de morte. Com o objetivo de evasão do sistema 

imune, algumas células tumorais diminuem a resposta da via do recetor de morte 

ao FasL produzido pelas células T. Este fenómeno pode ocorrer segundo múltiplas 

vias, incluindo a diminuição da expressão do recetor FAS nas células tumorais. 

Outros mecanismos incluem a expressão do recetor FAS não funcional, a secreção 

de elevados níveis de uma forma solúvel do recetor FAS que sequestra o FAS ligando 

ou a expressão de FAS ligando na superfície das células tumorais (Cheng et al., 

1994; Elnemr et al., 2001).

De facto, algumas células tumorais são capazes de fazer um contra-ataque mediado 

por FAS ligando que resulta na deplecção apoptótica de linfócitos ativados que 

infiltram o tumor (Ryan et al., 2005). Alterações em diversas vias de sinalização 

celular podem resultar na desregulação da apoptose e conduzir ao cancro. O gene 

supressor tumoral p53 é um fator de transcrição que regula o ciclo celular e é o gene 

mais frequentemente mutado na tumorigénese humana (Wang & Harris, 1997). 
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O papel crítico deste gene é evidenciado pelo facto de se encontrar mutado em mais 

de 50% de todos os tumores humanos. O gene p53 ativa proteínas de reparação 

do DNA em caso de lesão deste, mantém a célula em fase G1/S do ciclo celular e 

inicia a apoptose se ocorreram lesões irreversíveis do DNA (Pietenpol & Stewart, 

2002). Se o gene p53 se encontra mutado, a supressão tumoral fica drasticamente 

reduzida. Diversos fatores poderão induzir mutações no gene p53, nomeadamente 

radiações, químicos ou vírus, como o papilomavírus humano. (HPV). Indivíduos que 

herdam apenas 1 cópia funcional deste gene terão maior probabilidade de desen-

volver a Síndrome de Li-Fraumeni, caracterizada pelo desenvolvimento de tumores 

em idades precoces (Evans & Lozano, 1997; Palmero et al., 2010).

O gene mutado da ataxia-telangiectasia também está implicado no processo de 

tumorigénese através da via de sinalização ATM/p53. O gene ATM codifica uma 

proteína cinase que atua como um supressor tumoral. A ativação do ATM, através 

de lesão do DNA induzida por radiação ionizante, estimula a reparação do DNA e 

bloqueia a progressão da célula ao longo do ciclo celular, um processo relacionado 

com a fosforilação de P53 dependente de ATM (Kurz & Lees-Miller, 2004).

A P53 bloqueia o crescimento da célula num ponto crucial para permitir a reparação 

de lesões do DNA ou desencadear a apoptose se estas lesões são irreversíveis. Este 

sistema pode também ser inativado por diversos mecanismos que incluem altera-

ções genéticas/epigenéticas e expressão de proteínas oncogénicas virais, como o 

vírus do papiloma humano, conduzindo à tumorigénese. Outras vias de sinalização 

celular podem estar envolvidas no desenvolvimento de tumores. Por exemplo, a 

estimulação da via fosfatidilinositol 3-cinase/AKT nas células tumorais torna-as 

independentes dos sinais de sobrevivência, contribuindo para o aparecimento de 

neoplasias. Esta via regula ainda outros processos celulares, como a proliferação, 

o crescimento e o rearranjo do citoesqueleto (Vivanco & Sawyers, 2002).

A inibição da apoptopse

As proteínas inibidoras da apoptose (IAPs) representam, provavelmente, os prin-

cipais reguladores da apoptose pelo facto de regularem simultaneamente as vias 

intrínseca e extrínseca (Deveraux & Reed, 1999). Apesar de terem sido identificadas 

diversas proteínas IAPs, existem duas que se destacam: a XIAP (X-linked mamma-

lian inhibitor of apoptosis protein) e a survivina (Silke et al., 2002). A proteína 

XIAP liga-se seletivamente e inibe as caspases 3, 7 e 9, (mas não a caspase 8), 

assim com a proteína mitocondrial smac/DIABLO. Assim, como inibidor de uma 

parte substancial da apoptose, representa um alvo terapêutico atrativo no trata-

mento de neoplasias malignas. Os ologonucleótidos antisense dirigidos contra a 



55

proteína XIAP revelaram eficácia in vitro e encontram-se atualmente a ser avaliados 

em ensaios clínicos. (Schimmer et al., 2006; Flanagan et al., 2010). A survivina é 

uma proteina bifuncional que atua como supressora da apoptose e desempenha 

um papel central também na divisão celular. Esta proteína encontra-se altamente 

expressa na maioria das neoplasias humanas e está envolvida na resistência das 

células tumorais à terapêutica antineoplásica e à radiação ionizante. Deste modo, 

tem sido considerada, tal como a proteína XIAP, um alvo terapêutico em diversos 

tumores. Encontram-se em avaliação em ensaios clínicos diversos inibidores da 

survivina (Pennati et al., 2007; Li, 2005).

Outras proteínas envolvidas na apoptose incluem a proteína ICE (interleukin-1beta 

converting enzyme), uma cisteína protease responsável pela ativação proteolítica 

do precursor biologicamente inativo da Interleucina-1beta na citocina proinflama-

tória. As proteases ICE e suas homólogas parecem igualmente mediar a degradação 

proteica intracelular durante a apoptose. A inibição da ICE constitui uma estratégia 

anti-inflamatória que se encontra a ser avaliada por inibidores reversíveis e inati-

vadores irreversíveis (Livingston, 1997). 

A proteína PARP-1 desempenha funções simultaneamente relacionadas com a 

reparação do DNA e com a apoptose, sendo considerada um excelente alvo tera-

pêutico contra o cancro. De facto, estudos clínicos demonstraram a suscetibilidade 

das células tumorais aos inibidores PARP-1 (Cepedaa et al., 2006). Os inibidores 

PARP que competem com o NAD+ no local ativo da enzima altamente conservado 

surgiram como estratégias terapêuticas potenciais de quimio e radiopotenciação, 

assim como no tratamento de neoplasias com defeitos específicos na reparação 

do DNA, como terapêutica isolada (Yelamos et al., 2011).

Muitos foram os alvos terapêuticos potenciais encontrados no complexo processo 

de apoptose, até ao presente. À medida que a complexidade molecular e bioquímica 

deste processo vai sendo elucidada, muitas outras estratégias terapêuticas poderão 

vir a ser conhecidas e adotadas como armas eficazes no combate ao cancro.

O desequilíbrio nos níveis de expressão de diversos membros da família de prote-

ínas BCL-2 associa-se a anomalias na apoptose, que resultam num aumento da 

agressividade dos tumores e na quimioresistência. (Lowe & Lin, 2000). O padrão de 

expressão dos genes pró-apoptóticos e antiapoptóticos da família Bcl-2 tem sido 

alvo de múltiplos estudos, nos quais os investigadores demonstraram que níveis 

aumentados de expressão de BCL-2, BCL-XL e MCL-1 estão associados à sobrevi-

vência aumentada das células de MM, assim como à resistência aos agentes anti-

-neoplásicos. (Oancea et al., 2004). (Tu et al., 1998; Catlett-Falcone et al., 1999a; 

Zhang et al., 2002). Por outro lado, foram observados níveis de expressão reduzidos 
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de BAX no MM (Spets et al., 2002). Foi ainda demonstrado em modelos murinos 

que a proteína BCL-XL pode contribuir para o desenvolvimento de plasmocitomas 

(Linden et al., 2004). A expressão de Bcl-XL foi igualmente associada à resistência 

a fármacos no MM (Bharti et al., 2004).

A hiperexpressão de genes antiapoptóticos foi associada a resistência a diversos 

agentes antineoplásicos. A expressão aumentada destas proteínas após a exposição 

de linhas celulares de MM a quimioterapia sugeriu que estes fármacos pudessem 

contribuir para a quimioresistência adquirida. Assim, a regulação das proteínas 

antiapoptóticas pode representar uma estratégia importante para a sensibilização 

das células de MM para vários agentes terapêuticos (Oancea et al., 2004).

O tratamento isolado com oligonucleótidos antisense anti-BCL-2 sensibilizava as 

linhas celulares de MM à dexametasona, enquanto o antisense anti-BCL-XL em 

combinação com a dexametasona não apresentava qualquer efeito (Derenne 

et al., 2002). O pré-tratamento com anti-BCL-2 antisense em doses clini-

camente relevantes potenciava a apoptose induzida por dexametasona e por 

paclitaxel em células de MM resistentes, isoladas a fresco (Liu & Gazitt, 2003). 

O agente antisense anti-BCL-2 mostrou também eficácia em doentes tratados com 

vincristina e com adriamicina, assim como nos refratários à dexametasona (van de 

Donk et al., 2003, 2004).

1.5. Diagnóstico e estadiamento

1.5.1. Diagnóstico clínico-laboratorial

Os critérios de diagnóstico de MGUS, MMI e MM foram recentemente revistos 

pelo IMWG e encontram-se descritos na tabela 3 (International Myeloma Working 

Group, 2014).

O diagnóstico de MM deve incluir uma história clínica detalhada com exame obje-

tivo minucioso, exames laboratoriais e imagiológicos.

As principais manifestações clínicas no MM incluem a dor óssea (relacionada com as 

lesões líticas, as fraturas patológicas ou a osteopenia grave) em cerca de 80% dos 

doentes ao diagnóstico, os sintomas relacionados com anemia (72% dos doentes), 

hipercalcémia (13%), insuficiência renal (19%) (critérios CRAB), assim como um 

risco acrescido de infeções, associado à imunoparésia (Kyle & Rajkumar, 2009a). 
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A anemia relaciona-se com a infiltração da medula óssea, com a disfunção renal 

e/ou com a hemodiluição associada à hiperproteinémia. A insuficiência renal resulta 

maioritariamente da lesão tubular direta provocada pela eliminação excessiva de 

proteínas, da desidratação, da hipercalcémia e do uso de fármacos nefrotóxicos. 

Aproximadamente 6-20% dos doentes com MM apresenta-se com doença extra-

medular ao diagnóstico (Short et al., 2011; Weinstock & Ghobrial, 2013). 

Os estudos laboratoriais séricos devem englobar: hemograma, creatinina, cálcio, 

potássio, proteínas totais, albumina, lactato desidrogenase, eletroforese das prote-

ínas séricas com doseamentos de imunoglobulinas e quantificação do compo-

nente monoclonal, imunofixação, determinação da β2-microglobulina e urinários 

(quantificação das proteinúria de Bence-Jones e imunofixação). A avaliação das 

cadeias leves livres por nefelometria está recomendada para todos os doentes com 

o diagnóstico de discrasias plasmocitárias de novo (Dispenzieri et al., 2009; Kyle & 

Rajkumar, 2009a; International Myeloma Working Group, 2014). A quantificação das 

cadeias leves livres no soro é particularmente importante em doentes com MM não 

secretor (imunofixação sérica e urinária negativas; representam cerca de 3% dos MM) 

Critérios de diagnóstico de gamapatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS) 
não-IgM, IgM e de cadeias leves, mieloma múltiplo indolente e mieloma múltiplo sintomá-
tico, de acordo com o IMWG

TABELA 3
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e em doentes que secretam quantidades reduzidas de proteína monoclonal no soro 

e/ou na urina (mieloma oligossecretor), assim como nos mielomas de cadeias leves 

(Drayson et al., 2001; Shaw, 2006). A determinação das cadeias leves livres pode 

ser útil também em doentes com plasmocitoma solitário ou MMI, uma vez que 

um valor anormal se encontra associado a um risco acrescido de progressão para 

MM (Dingli et al., 2006; Larsen et al., 2012). Nos doentes com MGUS, é também 

recomendada a análise das cadeias leves livres séricas.

O aspirado de medula óssea e/ou a biopsia medular óssea são necessários para 

demonstrar clonalidade nos plasmócitos.  Na medula óssea, devem ser realizados, 

para além dos estudos morfológico e imunofenotípico, a análise citogenética por 

FISH (pesquisa das alterações citogenéticas com impacto prognóstico no MM, 

como a del13/del13q, a t(4;14), a t(11;14), a del17p, a t(14;16) e as anomalias do 

cromossoma 1). Alguns autores continuam a referir que a análise citogenética pode 

ser realizada com recurso à análise de metafases. (Rajkumar et al., 2014).

A radiografia do esqueleto permanence o exame de referência na avaliação das 

lesões ósseas no contexto do MM. No entanto, as áreas sintomáticas que não apre-

sentam alterações na radiografia do esqueleto ou as zonas suspeitas que neces-

sitem de ser clarificadas devem ser avaliadas por técnicas de imagem mais sensíveis, 

como a tomografia computorizada (TC), a ressonância magnética nuclear (RMN), 

a tomografia por emissão de positrões (PET) e a PET-CT. O IMWG recomenda que 

uma destas técnicas mais sensíveis seja usada na avaliação diagnóstica de doentes 

com MMI e plasmocitoma solitário (Kyle et al., 2010). A TC e a RMN são igual-

mente sensíveis. A RMN é o exame de eleição na suspeita de compressão medular. 

A PET deve ser realizada na suspeita de doença extramedular e para confirmação 

de plasmocitoma solitário.

Nos critérios de 2003 do IMWG, a lesão terminal de órgão (critérios CRAB) incluiu a 

presença de hipercalcémia (cálcio sérico superior a 11,5 mg/dL), insuficiência renal 

com creatinina  superior a 1,95 mg/dL, sem outra etiologia, anemia (hemoglobina 

< 10g/dL) e lesões ósseas a nível do esqueleto (lesões líticas na radiografia do 

esqueleto, osteoporose com fraturas patológicas ou compressão medular) e critérios 

adicionais de infeções bacterianas  recorrentes (dois em 12 meses), amiloidose ou 

hiperviscosidade sintomática. Na atualização de 2010, os critérios CRAB foram revistos 

e as alterações registadas foram as seguintes: creatinina sérica superior a 2 mg/dL 

ou clearence de creatinina estimada inferior a 40 mL/min, anemia normocítica e 

normocrómica com hemoglobina inferior a 10 g/dL ou 2 g/dL abaixo do limite inferior 

do normal e lesões ósseas (lesões líticas, osteopenia grave ou fraturas patológicas) 

(Kyle & Rajkumar, 2009a). Em 2014, o IMWG reviu novamente os critérios de MM e 

incluíu, para além dos supracitados e como eventos definidores de MM, pelo menos 

um dos seguintes: percentagem de plasmócitos clonais na medula óssea superior 
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ou igual a 60% (a clonalidade deve ser estabelecida por restrição de cadeias leves 

k/λ por imunohistoquímica ou imunofluorescência ou ainda pela demonstração de 

clonalidade fenotípica por citometria de fluxo; em caso de disparidade no valor da 

plasmocitose medular entre o aspirado e a biopsia medular óssea, deve ser conside-

rado o valor mais elevado), razão entre as cadeias leves livres séricas envolvidas/não 

envolvidas superior ou igual a 100 (este valor é baseado na análise sérica Freelite, 

The Binding Site Group, Birmingham, UK) e duas ou mais lesões focais na RMN 

(cada lesão deve ter, no mínimo, um tamanho de 5 mm) (International Myeloma 

Working Group, 2014). Relativamente ao MMI, os critérios foram igualmente atua-

lizados, passando a considerar-se, uma quantidade de proteína monoclonal sérica 

(IgG ou IgA) superior a 3 g/dL ou de proteína monoclonal urinária superior ou igual a 

500 mg/24h e/ou uma percentagem de plasmócitos monoclonais medulares compre-

endida entre 10 e 60%, na ausência de eventos definidores de MM (International 

Myeloma Working Group, 2014) (Tabela 3).

A atualização dos critérios de MM de 2014 (International Myeloma Working Group, 

2014) retirou a necessidade de demonstração de lesão orgânica terminal como 

mandatória para a definição de mieloma múltiplo sintomátio, passando a incluir os 

doentes com um risco muito elevado de desenvolverem lesão terminal antes que 

esta se manifeste clinicamente. Foram identificados alguns marcadores que parecem 

promissores na estratificação do risco de progressão. A citometria de fluxo é funda-

mental para distinguir plasmócitos clonais de plasmócitos normais. Nos doentes com 

MGUS, uma proporção significativa de plasmócitos policlonais persiste, enquanto no 

MM a maioria (> 95%) são clonais (Pérez-Persona et al., 2010). Os doentes com MMI 

que apresentam um padrão imunofenotípico idêntico ao do MM têm maior risco 

de progressão (Mateos et al., 2013a). Os níveis elevados de plasmócitos circulantes, 

assim como um elevado índice proliferativo identificam também um risco acrescido 

de progressão. Contudo, não estão ainda padronizados os métodos da citometria 

de fluxo multiparamétrica para aplicação na prática clínica (Bianchi et al., 2012). 

As anomalias citogenéticas específicas, nomeadamente a t(4;14), os ganhos 1q e 

a del17p foram também associadas a um risco aumentado de progressão no MMI; 

contudo necessitam de ser combinadas com outros biomarcadores conhecidos para 

melhorar o seu valor preditivo (Neben et al., 2013; Rajkumar et al., 2013).

Ainda que a MGUS seja geralmente referida na literatura como uma entidade única, 

encontram-se descritos atualmente dois subtipos: linfoide (ou linfoplasmocitóide) e 

plasmocitária (Korde et al., 2011). Em cerca de 15-20% dos casos de MGUS, ocorre 

secreção de IgM, a maioria tem um fenótipo linfoide ou linfoplasmocitóide e poderá 

evoluir para macroglobulinémia de Waldentröm; em raros casos, a evolução poderá 

ser para MM (Kyle et al., 2009) (Turesson et al., 2014). Pelo contrário, a maioria 

dos doentes com MGUS não-IgM apresenta um fenótipo de células plasmocitárias 
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e o subtipo IgG é o mais frequente (cerca de 60%), seguido dos subtipos IgA e 

de cadeias leves. Os casos de MGUS IgD e IgE são excecionais (Landgren, 2013). 

Da mesma forma, no MM, o subtipo IgG é o mais frequente (52% dos casos), seguido 

do subtipo IgA (21%) e de cadeias leves (16%) (Kyle & Rajkumar, 2009a)

1.5.2. Estadiamento do mieloma múltiplo sintomático

Os atuais critérios de estadiamento do MM, estabelecidos de acordo com o  Interna-

tional Staging System (ISS) baseiam-se no doseamento dos níveis séricos de  albumina 

e de β
2
-microglobulina, com individualização de três estádios, que correspondem 

a três grupos de risco, com prognósticos distintos (Greipp et al., 2005a) (Tabela 4).

1.6.	Tratamento do mieloma múltiplo e avaliação de 
resposta

Longo e lento foi o caminho percorrido ao longo da evolução terapêutica do MM. 

Do ruibarbo ao uretano, passando pelas flebotomias, foi necessário esperar mais 

de 100 anos desde a descrição do primeiro caso de MM até que surgisse uma 

terapêutica com eficácia clara e vantagem demonstrada na sobrevivência global 

dos doentes com MM, a associação melfalano e prednisolona (MP), na década 

de 1960. Após a introdução desta terapêutica, a única inovação relevante nos 

30 anos subsequentes foi o melfalano em alta dose seguido do transplante autó-

logo de progenitores hematopoiéticos para os doentes mais jovens (idade inferior a 

65 anos), permanecendo o protocolo MP o tratamento de referência para os 

Estadiamento do mieloma múltiplo sintomático de acordo com o International 
Staging System (ISS) e associação com a sobrevivência global mediana

TABELA 4
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mais idosos. Em contraposição a este cenário, a partir do ano 2000, a revolução 

no tratamento do MM foi possível com a disponibilidade de novos agentes, com 

mecanismos de ação distintos: os imunomoduladores talidomida e lenalidomida 

e o inibidor do proteasoma bortezomib (Stewart et al., 2009) entre muitos outros 

novos fármacos (Figura 13). 

Evolução no tratamento do mieloma múltiplo. FIGURA 13

O MM deve ser tratado de imediato, enquanto o MMI requer apenas vigilância 

clínica e analítica, uma vez que não está ainda demonstrado o benefício da tera-

pêutica precoce (Ghobrial & Landgren, 2014). Estão a decorrer ensaios clínicos 

com o objetivo de avaliar o efeito de fármacos imunomoduladores no adiamento 

da progressão de MM indolente para sintomático. Com efeito, o grupo espanhol 

de mieloma (GEM) conduziu um ensaio clínico randomizado de fase III em doentes 

com MMI com alto risco de progressão para MM, com o intuito de comparar uma 

estratégia de tratamento precoce com lenalidomida e dexametasona versus obser-

vação. Os resultados mostraram um atraso significativo na progressão para MM 

nos doentes sob terapêutica, associado a um benefício na sobrevivência livre de 

progressão (p<0,001) e na sobrevivência global (p=0,03) (Mateos et al., 2013b).

A definição da estratégia de tratamento tem por base a idade do doente, o estado 

geral (fit vs frail) e as comorbilidades. Os dados atuais apoiam uma combinação 

de três fármacos (bortezomib, um agente alquilante ou um imunomodulador 



62

e um corticoesteróide) como terapêutica de 1.ª linha, uma vez que é a estratégia 

associada a melhores taxas de resposta. Nos doentes com mau performance status, 

uma combinação de dois fármacos (ex. agente alquilante/imunomodulador±corti-

coesteróide, entre outras) poderá ser a terapêutica de eleição. Nos doentes com 

idade inferior a 65 a 70 anos, com boa resposta à terapêutica de indução e sem 

comorbilidades que o contraindiquem, devem realizar terapêutica de consolidação 

com quimioterapia em dose alta (geralmente melfalano 200 mg/m2), seguida de 

transplante autólogo de progenitores hematopoiéticos. Após a quimioterapia 

de dose alta, podem ser consideradas outras terapêuticas de consolidação e/ou 

manutenção, que incluem regimes com bortezomib, talidomida ou lenalidomida. 

Os doentes não candidatos a transplante autólogo de progenitores hematopoiéticos 

(idade geralmente superior a 70 anos ou contraindicação para quimioterapia em dose 

alta) podem realizar terapêutica de manutenção com fármacos imunomoduladores 

(ex. lenalidomida) ou bortezomib (Engelhardt et al., 2014; Ludwig et al., 2012; Palumbo 

et al., 2014a; Palumbo et al., 2014b). A qualidade de resposta alcançada com a estra-

tégia terapêutica selecionada correlaciona-se com o prognóstico, que é significati-

vamente mais favorável se alcançada uma resposta completa (Kapoor et al., 2013).

A radioterapia desempenha um papel fundamental no tratamento de áreas loca-

lizadas de destruição óssea, de doença extramedular (plasmocitomas) ou no 

controlo da dor. Os procedimentos cirúrgicos, como a vertebroplastia ou a cifo-

plastia, devem ser considerados sempre que as lesões líticas localizadas a nível 

da coluna vertebral apresentem risco de compressão ou de fratura iminentes. 

Os tratamentos de suporte apresentam uma importância crucial na abordagem do 

doente com MM, com impacto na qualidade de vida nomeadamente os analgésicos 

para o controlo da dor, os fármacos dirigidos aos eventos ósseos (bifosfonatos, 

vitamina D, cálcio, denosumab), os estimulantes da eritropoiese, as profilaxias 

antibiótica, antivírica e antitrombótica, a transfusão com concentrados eritrocitá-

rios/plaquetares, a hemodiálise ou a plasmaférese (Ludwig et al., 2013).

O transplante alogénico de progenitores hematopoiéticos, apesar de ser uma tera-

pêutica potencialmente curativa, a sua utilização no MM permanece controversa 

devido à elevada taxa de mortalidade relacionada com o transplante, pelo que deve 

ser realizada no contexto de ensaios clínicos (Nishihori & Alsina, 2011). 

- Importância do bortezomib no tratamento do mieloma múltiplo

O bortezomib é um ácido borónico dipeptídico modificado, derivado dos aminoá-

cidos leucina e fenilalanina e formulado como um éster de manitol. Este fármaco 

inibe a função do proteasoma 26S ao ligar-se, estreitamente e de forma rever-

sível, a um resíduo de treonina no local com atividade de tipo quimotripsina do 
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complexo enzimático do proteasoma. Esta atividade é suficiente para bloquear 

todas as restantes atividades catalíticas do proteasoma (atividades de tipo tripsina 

e pós-glutamil).

Estudos pré-clínicos demonstraram que o bortezomib, quando aplicado a um painel 

de 60 linhas celulares do National Cancer Institute (NCI), inibia de forma potente 

o crescimento de diversos tipos de tumores, induzindo uma inibição média do 

crescimento de 50% (IC
50

 - inhibitory concentration), para uma concentração de 

7 nM, confirmando-se igualmente a inibição do alvo biológico pretendido. O borte-

zomib afetou o desenvolvimento de tumores numa grande variedade de modelos de 

xenotransplante (Hideshima & Anderson, 2002), com melhoria da sobrevivência global 

(LeBlanc et al., 2002), em particular em ratos xenotransplantados com linhas celulares 

de MM humano, com cancro prostático humano, carcinoma do pulmão murino e 

carcinomas do cólon e mama humanos (Hideshima & Anderson, 2002). Nestes estudos, 

a eficácia do bortezomib em monoterapia foi dependente da dose, sendo mais eficaz 

quando administrado em dose idêntica ou próxima da dose máxima tolerada, aproxima-

damente igual a 3 mg/m2. Foi desenvolvido um ensaio farmacodinâmico fluorogénico 

para avaliar as atividades relativas quimotríptica e tríptica do proteasoma em células 

mononucleares do sangue periférico (Lightcap et al., 2000). Este ensaio demonstrou 

que a inibição da atividade quimotripsina-like do proteasoma 26S, mediada pelo borte-

zomib, era dependente da dose e reversível, o que contribuiu para orientar e otimizar 

o escalonamento da dose nos estudos de fase I. Estudos adicionais utilizando linhas 

celulares de MM e culturas primárias com esta patologia confirmaram que o bortezomib 

conduzia, não só a inibição do crescimento tumoral, mas também induzia apoptose 

destas células e ultrapassava a resistência das mesmas a outros fármacos (Hideshima 

et al., 2001c).

Apesar dos estudos farmacodinâmicos identificarem e confirmarem o proteasoma 

como o alvo biológico da terapêutica com bortezomib, o exato mecanismo de ação 

deste fármaco e todo o potencial terapêutico da inibição do proteasoma não estão, 

ainda, completamente elucidados. As investigações com vista à compreensão destes 

mecanismos estiveram centradas no papel exato do fator de transcrição NF-kB; 

na interação do fator pró-apoptótico NOXA e do oncogene c-MYC e, finalmente, 

na proteína 1 que liga o fator de transcrição X-BOX binding protein 1 (XBP-1). 

O foco inicial foi no impacto do bortezomib na inibição do NF-kB, um fator de 

transcrição que promove a proliferação e a sobrevivência da célula tumoral, como 

mencionado. A proteína inibidora IkB liga-se ao NF-kB no citoplasma, tornando-

o inativo. Uma variedade de citocinas e outros estímulos celulares conduzem à 

fosforilação e ubiquitinização do IkB pela ligase E3, direcionando-o para o protea-

soma, onde é degradado (Orlowski et al., 2002). O bortezomib, bloqueando este 

último processo, tem como consequência uma disponibilidade aumentada do IkB 
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para inibir o NF-kB, o que resulta na inibição do crescimento da célula tumoral 

(Mulligan et al., 2007).

Estudos conduzidos por Hideshima e colaboradores (2003) revelaram que a ativação 

do bortezomib era dependente da ativação da kinase NH2-terminal c-Jun (JNK) 

e, subsequentemente, das caspases 8 e 3, induzindo lesão do DNA e apoptose. 

Simultaneamente, foi observado que o bortezomib se associava a um aumento da 

expressão da proteína P53 (Hideshima et al., 2003). Estudos mais recentes vieram 

demonstrar que a atividade anti-MM do bortezomib era independente da proteína 

P53 e surgiram dúvidas se as alterações observadas no NF-kB ou no JNK seriam uma 

causa ou uma consequência do processo de morte celular (Qin et al., 2005).

Quando as linhas celulares de mieloma múltiplo são expostas ao bortezomib, o 

fator pró-apoptótico NOXA é induzido de forma dependente da concentração e 

acompanhado por uma ativação das caspases. O NOXA é igualmente induzido 

pela proteína P53 e por outros fatores de transcrição, como o fator 1 induzido por 

hipóxia (HIF-1) e o E2F-1, consistente com o seu envolvimento na resposta a muitos 

tipos de stresse celular. O NOXA humano contém o domínio BH3 (homologia 3 do 

BCL-2), que apresenta uma elevada afinidade pelo fator antiapoptótico MCL-1. 

Como este fator é um alvo para a ubiquitinização, a inibição do proteasoma conduz 

ao aumento dos níveis de MCL-1. A indução do NOXA é, assim, essencial, para 

ultrapassar os elevados níveis de MCL-1 e permitir a ativação da maquinaria apoptó-

tica em resposta ao bortezomib (Nikiforov et al., 2007). A interação do NOXA com 

membros antiapoptóticos da família BCL-2 conduz a libertação do citocromo c para 

o citosol, o que desencadeia a ativação das caspases e a indução da apoptose.

Outro aspeto relevante no mecanismo de ação do bortezomib é o facto da estimu-

lação da apoptose/NOXA não ser induzida por agentes quimioterápicos conven-

cionais e ser induzida por outros inibidores do proteasoma, como o MG132 (um 

péptido aldeído que bloqueia a atividade do proteasoma 26S), sugerindo um 

possível efeito específico desta classe de fármacos (Jullig et al., 2006).

Por outro lado, o oncogene c-MYC surgiu como um candidato mediador de espe-

cificidade tumoral. De facto, quando os níveis de c-MYC estão diminuídos por RNA 

de interferência, a indução do NOXA específica da célula tumoral está abolida. 

O c-MYC exógeno também aumenta a sensibilidade das células não malignas à 

inibição do proteasoma pelo bortezomib (Nikiforov et al., 2007). A interação entre o 

NOXA e o c-MYC concede também um possível racional para os resultados clínicos 

observados quando os inibidores das histonas desacetilases (HDAC) se combinam 

com o bortezomib. A atividade transcripcional do c-MYC no promotor NOXA pode 

ser favorecida por proteínas modificadoras ou remodeladoras da cromatina (incluindo 

as histonas acetiltransferases, com a histona H3 acetilada a ser o cofactor clássico 
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para o c-MYC (Nikiforov et al., 2007). Considera-se que a inibição das HDAC possa 

interferir com a orientação das proteínas ubiquitinadas através do agresosoma para 

eventual autofagia/degradação pelo lisosoma, uma via alternativa à degradação 

mediada pelo proteasoma (Hideshima et al., 2005).

Um outro mecanismo possivelmente implicado na especificidade do bortezomib 

para as células de mieloma é baseado na unfolded protein response (UPR). 

Os plasmócitos possuem um retículo endoplasmático rugoso e proteínas chape-

rone altamente desenvolvidos que permitem a produção de grande quantidade 

de anticorpos por segundo. Se se acumulam proteínas disfuncionais no retículo 

endoplasmático, a via de sinalização UPR é ativada através de um mecanismo 

sensor, o IRE1α (Davenport et al., 2007). A cinase IRE1, por sua vez, conduz à 

remoção de um intron a partir do fator de transcrição XBP-1, o que resulta numa 

forma ativada deste fator (Lee et al., 2003). Curiosamente, o XBP-1 é altamente 

expresso nos plasmócitos e é um pré-requisito para a transformação de célula 

B (antigen selected B cell) em plasmócito. Uma vez ativada a UPR, as proteínas 

unfolded sofrem alterações conformacionais através do aumento da expressão das 

moléculas chaperone ou são destruídas através de proteasomas 26S citosólicos. 

Por outro lado, a acumulação de proteínas unfolded resulta na apoptose da célula. 

A inibição do proteasoma desencadeia a apoptose, interferindo com a via UPR, assim 

como prevenindo a destruição de proteínas misfolded (Obeng et al., 2006).

Os critérios atualmente utilizados para a avaliação de resposta à terapêutica nos 

doentes com MM foram definidos pelo IMWG e incluem as seguintes categorias 

(Rajkumar et al., 2011):

–	 A resposta parcial (PR) foi definida como redução ≥ 50% da proteína mono-

clonal sérica e redução da proteína monoclonal urinária (24 horas) ≥ 90% ou 

< 200 mg em 24 horas. Se proteína monoclonal sérica e urinária não mensuráveis 

redução ≥ 50% na diferença entre cadeias leves livres envolvidas/não envolvidas; 

se proteína monoclonal sérica, urinária e cadeias leves livres não mensuráveis 

redução ≥ 50% na plasmocitose medular (se plasmocitose medular ≥ 30%); se 

presentes ao diagnóstico, redução ≥ 50% nos plasmocitomas;

–	 A muito boa resposta parcial (VGPR) foi definida como proteína monoclonal sérica 

de urinária detetável por imunofixação mas não na electroforese ou redução 

≥ 90% na proteína monoclonal sérica e nível de proteína monoclonal urinária 

< 100 mg nas 24 horas;

–	 A resposta completa (CR) foi descrita como ausência de imunofixação sérica e 

urinária e desaparecimento de qualquer plasmocitoma e plasmocitose medular ≤ 5%;

–	 A resposta completa estrita (sCR) inclui os critérios da CR mais rácio de cadeias 

leves livres normal e ausência de plasmócitos clonais por imunohistoquímica ou 

por citometria de fluxo de 2 a 4 cores;
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–	 A CR imunofenotípica inclui os critérios da sCR mais ausência de plasmócitos 

clonais na medula óssea com o mínimo de um milhão de células medulares 

analisadas por citometria de fluxo multiparamétrica (com mais de 4 cores);

–	 A CR molecular abrange os critérios de CR mais allele-specific polymerase chain 

reaction.

O MM é uma patologia reconhecidamente heterogénea na resposta à terapêutica. 

As análises citogenéticas e os estudos do perfil de expressão génica já eviden-

ciaram a heterogeneidade das células do MM em diversos estudos (Mulligan 

et al., 2007; Stewart et al., 2007; Annunziata et al., 2007; Keats et al., 2007; Kyle 

& Rajkumar, 2008b); ficou ainda por demonstrar quanta dessa complexidade é 

devida a diferenças nas interações entre os plasmócitos malignos e as BMSC in vivo. 

A atividade do NF-kB no MM é dependente do microambiente da medula óssea; 

se a ativação NF-kB nas células de MM e as interações com o microambiente são 

efetivamente alteradas pelo inibidor do proteasoma bortezomib ainda não está 

inteiramente esclarecido. Foi previamente demonstrado que as BMSCs provenientes 

de doentes com MM induziam a atividade NF-kB em algumas células de MM e que 

esta ativação era largamente resistente ao bortezomib, conferindo resistência à 

apoptose induzida por este fármaco (Markovina et al., 2008). Foi, posteriormente, 

demonstrado pelos mesmos autores que as BMSCs provenientes de doente com 

MM eram funcionalmente diferentes das BMSCs de doentes sem esta patologia 

na sua capacidade de induzir atividade NF-kB resistente ao bortezomib nas células 

de MM (Markovina et al., 2010).

1.7.	 Mecanismos de resistência à terapêutica no mieloma
	 múltiplo

1.7.1. Conceitos gerais

A refractariedade à terapêutica constitui um dos principais obstáculos ao sucesso 

do tratamento dos tumores malignos, em geral, e do MM, em particular, agravando 

significativamente o prognóstico dos doentes (Ullah, 2008; Zahreddine & Borden, 

2013). Nas últimas décadas, múltiplos mecanismos foram estudados e propostos 

para explicar esta resistência aos fármacos, nomeadamente, o bloqueio de entrada 

do fármaco na célula, a extrusão deste logo após a sua entrada; a sua inativação 
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enzimática in vivo, a ocorrência de mutações ou alterações na expressão dos alvos, 

anomalias nos mecanismos de apoptose e do stresse oxidativo, senescência e repa-

ração do DNA (Higgins, 2007a; Gillet & Gottesman, 2010). Em termos básicos, os 

tumores são constituídos por uma população heterogénea de células clonais com 

distintos níveis de sensibilidade à terapêutica. Algumas destas células podem ser 

rapidamente eliminadas pelo fármaco, enquanto outras se apresentam resistentes 

ab initio (resistência inata ou intrínseca) ou desenvolvem resistências no decurso 

da terapêutica (resistência adquirida). Em alguns casos, as células tumorais podem 

tornar-se resistentes a um fármaco e esta resistência ser ultrapassada por uma 

combinação de fármacos estrutural e funcionalmente diferentes (Ullah, 2008; Gillet 

& Gottesman, 2010; Lage, 2008) Contudo, as células tumorais podem desenvolver 

mecanismos de resistência cruzada a vários fármacos, o que conduz a uma situação 

designada como multidrug resistance (MDR). O principal mecanismo que controla 

esta resistência a múltiplos fármacos é a hiperexpressão de uma bomba de efluxo 

dependente de ATP, designada glicoproteína P (GlicP ou gp-P) (Higgins, 2007a; Choi, 

2005). Esta proteína com 170 KD é codificada pelo gene MDR1 e foi o primeiro 

membro conhecido da superfamília de transportadores ABC (ATP-binding cassette). 

Nas células tumorais com fenótipo MDR, a GlicP encontra-se hiperexpressa e o fármaco 

é rapidamente direcionado para o exterior da célula, reduzindo a sua concentração 

intracelular para níveis que o tornam ineficaz (Higgins, 2007a; Wu et al., 2013).

Outros membros da superfamília de transportadores incluem a multidrug resistance 

protein-1 (MRP-1), a lung resistance related protein (LRP) e a breast cancer resistance 

protein (BCRP). Nas células que expressam MDR, são evidentes alterações noutros 

mecanismos que controlam a acumulação de fármacos a nível intracelular como, por 

exemplo, os defeitos nos lípidos que constituem a membrana celular, como as cera-

midas, que limitam a captação e aumentam o efluxo do fármaco (Liu et al., 2001; 

Xie et al., 2008). Como consequência da expressão de MDR, ocorre inibição da apop-

tose (que é um alvo da maioria dos fármacos antineoplásicos), limitação dos processos 

de reparação de DNA e alterações dos mecanismos de controlo do ciclo celular. 

As mutações nos genes que codificam transportadores e recetores de fármacos podem 

igualmente contribuir para o fenótipo MDR (Higgins, 2007b; Choi, 2005).

1.7.2. Resistência aos fármacos no mieloma múltiplo

Apesar de dispormos de regimes terapêuticos cada vez mais eficazes no MM, os 

mecanismos de resistência desenvolvem-se com frequência, não só aos fármacos 

utilizados na quimioterapia convencional, como aos novos fármacos dirigidos a alvos 
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moleculares, de que é exemplo o bortezomib. Alguns doentes podem ser intrinse-

camente resistentes ao bortezomib ou desenvolver resistência ao longo do trata-

mento. Apesar dos mecanismos de resistência ao bortezomib não serem totalmente 

conhecidos, a mutação na subunidade β5 do proteasoma, as alterações nas vias de 

sobrevivência, de resposta ao stresse e antiapoptóticas parecem estar envolvidas. 

Apesar de numerosos estudos, desconhecemos por que motivo os doentes com 

MM recidivam e se tornam refratários às terapêuticas (Abdi et al., 2013b).

O MM é universalmente reconhecido com apresentando um elevado nível de insta-

bilidade genómica e uma composição citogenética complexa, que se traduz em 

alterações estruturais e numéricas de diversos cromossomas, já descritas em detalhe 

em secção anterior (Schmidt-Hieber et al., 2012), além de recentemente terem sido 

identificadas as células estaminais de MM, que podem persistir após as terapêuticas 

e tornarem-se responsáveis pelas recidivas. (Ghosh & Matsui, 2009).

1.7.2.1. A desregulação das proteínas da família ABC

A hiperexpressão de gp-P, o produto do gene MDR1, foi observada com frequência 

no MM e fortemente associada a recidiva da doença e a refractariedade à tera-

pêutica (Epstein et al., 1989; Covelli, 1999; Sonneveld, 1995). Aparentemente, 

os polimorfismos do gene MDR1 parecem influenciar a resposta à terapêutica. 

Contudo, a sua contribuição para a resistência ao bortezomib não está ainda clari-

ficada (Buda et al., 2007; Hawley et al., 2013).  A principal limitação relativamente 

aos marcadores MDR no MM é a sua reduzida expressão ao diagnóstico e hiperex-

pressão após a quimioterapia. Num estudo realizado em doentes com MM, cerca 

de 6% ao diagnóstico e 43% após a quimioterapia (vincristina e doxorrubicina) 

apresentavam positividade para a GlicP (Grogan et al., 1993). Vários moduladores 

de MDR foram ensaiados no MM, mas com benefício clínico reduzido e toxicidade 

elevada (Dalton et al., 1995; Yang et al., 2003a).

No entanto, foi sugerido que, após o tratamento com moduladores MDR, as células 

tumorais poderiam aumentar a expressão de proteínas-alvo dos fármacos ou criar 

mutações que abolissem a interação fármaco-alvo (Yang et al., 2003a).

Uma outra proteína relacionada com os mecanismos de MDR, a BCRP ou ABCG2, 

parece não desempenhar um papel relevante no MM. Contudo, o gene ABCG2 

foi encontrado metilado e hiperexpresso após quimioterapia (Turner et al., 2006). 

Por outro lado, foi identificado um gene associado a instabilidade cromossómica, o 

NEK2, cuja hiperexpressão conduz a uma elevação das proteínas gp-P, MRP-1 e BCRP 

e foi consistentemente associado a resistência a alguns fármacos (bortezomib e doxor-

rubicina), recidiva rápida e prognóstico desfavorável no MM (Zhou et al., 2013).
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1.7.2.2. Os mecanismos antiapoptóticos

A proteína supressora tumoral P53 é considerada a “guardiã do genoma”, desem-

penhando funções cruciais no controlo do ciclo celular, na apoptose, na reparação 

do DNA, na senescência e na autofagia (Zilfou & Lowe, 2009; Farnebo et al., 2010; 

Saha et al., 2013). 106-109. Esta proteína encontra-se inativada em diversas 

neoplasias humanas, incluindo 10-12% dos casos de MM (Avet-Loiseau et al., 

1999; Chng et al., 2007b). A inativação P53 pode ser o resultado de mutações 

no domínio de ligação da P53 ao DNA ou através da hiperexpressão da proteína 

MDM2 (murine double minute 2) (Farnebo et al., 2010) Esta proteína é uma ligase 

E3 de ubiquitina que se liga à P53 promovendo a sua ubiquitinação e tornando- 

-a um alvo para a sua degradação através da via ubiquitina-proteasoma (Piette 

et al., 1997). A MDM2 foi encontrada hipereexpressa em 58% de amostras de 

MM e associada a quimiorresistência (Elnenaei et al., 2003; Rayburn et al., 2005). 

Foi também sugerido que esta proteína possa participar nos mecanismos de multir-

resistência através do aumento da degradação da proteína P53 ou da interação 

com o gene MDR1 (Rayburn et al., 2005).

Outra proteína supressora tumoral, a p14ARF, liga-se à MDM2 e sequestra-a no 

núcleo para permitir a estabilização da P53 (Wilda et al., 2004). O complexo regu-

lador p14ARF-MDM2-P53 desempenha um papel fundamental no destino da célula 

em casos de stresse celular, como a lesão do DNA após quimioterapia (Wilda et al., 

2004). Como descrito nas células de MM, a perda de função da P53 e da p14ARF 

ou a hiperexpressão de MDM2 desregularia as vias de sinalização relacionadas com 

a P53 e, consequentemente, os seus alvos, diminuindo a expressão de P21, BAX, 

NOXA, PUMA, ou seja, de moléculas pró-apoptóticas, favorecendo a resistência à 

apoptose e, por conseguinte, à terapêutica (Elnenaei et al., 2003).

Pensar na P53 como um alvo terapêutico no MM foi considerada uma estratégia 

interessante, baseada na restauração das funções desta proteína, em linhas celu-

lares e em amostras de doentes com MM com a mutação no gene p53. De facto, 

tendo como alvo a interação P53-MDM2 e usando nutlin-3 (um antagonista de 

MDM2) e RITA (reactivation of p53 and induction of tumor cell apoptopsis), uma 

molécula que se liga a P53 e previne a interação desta com MDM2, foi desen-

cadeada a apoptose nos plasmócitos tumorais e observados efeitos sinergísticos 

com o bortezomib (Saha et al., 2012). Estes estudos evidenciaram um aumento 

da proteína P53 e dos seus alvos pró-apoptóticos BAX, PUMA e BAK e diminuição 

da proteína BCL-2, após modulação terapêutica.

Foi também demonstrado que a molécula RITA tem a capacidade de se ligar à 

proteína P53 mutada e reativar algumas das suas funções (Zhao et al., 2010). 
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Um outro estudo recente revelou que esta molécula, em contraste com a nutlin-3, 

induzia apoptose numa subpopulação de plasmócitos, independentemente de P53 

(Surget et al., 2014). Estes dados poderão ter particular interesse para doentes 

com a delecção 17p, que são resistentes às terapêuticas atuais.

Um outro estudo demonstrou que a inibição da USP7 (ubiquitin-specific protease-

7), que estabiliza a MDM2, desencadeia apoptose nos plasmócitos tumorais resis-

tentes ao bortezomib, confirmando a ideia da inibição da função P53 como um 

mecanismo de resistência no MM (Chauhan et al., 2012).

Além do mencionado, o fator de transcrição NF-kB é um interveniente funda-

mental na biologia e na patogénese do MM, não apenas em termos de prolife-

ração de células tumorais, como previamente descrito, mas também na apoptose 

e resistência a fármacos (Anderson & Carrasco, 2011; Demchenko et al., 2010; 

Demchenko & Kuehl, 2010). Com efeito, a via NF-kB é um alvo terapêutico no MM, 

em particular para fármacos que atuam como inibidores do proteasoma, como 

o bortezomib ou o carfilzomib (Anderson & Carrasco, 2011; Braun et al., 2006). 

Por outro lado, foram recentemente identificadas mutações em alguns genes da 

plataforma NF-kB, o que tem como consequência uma ativação constitutiva desta 

via e torna os plamócitos do MM menos dependentes da proteção do micro-

ambiente da MO e mais refratários à terapêutica (Chapman et al., 2011; Keats 

et al., 2007; Annunziata et al., 2007). O fator de transcrição NF-kB pode ainda 

contribuir para a resistência aos fármacos no MM através da hiperexpressão de 

alguns membros da família BCL-2, incluindo a proteína BCL-XL (Xiang et al., 2011). 

Foi igualmente descrito que os plasmócitos tumorais podem desenvolver um 

fenótipo NF-kB resistente ao bortezomib através da via PIR (proteasome-inhibitor 

resistant) (Markovina et al., 2008). Este dado apoia a utilização do bortezomib em 

regimes de combinação.

1.7.2.3. O papel do microambiente

Os mecanismos mais conhecidos de resistência aos fármacos no MM, mediados 

pelo microambiente da MO, são o SFM-DR (soluble factor-mediated drug resistance) 

e o CAM-DR (cell-adhesion mediated drug resistance). O SFM-DR é explicado pelo 

envolvimento da IL-6, o principal fator de crescimento e de sobrevivência dos plas-

mócitos tumorais; enquanto o CAM-DR é mediado pela adesão dos plasmócitos 

neoplásicos às BMSCs ou às proteínas da matriz extracelular (ECM), envolvendo 

moléculas de adesão, como as integrinas β1 (Meads et al., 2009).

A resistência intrínseca (de novo) aos fármacos, incluindo o bortezomib, pode 

ocorrer em alguns doentes com MM, o que foi sugerido aumentar grandemente 
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devido a CAM-DR (uma forma transitória de resistência aos fármacos apenas 

durante a adesão célula-célula ou célula-ECM) e, mais importante, pode contri-

buir para o desenvolvimento de resistência adquirida, no decurso do tratamento 

(Shain & Dalton, 2001). A adesão dos plasmócitos tumorais às BMSCs conduz à 

secreção de IL-6, que foi implicada na resistência de plasmócitos tumorais a vários 

estímulos apoptóticos, incluindo o FAS/APO-1 e a alguns fármacos de quimioterapia. 

Estas respostas anómalas foram descritas como dependentes da via de sinalização 

JAK/STAT. Foi ainda demonstrado que os plasmócitos neoplásicos com secreção autó-

crina de IL-6 são mais resistentes à dexametasona do que os que não apresentam 

secreção autócrina desta interleucina (Frassanito et al., 2001). Adicionalmente, foi 

observado que o bloqueio dos recetores da IL-6 com o fármaco CNTO328 aumentava 

a sensibilidade dos plasmócitos ao bortezomib (Voorhees et al., 2007). Estes dados 

realçam o papel crucial da IL-6 nos mecanismos de resistência à terapêutica no MM.

A cultura simultânea de linhas celulares humanas de MM (U266 e NCI-H929) com 

BMSC de doentes com MM conduz a um aumento da expressão de survivina nos 

plasmócitos tumorais e a uma resistência demonstrada à daunorrubicina (Wang 

et al., 2010). O bloqueio da survivina foi associado à inibição do crescimento dos 

plasmócitos neoplásicos e à diminuição da sua resistência à doxorrubicina, ao 

melfalano e da dexametasona (Romagnoli et al., 2007). Foi ainda demonstrado 

que o CD44, o recetor do ácido hialurónico, mediava a resistência à lenalidomida 

em plasmócitos tumorais e as células resistentes à lenalidomida adeririam mais 

fortemente às BMSCs e ao ácido hialurónico, o que implica um papel para o CD44 

na CAM-DR (Bjorklund et al., 2014).

As mutações em alguns oncogenes, como o RAS, podem afetar a interação dos plas-

mócitos com as células do microambiente e induzir CAM-DR (Hoang et al., 2006).

As interações dos plasmócitos tumorais com outras células de microambiente da 

MO podem igualmente determinar quimiorresistência no MM. Concretamente, 

os osteoclastos conferem resistência à apoptose induzida por doxorrubicina nos 

plasmócitos neoplásicos através da secreção de IL-6 e de osteopontina (Abe et al., 

2004). A interação dos plasmócitos tumorais com as células endoteliais da MO pode, 

igualmente, contribuir para a quimiorresistência, através da indução de citocinas, 

como a IL-6, o SDF1α, o MCP-1, o FGF e o TNF-α pelas células endoteliais. 

Os macrófagos podem também conferir resistência à apoptose induzida por dexa-

metasona e melfalano, através do contacto direto célula-célula e bloqueando a via 

das caspases (Zheng et al., 2009). 

Finalmente, o microambiente inflamatório da MO onde se encontram os plasmó-

citos neoplásicos no MM tem um papel importante no desenvolvimento de resis-

tências. Concretamente, os TLRs (Toll-like receptors), uma família de recetores que 
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controla e integra respostas imunes, podem ser um alvo de resistências no MM. 

Com efeito, a estimulação de células de MM com alguns ligandos de TLRs induz 

a secreção de IL-6 e confere resistência à dexametasona (Bohnhorst et al., 2006; 

Jego et al., 2006).

1.8. 	 Como ultrapassar as resistências à terapêutica – os
	 novos fármacos

1.8.1. Conceitos gerais

Apesar de todos os avanços ocorridos no conhecimento da fisiopatologia e 

no tratamento do MM nos últimos anos, esta patologia permanece incurável. 

Este facto decorre da constatação de que praticamente todos os doentes recidivam, 

após um período variável, mesmo os que atingem respostas iniciais de muito boa 

qualidade. Efetivamente, com a quimioterapia de dose alta seguida do transplante 

autólogo de progenitores hematopoiéticos, com os avanços na identificação de 

novos alvos terapêuticos, com a utilização do bortezomib e de imunomoduladores 

como a talidomida e a lenalidomida, observou-se uma melhoria significativa na 

sobrevivência global dos doentes e no tempo livre de doença, mas não uma cura 

com erradicação completa do clone maligno. Deste modo, torna-se imperioso 

prosseguir na investigação de novos alvos de atuação de moléculas inovadoras com 

mecanismos de ação específicos que atuem em pontos-chave de todo o processo 

de desenvolvimento do MM.

Assim, novos inibidores do proteasoma (como o carfilzomib, o ONX 0912, o MLN 

9708 ou o marizomib), inibidores da cinase do IkB (partenolide), inibidores das 

histonas desacetilases (vorinostat, panobinostat) e das DNA metiltransferases 

(decitabina, 5-azacitidina), novos imunomoduladores (pomalidomida), inibidores 

das cinases (particularmente, inibidores do mTOR) e das proteínas de choque 

térmico, como a HSP90, moduladores da apoptose, novas terapêuticas imunome-

diadas (anticorpos contra o CS-1, o CD38 ou a IL-6) e novos agentes alquilantes 

(bendamustina) apresentaram eficácia, a maioria destes incluídos em regimes de 

combinação com fármacos convencionais, avaliados em ensaios clínicos de fase I/II 

e alguns de fase III, em doentes com MM em recidiva ou refratário (Dimopoulos 

et al., 2011; Gentile et al., 2013; Misso et al., 2013).



73

1.8.2. Novos alvos terapêuticos em mieloma múltiplo

1.8.2.1. Partenolide

O partenolide, uma lactona sesquiterpena extraída de planta medicinal Tanacetum 

parthenium, é um inibidor natural do NF-kB com propriedades anti-inflamatórias e 

antitumorais. Demonstrou atividade em estudos pré-clínicos envolvendo diversos 

tipos celulares transformados (Guzman et al., 2005; Zunino et al., 2007) e sensibiliza 

as células transformadas a vários agentes citotóxicos (Patel et al., 2000; Nakshatri 

et al., 2004). O partenolide inibe o NF-kB através da ligação e inibição da ativação 

do IKK (Hehner et al., 1999) e diretamente por alquilação da proteína RelA (um 

membro da família NF-kB) em resíduos de cisteína (García-Piñeres et al., 2001).

Assim, um importante mecanismo subjacente ao efeito antitumoral do parteno-

lide parece ser a inibição da sinalização NF-kB, que se encontra ativada de forma 

aberrante e estável em diversas neoplasias (Staudt, 2010). As células tumorais 

adquirem vantagem seletiva quando a sua via NF-kB se encontra comprometida, 

uma vez que a ativação desta via bloqueia a apoptose. O NF-kB controla, ainda, 

múltiplas vias celulares, para além da apoptose, como a proliferação, a angiogé-

nese, a metastização ou a resistência à quimioterapia e à radioterapia (Chaturvedi 

et al., 2011).

O partenolide não interfere apenas com o NF-kB; parece ainda modificar a regu-

lação das proteínas MAPK e JNK e inteferir com o fator de transcrição STAT3, que 

bloqueia a progressão do ciclo celular (Nakshatri et al., 2004; Hsu et al., 2009). 

Outro mecanismo antitumoral envolve a transcrição da metaloproteinase 9 da 

matriz, uma proteína relevante na angiogénese e na adesão celular, a qual é inibida 

pelo partenolide (Oka et al., 2007; Sweeney et al., 2005).

1.8.2.2. Everolimus

O Everolimus é um inibidor do mTOR, bloqueando a tradução de proteínas rela-

cionadas com a sobrevivência e a proliferação celulares. Diversos estudos demons-

traram que os inibidores mTOR apresentam atividade antitumoral contra neopla-

sias da mama, próstata, pâncreas e cérebro, assim como em leucemias, linfomas 

e mieloma múltiplo (Geoerger et al., 2001; Ito et al., 2006; Frost et al., 2004; Shi 

et al., 1995; Muthukkumar et al., 1995). O mTOR é uma serina/treonina kinase 
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que é um alvo da fosfatidilinositol 3 kinase (PI3K) e da proteína kinase B (AKT/PKB), 

o que desempenha um papel vital na sobrevivência e na proliferação das células. 

A ativação da via PI3K-Akt-mTOR induz a fosforilação mTOR que ativa duas impor-

tantes proteínas alvo: a proteína 1 de ligação ao fator de iniciação eucariota 4E 

(4EBP-1) e a proteína ribossómica S6 cinase (S6K). Consequentemente, esta ativação 

induz um aumento na tradução do mRNA e na síntese proteica, promovendo o 

crescimento celular e a inibição da apoptose (Oshiro et al., 2004).

1.8.2.3. Silibinina

A silibinina é uma flavanona derivada da planta Silybum marianum e constitui um 

fitoquímico usado como suplemento na dieta com propriedades hepatoprotec-

toras e antineoplásicas. Tem efeitos antiproliferativos e antiangiogénicos potentes 

(diminui a secreção de VEGF e a formação de capilares in vitro) em diversas linhas 

celulares humanas de neoplasias do cólon (Yang et al., 2003b), pulmão (Cufí 

et al., 2013), bexiga (Zeng et al., 2011) e próstata (Mora et al., 2002). Inibe o 

crescimento de diversos tumores em modelos animais (Singh et al., 2006; Agarwal 

et al., 2007).

Foi demonstrado que a silibinina inibe a ativação constitutiva da via de sinalização 

STAT3, ao mesmo tempo que induz a apoptose (Agarwal et al., 2007), interferindo 

ainda com as vias de sinalização celular JAK-STAT, ERK-MAPK e PI3K-Akt-mTOR 

(Cheung et al., 2010), com consequente inibição da proliferação de células tumo-

rais. Inibe também a progressão ao longo do ciclo celular, modulando os complexos 

CDK-ciclinas-CDKI e os seus reguladores (Hogan et al., 2007) e inibe a ativação do 

NF-kB (Li et al., 2010b). Por outro lado, induz quimiossensibilização, potenciando 

os efeitos de fármacos citotóxicos, em linhas celulares humanas de tumores do 

ovário e da mama (Scambia et al., 1996; Giacomelli et al., 2002).

1.8.2.4. Decitabina

A decitabina (5-aza-2’-deoxicitidina) é um análogo sintético da citosina que se 

incorpora nas cadeias de DNA de células em proliferação e atua como um agente 

modulador epigenético (hipometilante). De facto, este composto inibe a metilação 

do DNA e aumenta a reexpressão de genes silenciados, através da ligação covalente 

às regiões promotoras das DNA metiltransferases (DNMT) (Karpf & Jones, 2002; 

Bender et al., 1998).
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Após a entrada da decitabina nas células, a decitabina sofre um processo de 

fosforilação através de uma desoxicitidina cinase, convertendo-a nas formas 

trifosfato ativas: 5-azacitidina trifosfato e 5-aza-desoxicitidina trifosfato, que 

são incorporados no DNA como análogos da citosina (Issa & Kantarjian, 2009; 

Rius et al., 2009). Quando a DNMT1 tenta metilar análogos da citosina, fica 

covalentemente retida através da cadeia sulfidril da cisteina catalítica e resulta 

na proteólise da DNMT1 (Ghoshal et al., 2005; Kuo et al., 2007; Brueckner 

et al., 2007; Fandy, 2009). Estes factos resultam na hipometilação do DNA 

durante a replicação, uma vez que reduzidas quantidades de metiltransferase 

estão disponíveis para metilação das cadeias de DNA recentemente sinteti-

zadas. Quando administrada em baixas doses, na ordem dos nanomolares, 

induz alterações permanentes na metilação do DNA nas regiões promotoras 

de determinados genes, reexpressão de genes e alterações em vias regula-

doras cruciais envolvidas na tumorigénese, sem induzirem efeitos citotóxicos 

imediatos, como a lesão do DNA, a apoptose e o bloqueio ao longo do ciclo 

celular (Tsai et al., 2012). A decitabina é funcionalmente mais específica que 

a azacitidina, uma vez que não se incorpora no RNA e necessita apenas de 

fosforilação para 5-azadesoxicitidinatrifosfato para incorporação no DNA. 

A azacitidina apresenta uma semivida curta de 1,5 a 2,3 horas, comparada com 

a decitabina, que apresenta semivida de 20 ± 5 horas em soluções aquosas. 

Devido à sua maior estabilidade, a decitabina é um agente hipometilante mais 

eficiente do que a azacitidina (Rudek et al., 2005; Momparler, 2005).

A atividade terapêutica da decitabina foi avaliada em doentes com síndrome mielo-

displásico e com leucemia aguda, em diversos ensaios clínicos, pela sua excelente 

capacidade de reativação da expressão de vários genes metilados (Kihslinger & 

Godley, 2007; Kantarjian et al., 2006; Steensma, 2009). A sua eficácia foi também 

demonstrada no tratamento de tumores sólidos (Issa & Kantarjian, 2009; Boumber 

& Issa, 2011).

1.8.2.5. Tricostatina A

Os inibidores das histonas desacetilases (HDACI), como o vorinostat ou a tricos-

tatina A (TSA) formam outra classe de agentes de modulação epigenética com 

considerável atividade anti-MM (Maes et al., 2013a). O desenvolvimento dos 

HDACIs iniciou-se com a descoberta de que os compostos que reconhecidamente 

induziam diferenciação de linhas celulares leucémicas eram inibidores das HDACs 

e induziam hiperacetilação das histonas, conduzindo à reexpressão de genes nas 

células neoplásicas. (Quintás-Cardama et al., 2011). A TSA, como o Vorinostat, é 
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um pan-HDACI com efeitos na diferenciação terminal, bloqueio do crescimento, 

apoptose e morte das células transformadas. Os HDACI apresentaram benefício 

clínico em combinação com agentes convencionais em doentes com MM em recidiva 

(Dimopoulos et al., 2013; Richardson et al., 2013). Atualmente, estão estabele-

cidas várias interações entre a acetilação, os HDACI e os mecanismos de reparação 

do DNA e pensa-se que a acetilação das proteínas influencia o recrutamento e a 

expressão de proteínas de reparação do DNA, podendo ser usado como alvo para 

modificar as vias de reparação do DNA em resposta a diferentes agentes de lesão 

do DNA (Robert et al., 2011).

1.8.2.6. Ácido gambógico

O ácido gambógico é uma xantona derivada da resina de Garcinia hanburryi, uma 

planta que cresce maioritariamente no sul da China, Cambodja, Vietname e Tailândia 

(Zhu et al., 2009). Foi demonstrado que o ácido gambógico suprime o crescimento 

de células tumorais de neoplasias, como carcinoma do pulmão de pequenas células 

(Zhu et al., 2009), carcinoma hepatocelular (Mu et al., 2010), carcinoma da mama 

(Gu et al., 2009), melanoma (Wang et al., 2009), carcinoma gástrico (Wang et al., 

2009) ou leucemia (Pandey et al., 2007). Diversos mecanismos foram implicados 

na inibição da proliferação e na indução da apoptose das células neoplásicas por 

parte do ácido gambógico, nomeadamente, a inibição das proteínas antiapoptó-

ticas BCL-2 (Gu et al., 2009; Zhao et al., 2004) e survivina (Wang et al., 2008); 

a indução de proteínas associadas à apoptose, como a P53 (Rong et al., 2010), 

a BAX e a pro-caspase-3 (Wang et al., 2009); a ativação das proteínas cinase 

c-Jun-N-terminal (JNK), p38 e da cinase sintetase do glicogénio 3 beta (GSK3beta) 

(Li et al., 2009). Outros mecanismos de ação do ácido gambógico incluem a 

inibição da topoisomerase II através da ligação ao seu domínio ATPase (Qin et 

al., 2007) e do NF-kB (Pandey et al., 2007); redução da expressão do oncogene 

MDM2 e subsequente indução da p21 (Rong et al., 2010). Foi ainda descrita uma 

ligação direta aos recetores do c-MYC (Yu et al., 2006) e da transferrina (Kasibhatla 

et al., 2005) e um bloqueio da sinalização do fator de crescimento do endotélio 

vascular (VEGF) (Lu et al., 2007; Yi et al., 2008). Recentemente, uma abordagem 

proteómica revelou a supressão da expressão da proteína sigma 14-3-3 pelo ácido 

gambógico (Wang et al., 2009).
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O MM é uma patologia reconhecidamente precedida por uma entidade pré-neoplá-

sica, designada MGUS, com um estado intermédio denominado MMI. Em qualquer 

destas entidades, coexistem plasmócitos monoclonais e policlonais, em proporções 

diversas, com aumento dos plasmócitos monoclonais ao longo da mielomagénese. 

Várias alterações genéticas e epigenéticas têm sido identificadas no MM, embora 

não esteja ainda clarificada a sua relevância na evolução de MGUS para MM. Além 

disso, a maioria dos estudos realizados com o objetivo de conhecer a patogénese 

do MM foram muito centrados nos plasmócitos clonais, desconhecendo-se, em 

larga medida, a relevância dos plasmócitos com fenótipo normal.

Assim, neste trabalho analisámos o perfil de metilação de alguns genes relevantes 

na mielomagénese; avaliámos e comparámos a expressão de moléculas relevantes 

na apoptose, no microambiente e na resistência à terapêutica nos dois subtipos de 

plasmócitos em doentes com GM, de modo a identificar potenciais biomarcadores 

de diagnóstico e de prognóstico, bem como novos alvos terapêuticos.

Deste modo, os nossos objetivos específicos consistiram em:

1.	 Caracterizar as populações de plasmócitos tumorais e não tumorais, no que 

respeita à expressão de moléculas envolvidas na apoptose, na proliferação, na 

regulação do ciclo celular e no microambiente. Neste sentido fomos avaliar as 

proteínas antiapoptóticas, BCL-2, Survivina, TRAIL-R3 e -R4, e pró-apoptóticas 

BAX, TRAIL, TRAIL-R1, TRAIL-R2, FAS, FAS Ligando, caspase 3, TNF-a e recetor 

do TNF-a, os fatores de crescimento, VEGF, recetor do VEGF, IL-6 e recetor de 

IL-6, os reguladores do ciclo celular, ciclina D1 e P53, o fator de transcrição 

nuclear-kB (NF-kB) e os conjugados de ubiquitina. 

2.	 Analisar a expressão de proteínas da família ABC com funções relevantes na 

resistência à terapêutica, Glicoproteína P e MRP-1, a nível citoplasmático e 

membranar, nos plasmócitos clonais e não clonais de doentes com GM, esta-

2OBJETIVOS
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belecendo comparações entre os plasmócitos com os diferentes fenótipos e 

entre os diversos subgrupos do GM estudados.

3.	 Avaliar o impacto do perfil de metilação das regiões promotoras de genes 

supressores tumorais na evolução clonal de MGUS para MM, concretamente 

dos genes p15, p16, p53, DAPK e dos genes dos recetores do TRAIL (TRAIL-R1, 

-R2, -R3 e R4); procurar associações entre as alterações na metilação destes 

genes e as características clínicas e laboratoriais dos doentes com  MGUS, MMI 

e MM, assim como determinar o impacto da metilação aberrante dos genes 

mencionados na resposta à terapêutica, na sobrevivência livre de progressão e 

na sobrevivência global de doentes com MM.

4.	 Estabelecer associações entre as características clínicas e laboratoriais dos doentes 

com GM e a expressão das moléculas descritas, assim como avaliar a influência 

da expressão destas moléculas na resposta à terapêutica, na sobrevivência livre 

de progressão e na sobrevivência global de doentes com MM.

5.	 Determinar o efeito de fármacos dirigidos a alvos moleculares descritos previa-

mente, numa linha celular de MM (NCI-H929). Os fármacos estudados incluíram 

inibidores do NF-kB (bortezomib e partenolide), inibidores mTOR (everolimus), 

indutores da apoptose (silibinina e ácido gambógico) e moduladores epigené-

ticos (tricostatina A e a decitabina). Foi nosso objetivo estudar o efeito destes 

fármacos na proliferação e viabilidade celulares, quer em monoterapia quer em 

diferentes combinações, doses e tempos de administração, de forma a defi-

nirmos a estratégia terapêutica mais eficaz.
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3.1.	 Estudos realizados em doentes com gamapatias
	 monoclonais e em controlos

3.1.1. Seleção e caracterização dos doentes e dos controlos

Neste estudo, foram incluídos 142 doentes com GM avaliados ao diagnóstico 

(68 doentes com MGUS, 12 com MMI, 62 com MM) e cinco com MMRR. Foram 

estudados 10 controlos não neoplásicos.

Os doentes com GM foram avaliados e selecionados no Serviço de Hematologia 

Clínica do Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra, pólo Hospitais da Univer-

sidade de Coimbra (CHUC, HUC), para onde são referenciados doentes de diversas 

áreas da região centro de Portugal. Todos os estudos foram realizados em amostras 

de medula óssea, obtidas no decurso de procedimentos diagnósticos de rotina, em 

doentes com idade superior a 18 anos.

A avaliação morfológica dos esfregaços de medula óssea de doentes com GM 

foi realizada após coloração com May-Grünwald-Giemsa e posterior observação 

por microscopia ótica. Na análise dos esfregaços de medula óssea, foi determi-

nada a percentagem de plasmócitos e descrita a sua morfologia (alterações na 

nuclearidade, características de imaturidade: plasmablastos). A caracterização 

imunofenotípica dos plasmócitos presentes na medula óssea de doentes com 

GM foi realizada por citometria de fluxo, recorrendo aos seguintes marcadores: 

CD38, CD138, CD19, CD56, CD27, CD28, CD45, CD117 e cadeias leves k e l 

intracitoplasmáticas.

Os estudos citogenéticos foram realizados por técnica de FISH (fluorescence 

in situ hybridization). A técnica de FISH utiliza sondas fluorescentes e permite 

MATERIAIS E MÉTODOS 3
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a deteção de translocações, delecções ou amplificações de determinados loci 

dos cromossomas, recorrendo a sondas centroméricas, em células em interfase. 

As alterações citogenéticas pesquisadas foram: del(13q14) (gene do retinoblas-

toma), del(17p13.1) (gene p53), rearranjo do gene IgH (14q32), t(11;14), t(4;14), 

t(14;16), anomalias do cromossoma 1 (del 1p32 e 1q21+).

Os diagnósticos de MGUS, MMI e MM foram realizados com base nos critérios 

inicialmente definidos pelo International Myeloma Working Group (IMWG) (Kyle 

et al., 2003) e atualizados em 2014 (International Myeloma Working Group, 2014). 

O estadiamento dos doentes com MM seguiu os critérios do ISS (International 

Staging System) (Greipp et al., 2005b). A avaliação da resposta à terapêutica nos 

doentes com MM foi efetuada de acordo com os critérios de avaliação de resposta 

definidos pelo IMWG (Kyle & Rajkumar, 2009b). Os controlos não neoplásicos, sem 

patologia hematológica conhecida, foram selecionados da consulta externa do 

Serviço de Hematologia Clínica do CHUC-HUC, após avaliação clínica e analítica.

As amostras dos doentes e dos controlos foram colhidas de acordo com os princí-

pios da Declaração de Helsínquia II, aprovados pela Comissão de Ética local, após 

consentimento informado assinado pelo doente.

3.1.2.	 Análise da expressão de moléculas envolvidas na apoptose, na regulação
	 do ciclo celular e nos mecanismos de resistência por citometria de fluxo   

As células de doentes com MGUS, MMI, MM ou MMRR e as de controlos não 

neoplásicos foram marcadas com os anticorpos monoclonais anti-CD138-APC (BD 

Biosystems) e anti-CD19-PerCP-Cy5.5 (BD Biosystems) com o objetivo de identificar 

as populações de plasmócitos CD138+/CD19+ e  CD138+/CD19-.

Avaliámos, por citometria de fluxo, a expressão citoplasmática de moléculas envol-

vidas na morte celular por apoptose com funções pró-apoptóticas (BAX, caspase 3) e 

antiapoptóticas (BCL-2 e Survivina), na regulação do ciclo celular (ciclina D1 e P53), 

de proteínas inflamatórias (IL-6), do factor de transcrição NF-kB, de conjugados da 

ubiquitina e de proteínas da família ABC (Glicoproteína P e MRP-1). Deste modo, 

aproximadamente 106 células obtidas de doentes com MGUS, MMI, MM e MMRR 

e de controlos não neoplásicos foram marcadas com os anticorpos monoclonais 

anti-CD138-APC (BD Biosystems) e anti-CD19-PerCP-Cy5.5 (BD Biosystems) durante 

15 minutos, à temperatura ambiente, na ausência de luz. De seguida, as células 

foram lavadas com PBS por centrifugação durante 5 minutos a 300 xg e ressus-
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pensas em 100 µL de solução A (solução de fixação – IntraCell Kit, ImmunoStep), 

e incubadas durante 15 minutos à temperatura ambiente, na ausência de luz. 

Após este passo, as células foram novamente lavadas com PBS por centrifugação 

durante 5 minutos a 300 xg. No passo seguinte, as células foram ressuspensas na 

solução B (solução de permeabilização – IntraCell Kit, ImmunoStep) e incubadas 

com 1 µg de anticorpos monoclonais, de acordo com a Tabela 5 durante 15 minutos 

à temperatura ambiente, na ausência de luz. Finalmente, as células foram lavadas 

com PBS por centrifugação durante 5 minutos, a 300 xg, ressupensas em 400 µL 

de PBS e analisadas no citómetro de fluxo FACSCalibur. Foi realizada a aquisição de 

um total de 50 000 células usando o programa CellQuestTM e os resultados foram 

analisados e quantificados usando o programa Paint-a-Gate 3.02. 

Os resultados estão expressos em termos de percentagem de células que expressam 

cada proteína e em média de intensidade de fluorescência (MIF), que representa 

a expressão citoplasmática/membranar média das proteínas previamente mencio-

nadas, a qual é proporcional ao número de moléculas ligadas ao anticorpo.

As razões entre as moléculas pró e antiapoptóticas (ex: recetores do TRAIL 

R1+R2/R3+R4) foram calculadas através da razão entre as médias de intensidade 

de fluorescência apresentadas por cada uma das moléculas.

Analisámos também a expressão membranar de proteínas ativadoras da apoptose, 

como TRAIL, recetores do TRAIL (R1 ou DR4, R2 ou DR5), recetor 1 do TNF-a, FAS 

e FAS ligando; proteínas inibidoras da apoptose (recetores do TRAIL R3 ou DcR1 

e R4 ou DcR2), proteínas envolvidas na inflamação e na angiogénese da medula 

óssea (VEGF, recetor 2 do VEGF, recetor da IL-6) e de proteínas da família ABC 

(Glicoproteína P e MRP-1).

Para a marcação das proteínas membranares, foram adicionados, simultaneamente, 

os anticorpos monoclonais anti-CD138-APC, anti-CD19-PerCP-Cy5.5 e também 

1 µg de anticorpo dirigido às proteínas membranares acima mencionadas, de 

acordo com a combinação descrita na Tabela 5, durante 10 minutos à temperatura 

ambiente e na ausência de luz. Após este passo, incubaram-se as células com 2 mL 

de tampão de lise (BD BioSystems) durante 10 minutos à temperatura ambiente 

e na ausência de luz. De seguida, as células foram lavadas com tampão fosfato 

(PBS), centrifugadas durante 5 minutos a 300 xg e ressuspensas em 400 µL de PBS 

e lavadas num citómetro de fluxo FACSCalibur da BD Biosystems.

Os anticorpos monoclonais utilizados na análise das proteínas da família ABC e 

das moléculas intervenientes na apoptose e na regulação do ciclo celular avaliadas 

neste estudo, assim como as respetivas combinações encontram-se apresentados 

na Tabela 5.
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3.1.3. Estudos epigenéticos – avaliação do estado de metilação do DNA nos 
doentes e nos controlos

O perfil de metilação dos genes p15, p16, p53, DAPK (Braggio et al., 2010b; 

Seidl et al., 2004; Stanganelli et al, 2010) e do TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/DR5, 

TRAIL-R3/DcR1, TRAIL-R4/DcR2 (Yeh, 2003) foi analisado utilizando o MS-PCR 

(Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction) (Herman et al., 1996). Como 

controlo positivo foi usado o EpiTect PCR Control DNA Set (Qiagen). 

3.1.3.1. Extração e quantificação do DNA genómico

O DNA genómico foi extraído a partir de células da medula óssea de doentes 

com GM ao diagnóstico (MGUS, MMI, MM), em progressão do MM (MMRR), 

e de controlos não neoplásicos usando o protocolo de extração de DNA apli-

cado a amostras de sangue definido por Bartlett & White (Bartlett, 2003). 

Descrição das combinações dos anticorpos monoclonais e respetivos fluoro-
cromos

TABELA 5
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Para a extração de DNA, de acordo com este método, colocaram-se 500 µL de 

aspirado de medula óssea num tubo cónico de 10 mL e adicionaram-se 2 mL de 

solução de lise de eritrócitos, que contém 0,01 M Tris HCI (Tris Base, ULTROL® 

Grade, Calbioquem®), 320 mM Sucrose (D(+)-Sucrose, AppliChem), 5mM de MgCl2 

e 1% Triton X100 (MP Biomedicals). Esta mistura foi agitada durante 4 minutos 

à temperatura ambiente, centrifugada a 3 000 xg durante 5 minutos, após o que 

foi descartado o sobrenadante. Seguidamente, adicionaram-se 160 µL da solução 

de lise celular, que contém 4 M Tris HCL, 150 mM NaCl, 0,06 M EDTA (EDTA Na
2
, 

Mp Biomedicals) e 1% de SDS (SDS puré, AppliChem) e a mistura foi incubada num 

banho aquecido a 65 ºC durante 15 a 20 minutos. Após arrefecimento da mesma 

à temperatura ambiente, adicionaram-se 350 µL de clorofórmio frio e colocou-se 

numa placa giratória durante 30 a 60 minutos. A mistura foi depois centrifugada 

a 240 xg durante 2 minutos, recolhido o sobrenadante para um novo tubo de 

1,5 mL e descartado o pellet. Ao sobrenadante, foram adicionados 420 µL de 

Etanol (MERCK) frio para precipitar o DNA. Com recurso a uma pipeta estéril, 

colheu-se o novelo de DNA para um novo tubo de 1,5 mL e deixou-se secar à 

temperatura ambiente para que ocorresse evaporação do etanol. Por fim, ressus-

pendeu-se o DNA em 100 µL de tampão de eluição (Tris-HCL a 10 mM e EDTA 

a 1 mM, pH=8). As amostras de DNA genómico foram posteriormente quantifi-

cadas e o seu grau de pureza foi avaliado por espectrofotometria de absorção, 

com recurso ao NanoDrop® 1000 Spectrophotometer. O grau de pureza do DNA 

foi determinado através da razão entre as densidades óticas avaliadas no compri-

mento de onda de 260 nm e a 280 nm (260 nm / 280 nm). A determinação da 

concentração e do grau de pureza das amostras de DNA genómico dos doentes 

com GM e dos controlos não neoplásicos foi realizada utilizando como refe-

rência (branco) o tampão de eluição das amostras no qual o DNA foi dissolvido. 

Apenas as amostras de DNA com um grau de pureza compreendido entre 1,7 

e 1,9 e uma concentração de DNA de 100 a 200 ng/µL foram armazenadas a 

-80 ºC até utilização futura. 

3.1.3.2. Modificação do DNA genómico com bissulfito de sódio

O estado de metilação dos genes p15, p16, p53, DAPK, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-

R3 e TRAIL-R4 foi avaliado por PCR específica de metilação (MS-PCR). Inicialmente, 

procedeu-se à modificação do DNA genómico com bissulfito de sódio, durante a 

qual os resíduos de citosina não metilados são convertidos em uracilos, de acordo 

com as instruções do fabricante (EpiTect Bisulfite Kit da Qiagen, Chatsworth, USA). 
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As citosinas metiladas não sofrem qualquer modificação, permitindo a identifi-

cação dos genes metilados e não metilados. Para proceder à modificação do DNA, 

misturaram-se 100 ng de DNA genómico, num volume total de 20 µL e 130 µL 

de CT Conversion Reagent. A referida modificação ocorre através de um ciclo de 

desnaturação, à temperatura de 98 ºC, durante 10 minutos, seguida de um ciclo 

de conversão pelo bissulfito de sódio, à temperatura de 64 ºC, durante 2,5 horas, 

num termociclador (MyCycler TM, Biorad). Após este procedimento, efetuou-se a 

aplicação do DNA modificado numa coluna de purificação, Zymo-SpinTM IC Column, 

foram posteriormente adicionados tampões de lavagem e efetuadas centrifugações, 

com obtenção do DNA modificado puro. Este DNA modificado foi armazenado a 

-4 ºC para posterior utilização.

As reações de MS-PCR para os genes estudados foram realizadas como previa-

mente descrito (Braggio et al., 2010b; Seidl et al., 2004; Stanganelli et al., 2010). 

O DNA modificado dos doentes e dos controlos foi amplificado atavés da técnica 

de MS-PCR, como descrito por Herman JG et al. (Herman et al., 1996), com ligeiras 

modificações. 

Nesta análise, foram usadas sequências de primers para os alelos metilados (M-MSP) 

e não metilados (U-MSP), encontrando-se sumarizadas nas Tabelas 6 e 7 as condi-

ções de cada reação (Chim et al., 2007b; Herman et al., 1996; Yeh et al., 2003). 

Methylation-specific Polymerase Chain Reaction (MS-PCR).FIGURA 14
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Methylation-specific polymerase chain reaction (MSP): sequências dos primers e 
condições das respetivas reações para os genes p15, p16, p53 e DAPK

TABELA 6

Methylation-specific polymerase chain reaction (MSP): sequências dos primers	
e condições das respetivas reações para os genes TRAIL-DcR1, TRAIL-DcR2,	
TRAIL-DR4 e TRAIL-DR5

TABELA 7
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De forma resumida, a 100 ng de DNA modificado foi adicionado um primer direto 

(forward – F) e um primer inverso (reverse – R), numa concentração de 0,25 µM, 

uma mistura de dNTP's (desoxirribonucleótidos trifosfatos de adenina, guanina, 

citosina e timina) 0,2 mM, cloreto de magnésio (NZYtech), tampão [reaction buffer 

for Supreme NZYTaq DNA polymerase; constituição 670 MM Tris-HCL, pH 8.8, 

160 mM (NH4)2SO4, 400 mM KCl, 0.1 % Tween 20; volume: 10% do total utilizado 

na reacção] e 1U de polimerase (Supreme NZY Taq DNA polymerase, NZYtech). 

O ciclo de desnaturação inicial da reação de PCR teve a duração de 15 minutos, à 

temperatura de 95 ºC e foi seguido por 35 ciclos de desnaturação à mesma tempe-

ratura, durante 30 segundos. O emparelhamento decorreu a diferentes tempe-

raturas, como indicado nas Tabelas 6 e 7, durante 30 segundos e a extensão a 

72 ºC, também durante 30 segundos. A reação terminou com um ciclo de extensão 

de 10 minutos à temperatura de 72 ºC, no termociclador MyCiclerTM BioRad. 

Em simultâneo, foram igualmente amplificadas três amostras controlo, uma sem 

DNA, a qual designamos como Branco, o controlo universal metilado e o controlo 

universal desmetilado (EpiTect PCR Control DNA Set, Qiagen). Os produtos da MSP, 

após a amplificação, foram aplicados num gel de agarose (NZYtech) a 4% em TBE 

(Tris: 89 mM; EDTA-Na2: 2 mM; ácido bórico: 89 mM), corado com GreenSafe 

(NZYtech) e, subsequentemente, analisados sob luz ultravioleta.   

3.2.	 Estudos realizados na linha celular humana de mieloma
	 múltiplo

3.2.1. Caracterização da linha celular humana NCI-H929

Na presente investigação, foi utilizada a linha celular humana de MM, NCI-H929, 

obtida no Instituto alemão de coleções biológicas DSMZ (Deutsche Sammlung 

von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). Esta linha celular foi estabelecida 

a partir de células isoladas do líquido pleural de uma doente caucasiana, com 

62 anos de idade e o diagnóstico de mieloma múltiplo IgAk em recidiva (Gazdar 

et al., 1986).

As células NCI-H929 foram mantidas em cultura, em suspensão, em meio RPMI 

1640 (SIGMA) contendo L-glutamina 2nM, HEPES-Na 10 mM, NaHCO
3
 1.5 g/L, 

glicose 4.5g/L, piruvato de sódio 1 mM, penicilina 100 unidades/mL, estreptomicina 

100 µg/mL e enriquecido com soro fetal bovino a 10% (GIBCO) e pH a 7.3.
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As células foram mantidas em cultura numa densidade de 0,5 milhões de células/mL. 

A mudança de meio foi realizada de 72 em 72 horas, atendendo à velocidade de 

crescimento e à taxa metabólica das células e de acordo com a curva de crescimento 

inicialmente realizada. A densidade celular foi avaliada diariamente, por contagem 

do número de células viáveis num hemocitómetro (ou câmara de Neubauer), recor-

rendo ao método de exclusão do Azul de Tripano (TB). Para avaliação da densidade 

celular, 5 µL de suspensão de células foram adicionados a igual quantidade de TB 

(diluição de 1:1). Após homogeneização da mistura, a suspensão celular foi colocada 

num hemocitómetro e procedeu-se à contagem das células no microscópio ótico 

de luz invertida. Para a manutenção da cultura celular, e sempre que justificado, 

foi realizada a centrifugação das células a 125 xg, durante 5 minutos, de modo a 

remover o meio. Posteriormente, as células foram novamente ressuspensas num 

volume de meio, com o objetivo de manter a concentração celular previamente 

mencionada. A cada passagem das células, foram observados e analisados deter-

minados parâmetros, como a morfologia, a cor do meio, o padrão de crescimento 

e a densidade celular, anotando-se o número de passagens, com o objetivo de 

otimizar as condições de crescimento e a manutenção da cultura.

3.2.2.	 Avaliação dos efeitos citotóxicos e citostáticos nas células de mieloma
	 múltiplo tratadas com fármacos antineoplásicos

Os efeitos citotóxicos e citostáticos decorrentes do tratamento das células NCI-H929 

com os fármacos em estudo, em monoterapia ou em combinação, foram avaliados 

através de curvas dose-resposta. Foram, igualmente, estudados o ciclo celular, o 

tipo de de morte celular (apoptose ou necrose) e os mecanismos envolvidos.

3.2.2.1. Determinação da viabilidade celular pelo teste da resazurina – curvas
	 dose-resposta

As células de mieloma múltiplo NCI-H929 foram mantidas em cultura nas condi-

ções referidas em 3.2.1., na ausência e na presença dos fármacos antineoplásicos 

descritos na tabela 8.

Todos os fármacos foram avaliados em monoterapia e cada um deles em associação 

com o bortezomib. Foram, ainda, analisadas diferentes formas de administração 

da mesma dose (dose única vs doses fracionadas).
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As incubações com os fármacos referidos foram efetuadas por períodos de 24, 

48 e 72 horas, a 37 ºC numa incubadora com atmosfera humidificada e com 5% 

de CO
2
. As suspensões celulares foram mantidas em frascos de cultura com uma 

área de 75 cm2, ou em placas de cultura (Costar), com seis a 24 compartimentos 

(4 a 1 mL de suspensão celular por compartimentos), dependendo da quantidade 

de células necessárias aos estudos subsequentes e numa densidade celular inicial 

de 0.5 x106 células / mL.

As células foram incubadas com pequenos volumes das soluções concentradas dos 

compostos, previamente preparadas a partir de uma solução “stock”, de forma a 

obter as concentrações finais desejadas, permanecendo estes no meio de cultura 

durante os períodos de incubação (24, 48 e 72 horas).

A proliferação celular foi avaliada através do ensaio metabólico com resazurina, que 

envolve a adição de um indicador redox fluorogénico à cultura celular. Quando a 

resazurina é adicionada à cultura celular, entra no citosol e é reduzida a resorufina 

por ação de desidrogenases. Esta reação redox é acompanhada de alterações de cor, 

passando de azul índigo não fluorescente para rosa fluorescente. Esta alteração de 

cor pode ser facilmente medida por espectrofotometria ou por espectrofluorime-

tria (Al-Nasiry et al., 2007; O’Brien et al., 2000). Como cada linha celular apresenta 

propriedades metabólicas únicas e como a redução da resazurina é um processo 

enzimático, as linhas celulares devem ser caracterizadas individualmente de modo 

a determinar os parâmetros experimentais ótimos. Estes incluem o tempo de incu-

bação, a diluição da resazurina e a densidade celular; de modo a determinar a gama 

de densidades celulares em que se observa uma relação linear entre a absorvância 

ou a fluorescência e a densidade celular (Czekanska, 2011; Rampersad, 2012).

Para verificar se algum destes compostos reduziam espontaneamente a resazu-

rina a resofurina, efetuaram-se estudos preliminares em que se incubou, durante 

24 horas, meio de cultura com o correspondente a 5 e 10% deste volume de 

Fármacos utilizados no tratamento das células NCI-H929TABELA 8
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resazurina (Sigma) a 0,1 mg/mL e os fármacos em estudo. A resazurina foi reduzida 

a resofurina pelos fármacos testados.

Seguidamente, foi avaliado o efeito citotóxico nas células H929 tratadas com os 

fármacos previamente mencionados, utilizando o mesmo teste metabólico com resa-

zurina. Assim, as células H929 foram incubadas na ausência e na presença destes 

fármacos, numa densidade celular inicial de 0.5 × 106 células/mL, durante 72h. Após 

cada período de 24h de incubação, adicionou-se às células 10% de resazurina a 

0,1 mg/mL e avaliou-se o efeito destes fármacos na viabilidade celular. A leitura da 

absorvância nos comprimentos de onda de 570 nm e de 600 nm foi efetuada num 

espectrofotómetro leitor de placas (SynergyTM Multi-Mode Microplate Reader, BioTek 

Instruments). Os resultados de cada ensaio representam a média de quatro leituras e 

foram realizados três a seis ensaios independentes.

O efeito destes fármacos na viabilidade celular foi calculado pela fórmula:

Nesta fórmula, A
570

 corresponde à absorvância no comprimento de onda de 

570 nm e A
600

 corresponde à absorvância no comprimento de onda de 600 nm.

Estrutura química da resazurina e da resorufina.

A resazurina (composto azul índigo não fluorescente) é reduzida a resorufina (composto rosa fluorescente) 
por aceitação de eletrões provenientes do NADPH, FADH, FMNH, NADH e dos citocromos, sendo esta 
reação catalisada essencialmente por enzimas mitocondriais.

FIGURA 15
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3.2.2.2. Análise do tipo de morte celular induzida por fármacos
	 antineoplásicos

A morte celular foi avaliada através das características morfológicas por micros-

copia ótica e recorrendo à dupla marcação com anexina V e iodeto de propídeo 

por citometria de fluxo.

A - Análise da morfologia celular por microscopia ótica

A morfologia das células em estudo, submetidas ou não a tratamento prévio com os 

fármacos, nas condições anteriormente descritas, foi analisada por microscopia de luz 

após realização de esfregaços de células e coloração dos mesmos com May-Grüenwald-

-Giemsa, utilizando um microscópio da marca Zeiss modelo Axioskop2, equipado 

com câmara fotográfica Zeiss Axiocam ICc3, utilizando o software Axio Vision LE.

Os esfregaços foram preparados a partir da recolha das células previamente incu-

badas com os fármacos nas condições referidas anteriormente e centrifugadas 

durante 5 minutos a 200 xg, numa centrífuga de bancada. As células então obtidas 

foram ressuspensas em meio de cultura para realização de esfregaços e coloração 

durante 5 minutos com solução de May-Grünwald-Giemsa (preparada em 0.3% 

de metanol e diluída de 1:1 com água destilada, na altura da utilização), seguida 

de coloração em solução de Giemsa (1g de corante Giemsa, 66 mL de glicerol e 

66 mL de metanol, diluída de 1:8 com água destilada, na altura de utilização). 

Após lavagem com água destilada, os esfregaços foram secos ao ar e a morfologia 

das células foi analisada por microscopia ótica.

B- Análise da morte celular por citometria de fluxo após marcação com anexina V 

e iodeto de propídeo

A citometria de fluxo é uma técnica que permite analisar e quantificar células ou 

outras partículas biológicas baseada na dispersão da luz frontal (forward scatter 

– FSC) e lateral (side scatter – SSC), emitida por uma fonte de luz (laser de árgon), 

e pela fluorescência emitida por fluorocromos ligados a anticorpos monoclonais 

ou outros compostos (Bernas et al., 2006).

A morte celular foi avaliada por citometria de fluxo, recorrendo à identificação das 

células tratadas e não tratadas com os fármacos, nas condições referidas anteriormente, 

usando o corante Anexina V (ligado à sonda fluorescente aloficocianina – Anexina V- 

-APC) em combinação com o iodeto de propídeo (IP). Esta técnica permitiu-nos dife-

renciar as células viáveis das células não viáveis e, dentro destas, qual o mecanismo que 

conduziu à morte celular, a apoptose ou a necrose (Gorman, 1997; Darzynkiewicz, 1997).
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Uma das caraterísticas das células em apoptose consiste na alteração da distri-

buição dos fosfolípidos na bicamada lipídica que constitui a membrana celular. 

A fosfatidilserina, um fosfolípido de carga negativa, que normalmente se localiza no 

folheto interno da membrana celular, sofre exteriorização, mantendo-se contudo a 

integridade da membrana celular. A anexina V é uma molécula com elevada afini-

dade por fosfolípidos de carga negativa e liga-se especificamente à fosfatidilserina, na 

presença de cálcio, permitindo determinar a sua localização e fazer a distinção entre 

células em apoptose e células em necrose (Koopman, 1994; Darzynkiewicz, 1997). 

Estas últimas são melhor caracterizadas através do aumento de permeabilidade da 

membrana celular, que permite a entrada na célula do corante iodeto de propídeo 

que, ao intercalar-se na dupla cadeia de DNA, emite fluorescência e torna possível a 

identificação dos núcleos das células necróticas (Bartkowiak, 1999). No entanto, a perda 

da integridade membranar, ou seja, a rutura da membrana celular, ocorre igualmente 

nas fases mais avançadas da apoptose, permitindo a entrada do iodeto de propídeo.

Quando se expõe uma população celular, simultaneamente a estes dois corantes, 

anexina V e iodeto de propídeo, as células apoptóticas são coradas (positivas) 

para a anexina V e não coram (negativas) pelo iodeto de propídeo, as células 

em apoptose tardia e/ou necrose ficam coradas (positivas) para ambos os fluoro-

cromos, enquanto as células vivas não coram (negativas) com nenhum dos corantes. 

As células que evoluíram diretamente para necrose coram (positivas) para o iodeto 

de propídeo e não são coradas para a anexina V (negativas) (Gorman et al., 1997; 

Aubry et al., 1999; Pozarowski et al., 2003).

Assim, nas células H929 incubadas durante 72 horas na presença dos fármacos nas 

condições descritas anteriormente, foi avaliada a viabilidade e o tipo de morte celular 

induzida por estes compostos. Recolheu-se 1 mL de suspensão celular contendo 

1 milhão de células e lavou-se com tampão fosfato (PBS) por centrifugação durante 

5 minutos a 1000 xg. O sedimento obtido foi processado de acordo com as instruções 

do kit de deteção de morte celular da Immunotech. O sedimento foi colocado em 

gelo e ressuspenso em 100 µL de tampão de ligação frio e incubado com 1 µL de 

anexina V-APC (BD) e 5 µL de iodeto de propídeo (Biolegend), durante 15 minutos 

ao abrigo da luz. Adicionou-se mais 400 µL de tampão de ligação e procedeu-se 

à análise num citómetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson) equipado com 

um laser de árgon utilizando os comprimentos de onda de excitação de 525 nm e 

de 640 nm, respetivamente para a anexina V e para o iodeto de propídeo. 

Foram adquiridas 10 000 células através do programa CellQuestTM e os dados 

obtidos analisados usando o programa Paint-a-Gate 3.02. Os resultados são expressos 

em percentagem de células de cada uma das subpopulações identificadas com base 

na positividade e / ou negatividade de marcação para a anexina V e para o iodeto 

de propídeo (Sarmento-Ribeiro A.B., 2000) (Figura 16).
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C - Análise do ciclo celular por citometria de fluxo

A aplicação da citometria de fluxo à avaliação da quantidade de DNA celular 

permite-nos conhecer, num determinado momento, a distribuição das células pelas 

diferentes fases do ciclo celular, G0/G1, S e G2/M. Assim, é possível identificar 

dois grupos de células, um com menor quantidade de DNA, que corresponde 

ao pico G0/G1 do histograma de DNA e outro com maior quantidade de DNA, 

com uma fluorescência dupla da do primeiro grupo, e que corresponde às células 

em fase G2/M. Entre estes dois grupos, existe um terceiro, com uma quantidade 

de DNA intermédia e que corresponde às células em fase de síntese deste ácido 

nucleico (S) (Órfão et al., 1996).

Para avaliar a influência dos fármacos nas condições referidas em 3.2.3., na distri-

buição das células em estudo pelas diferentes fases do ciclo celular, determinou-se 

o conteúdo em DNA celular, através da marcação prévia deste com uma sonda 

fluorescente, iodeto de propídeo, recorrendo ao kit PI/RNase (ImmunoStep) (Krishan, 

1975; Riccardi & Nicoletti, 2006).

Esta técnica baseia-se na capacidade do iodeto de propídeo se intercalar na estru-

tura do DNA e, quando excitado, com luz de comprimento de onda de 480 nm, 

fluorescer com um máximo de emissão a 623 nm. A intensidade de fluorescência é 

proporcional à quantidade de DNA ligado, sendo assim possível avaliar o conteúdo 

celular em DNA (Krishan, 1975; Riccardi & Nicoletti, 2006).

FIGURA 16 Dot Plot representativo da avaliação de morte celular por citometria de fluxo recorrendo à 
dupla marcação com anexina V/iodeto de propídeo.

A vermelho, estão as células viáveis (AV-/IP-); a verde, as células em apoptose inicial (AV+/IP-); 
a azul, as células em apoptose tardia/necrose (AV+/IP+) e a amarelo, encontram-se representadas as 
células em necrose (AV-/IP+).
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Assim, recolheu-se 0,5x106 células da suspensão celular e lavou-se com PBS durante 

5 min a 160 xg. O pellet foi ressuspenso em 200 µL de etanol a 70% frio, enquanto 

agitado no vórtex, sendo incubado durante 30 minutos no frio, com o objetivo 

de fixar as células. De seguida, as células foram lavadas novamente com PBS nas 

mesmas condições de centrifugação. Por fim, colocou-se 300 µL de PI/RNase e as 

células foram analisadas com o mesmo equipamento anteriormente descrito, com 

comprimentos de onda de emissão de 617 nm e de excitação de 488 nm, recor-

rendo a um laser de Árgon. Foram adquiridas 25 mil células através do programa 

CellQuestTM e os dados analisados com recurso ao programa ModfitTM. Os resul-

tados representam a média da percentagem de células que se encontram em cada 

fase do ciclo celular, representando a média ± erro-padrão de três a seis ensaios 

independentes.

3.3.	 Análise estatística dos dados

No presente estudo piloto, realizámos uma análise exploratória com o objetivo de 

comparar a expressão de moléculas indutoras e inibidoras da apoptose, reguladoras 

do ciclo celular, fatores de crescimento, proteínas associadas a resistência, assim 

como alterações na metilação do DNA de diversos genes, entre plasmócitos com 

fenótipos tumoral e não tumoral de doentes com GM. Pesquisámos associações 

entre os parâmetros mencionados e as características clínicas, a resposta à terapêu-

tica e a sobrevivência dos doentes com MM. Comparámos o efeito citotóxco de 

diversos fármacos numa linha celular de MM, in vitro, bem como os seus efeitos 

no ciclo celular e na ativação das caspases.

Nos estudos acima mencionados, foram utilizados testes de normalidade para 

análise da distribuição das variáveis descritas. De acordo com os resultados, utili-

zaram-se  testes paramétricos nas variáveis com distribuição normal e testes não 

paramétricos nas outras variáveis.

1.	 Compararam-se variáveis categóricas com recurso ao teste do Qui-Quadrado 

(χ2) e /ou ao teste exato de Fisher, respetivamente.

2.	 Para comparação de variáveis contínuas, aplicaram-se testes de correlação, 

segundo os métodos de Pearson (testes paramétricos) e/ou de Spearman (testes 

não paramétricos).

3.	 Na comparação entre variáveis contínuas e categóricas, utilizaram-se o teste t 
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de Student, o teste de Wilcoxon, a ANOVA e a regressão logística.

4.	 Nas análises de sobrevivência, aplicou-se o método de Kaplan-Meier, com o 

teste de Log Rank.

5.	 Para a identificação de cut-off ótimo discriminativo nas variáveis contínuas, apli-

caram-se testes de sensibilidade e de especificidade, assim como a sua análise 

pela área sob a curva, através das curvas ROC (Receiver Operating Characte-

ristic). 

6.	 Em todos os testes, considerou-se como tendo significado estatístico um valor 

de p inferior a um alfa de 0,05.
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4.1.	 Estudos efetuados na população de doentes com
	 gamapatias monoclonais

4.1.1. Caracterização da população de doentes

A população avaliada neste trabalho é constituída por 145 doentes, de raça cauca-

siana, com GM, dos quais 142 foram estudados ao diagnóstico, estabelecido de 

acordo com os critérios definidos e revistos pelo IMWG para a classificação de GM 

(International Myeloma Working Group, 2014). Avaliámos também cinco doentes 

com mieloma múltiplo em recidiva ou refratário (MMRR), dois dos quais já tinham 

sido estudados ao diagnóstico. Todos os estudos foram realizados em amostras de 

medula óssea colhida antes de qualquer intervenção terapêutica específica, ao longo 

de um período de 56 meses (abril de 2010 a novembro de 2014).

A amostra de 142 doentes com GM, estudados ao diagnóstico, incluiu 62 (44%) 

doentes com MM, 12 (8%) doentes com MMI e 68 (48%) doentes com MGUS. 

As análises da distribuição por sexo e por subgrupo etário, ao diagnóstico, estão 

apresentadas nas figuras 17 e 18, respetivamente.

A análise da distribuição por sexo revelou um predomínio do sexo masculino entre 

os doentes com MGUS e MMI (63% e 58%, respetivamente) (Figura 17-A e B), 

o inverso do observado nos doentes com MM (42% do sexo masculino) (Figura 

17-C). A razão masculino/feminino global é de 1,1. No que respeita à distribuição 

etária, a figura 18 evidencia uma incidência mais elevada de doentes com MM, 

MMI e MGUS na década de 70 a 79 anos. Os doentes apresentam uma mediana 

etária global de 70 anos (39-89). A mediana etária dos doentes com MGUS é de 70 

(39-86), com MMI de 73 (58-89), com MM de 70 (41-86) e com MMRR de apenas 

56 (44-73) anos.

RESULTADOS 4
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As características clínicas e analíticas dos doentes com GM encontram-se descritas 

na tabela 9 e referem-se ao momento do diagnóstico para os subgrupos MGUS, 

MMI e MM. No caso dos doentes com MMRR, a avaliação foi realizada na reci-

diva em quatro doentes e após refractariedade à terceira linha terapêutica num 

doente. Analisámos 11 controlos não neoplásicos (45% do sexo masculino), com 

uma mediana etária de 64 (52-85) anos.

FIGURA 17 Distribuição de doentes com gamapatias monoclonais estudados ao diagnóstico, de acordo 
com o sexo.

Em A, doentes com gamapatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS); em B, doentes com 
mieloma múltiplo indolente (MMI) e em C, doentes com mieloma múltiplo sintomático (MM).

FIGURA 18 Distribuição dos doentes com gamapatias monoclonais estudados ao diagnóstico de acordo 
com o grupo etário.

A verde, estão representados os doentes com mieloma múltiplo sintomático (MM), a vermelho, os doentes 
com mieloma múltiplo indolente (MMI) e a azul os doentes com gamapatia monoclonal de significado 
indeterminado (MGUS).
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Como se pode constatar após a observação da tabela 9, o subtipo de GM predo-

minante foi IgG (50 a 67%), seguido de IgA (20 a 34%); apenas foi estudado 

um doente com MM IgD e outro com MM não secretor. Dez doentes (oito MM, 

um MMI e um com MMRR) apresentam GM de cadeias leves, sendo o compo-

nente monoclonal k o mais frequente. Relativamente ao estadiamento, realizado 

de acordo com os critérios estabelecidos no International Staging System (ISS), a 

maioria dos doentes com MM encontra-se no estádio I (48%), 28% no estádio II 

e 24% no estádio III. A análise dos critérios CRAB presentes nos doentes com MM 

ao diagnóstico permite verificar que o mais frequente foi a anemia, em 73% dos 

casos, seguido das lesões ósseas, em 68% dos doentes. A insuficiência renal e a 

hipercalcémia foram observadas numa reduzida proporção de doentes com MM 

Características clínico-laboratoriais dos doentes com gamapatias monoclonais TABELA 9
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(15% e 11%, respetivamente). A doença extramedular foi documentada em 13%  

dos doentes com MM ao diagnóstico e em 40% com MMRR (Tabela 9).

A tabela 10 mostra as alterações citogenéticas e as características imunofenotípicas 

observadas nos doentes com GM. As alterações citogenéticas foram observadas em 

maior número de doentes com MM relativamente a MGUS (59% vs 26%; p=0,001). 

A anomalia citogenética mais frequentemente encontrada nos doentes com MM e 

MMI foi a t(14q32), em 40% e 50% dos casos, seguida da del13/13q, em 28% e 

25% dos doentes, respetivamente. Nos doentes com MGUS observámos a del13/13q 

em 16% e a t(14q32) em 10% deste subgrupo. As anomalias do cromossoma 1 

(del1p32 e 1q21+) foram observadas em 15% e 20% dos doentes com MM e 

MMRR, respetivamente. A del17p13.1 foi encontrada em 9% dos doentes com 

MM, 13% com MMI e 3% com MGUS. Da amostra estudada neste trabalho, 

apenas 9% dos doentes apresentavam a t(4;14), todos com MM.

A avaliação dos marcadores imunofenotípicos com implicações no prognóstico de 

doentes com MM mostrou que o CD56 e o CD117 são expressos num elevado 

número de doentes com GM (80% e 60% dos doentes com MM e 65% e 68% com 

MGUS, respetivamente). O CD28 é o marcador menos frequentemente encontrado 

em qualquer dos subtipos de GM estudadas ao diagnóstico (30 a 32%). Para cada 

marcador imunofenotípico analisado, as diferenças observadas entre os diferentes 

subgrupos de GM não foram significativas (Tabela 10).  

Alterações citogenéticas e marcadores imunofenotípicos observados nos doentes 
com gamapatias monoclonais

TABELA 10
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4.1.2. Avaliação das moléculas envolvidas na morte celular por apoptose

A apoptose é um mecanismo de morte celular geneticamente programado, 

que ocorre sob a influência de múltiplas condições fisiológicas e patológicas. 

A análise das proteínas com funções determinantes na apoptose incluíu proteí-

nas com funções pró-apoptóticas membranares (TRAIL, TRAIL-R1, TRAIL-R2, FAS 

ligando, FAS, TNF-a, recetor 1 do TNF-a) e citoplasmáticas (BAX, caspase 3), 

assim como antiapoptóticas membranares (TRAIL-R3, TRAIL-R4) e citoplasmáticas 

(BCL-2, survivina). Analisámos, por citometria de fluxo, a percentagem de plas-

mócitos com os fenótipos CD138+/CD19+ e CD138+/CD19- que expressam as 

proteínas mencionadas, assim como os respetivos níveis de expressão, avaliados 

em média de intensidade de fluorescência (MIF). Estes resultados traduzem a média 

das intensidades de fluorescência observadas nas células, a qual é proporcional ao 

número de moléculas ligadas ao anticorpo. As análises foram realizadas na população 

de doentes com GM considerada na globalidade comparativamente aos controlos 

não neoplásicos (Tabelas A1 e A2 do Anexo), assim como nos diversos subgrupos 

de doentes com GM (MGUS, MMI, MM e MMRR), considerados individualmente, 

comparados entre si e com os controlos.

No estudo comparativo da expressão das proteínas indutoras da apoptose nos plas-

mócitos com o fenótipo CD138+/CD19+ entre os doentes com GM e os controlos 

não neoplásicos, constatámos que, de um modo geral, a percentagem destes 

plasmócitos que expressa as referidas proteínas é significativamente superior nos 

doentes relativamente aos controlos não neoplásicos (p<0,05). De igual modo, 

os níveis de expressão destas proteínas são, na maioria dos casos, superiores nos 

plasmócitos dos doentes com GM em relação aos controlos (p<0,05), com exceção 

do TNF e do seu recetor, em que foram encontrados níveis de expressão inferiores 

nos doentes (p<0,05).

Posteriormente, avaliámos e comparámos, nos doentes com GM, a percentagem 

de células (Figura 19-A e Tabela A1 do Anexo) e os níveis de expressão (Tabela 

A1 e Figura 19-B) das proteínas indutoras da apoptose, nas duas populações de 

plasmócitos com fenótipos distintos. Verificámos que existe uma percentagem 

significativamente inferior de plasmócitos com o fenótipo considerado patológico 

(CD138+/CD19-) a expressar qualquer uma das proteínas pró-apoptóticas estu-

dadas relativamente aos plasmócitos com o fenótipo normal (CD138+/CD19+). 

Além disso, estes plasmócitos apresentam níveis de expressão superiores destas 

moléculas, com exceção do TRAIL-R1 e do FAS ligando, em que observámos um 

nível de expressão inferior (Figura 19 e Tabela A1 do Anexo).
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No que respeita às proteínas antiapoptóticas TRAIL-R3, TRAIL-R4 e survivina 

encontrámos, nos doentes com GM, uma percentagem inferior de plasmócitos 

CD138+/CD19+ a expressar estas proteínas relativamente aos controlos, com 

resultados estatisticamente significativos em todos os casos (p<0,05). Contudo, 

observamos um aumento significativo dos níveis de expressão das proteínas BCL-2 

e survivina nos plasmócitos CD138+/CD19+ dos doentes comparativamente aos 

controlos (p=0,0001) (Figura 20; Tabela A2 do Anexo). 

FIGURA 19 Expressão de moléculas pró-apoptóticas em doentes com gamapatias monoclonais e em 
controlos não neoplásicos.

Em A, está representada a percentagem de plasmócitos CD138+/CD19+ em doentes com gamapa-
tias monoclonais (GM) e em controlos não neoplásicos (Ctr), bem como a percentagem de plasmócitos 
CD138+/CD19- em doentes com GM que expressam as proteínas pró-apoptóticas BAX, TRAIL, os recetores 
de morte do TRAIL, R1 e R2, FAS, FAS ligando (FAS Lig), caspase 3 (Casp 3), TNFa e o seu recetor (TNF-R). 
Em B, estão representados os níveis de expressão das referidas proteínas em cada subtipo de plasmócitos 
de doentes com GM e em controlos não neoplásicos. Ctr vs GM-CD138+/19+(*p<0,05; **p<0,01) e 
GM-CD138+/CD19- vs GM-CD138+/CD19+ (# p<0,05; ## p<0,01).
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Quando analisadas as diferenças entre os plasmócitos com os fenótipos estudados 

nos doentes com GM, constatámos que existe uma percentagem superior de plas-

mócitos CD138+/CD19+ que expressa as proteínas BCL-2 e TRAIL-R4 (p=0,0001) 

(Figura 20-A), evidenciando níveis de expressão igualmente superiores de BCL-2 e 

de survivina (p=0,0001) e inferiores de TRAIL-R3 (p=0,001) (Figura 20-B e Tabela 

A2 do Anexo 1).

Após a avaliação inicial das proteínas reguladoras da apoptose, nos doentes com 

GM em geral, analisámos e comparámos a média da percentagem de plasmócitos 

FIGURA 20Expressão de moléculas antiapoptóticas em doentes com gamapatias monoclonais e em 
controlos não neoplásicos.

Em A, está representada a percentagem de plasmócitos CD138+/CD19+ em doentes com gamapatias 
monoclonais (GM) e em controlos não neoplásicos (Ctr) bem como a percentagem de PC CD138+/CD19- 
em doentes com GM que expressam as proteínas antiapoptóticas BCL-2, os recetores do TRAIL, R3 e R4, 
e a survivina. Em B, estão representados os níveis de expressão das referidas proteínas em cada subtipo 
de plasmócitos de doentes com GM e em controlos não neoplásicos. Ctr vs GM-CD138+/19+(*p<0,05; 
**p<0,01) e GM-CD138+/CD19- vs GM-CD138+/CD19+ (# p<0,05; ## p<0,01).
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CD138+/CD19+ e CD138+/CD19- que expressa estas proteínas bem como os 

respetivos níveis de expressão em doentes com os diferentes subgrupos de GM 

(Tabelas 11 e 12, Figuras 21, 22).

Nos plasmócitos com fenótipo CD138+/CD19- dos doentes com MGUS, observámos 

uma diminuição significativa da percentagem de células que expressa a proteína 

BAX (26,3±3,5%), relativamente aos doentes com MM (38,1±4,2%) e com MMI 

(49,5±9,4%) (p<0,01 e p<0,05, respetivamente) (Tabela 11-A). De salientar que 

estes plasmócitos, nos doentes com MM, evidenciam diminuição dos níveis de 

Avaliação da percentagem (%) e dos níveis de expressão de moléculas pró (A) e 

antiapoptóticas (B) nos plasmócitos com fenótipo CD138+/CD19- de doentes com 

MGUS, MMI, MM e MMRR.

TABELA 11
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expressão da maior parte das moléculas pró-apoptóticas avaliadas relativamente 

aos doentes com MGUS, sendo esta diferença particularmente significativa para o 

TRAIL, TRAIL-R2, FAS, FAS ligando e TNF-a, (p<0,01) (Tabela 11-A). Além disso, os 

mesmos plasmócitos nos doentes com MM apresentam também menor expressão 

das proteínas antiapoptóticas TRAIL-R3 e survivina, quando comparados com os 

doentes com MGUS (32,9±3,4 vs 64±4,6 MIF e 27,2±1,3 vs 35,9±2,2 MIF, respeti-

vamente, p<0,01) (Tabela 11-B). Não foram observadas diferenças na percentagem 

de plasmócitos CD138+/CD19- que expressa moléculas reguladoras da apoptose 

nem nos seus níveis de expressão entre doentes com MM e com MMI.

Análise da percentagem (%) e dos níveis de expressão de moléculas pró (A) e 

antiapoptóticas (B) nos plasmócitos com fenótipo CD138+/CD19+ de doentes com 

MGUS, MMI, MM, MMRR e em controlos não neoplásicos

TABELA 12
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Pelo contrário, nos plasmócitos com fenótipo CD138+/CD19+ dos doentes com MM 

observa-se, em geral, aumento da percentagem e/ou dos níveis de expressão destas 

moléculas relativamente aos controlos (p<0,01), com exceção dos níveis de expressão 

de TNF-a e do seu recetor (TNF-a Rec), que são inferiores nos doentes com MM e 

com MGUS, em relação aos controlos (p<0,01) (Tabela 12-A). Verificámos também 

que a percentagem destes plasmócitos que expressa TRAIL, os recetores de morte 

TRAIL-R1 e -R2, FAS ligando, caspase 3 e TNF-a é significativamente superior nos 

doentes com MM e com MMI comparativamente aos controlos (p<0,01) (Tabela 12-A).

Quando comparámos a percentagem de plasmócitos CD138+/CD19+ e/ou os respe-

tivos níveis de expressão entre os doentes com GM, verificámos que as proteínas 

BAX, caspase 3, FAS, TRAIL e TRAIL-R1 apresentam valores superiores nos doentes 

com MM relativamente aos doentes com MGUS (p<0,05). Por outro lado, e tal 

como mencionado em relação aos plasmócitos tumorais, não foram encontradas 

diferenças na expressão das moléculas reguladoras da apoptose nos plasmócitos 

CD138+/CD19+, entre a população com MM e com MMI (Tabela 12).

Em suma, a análise das tabelas 11 e 12 permite constatar que, nos plasmócitos 

com fenótipo considerado normal (CD138+/CD19+), se observam maiores dife-

renças na expressão de moléculas reguladoras da apoptose, entre doentes com 

GM (principalmente entre MM e MGUS) e destes em relação aos controlos, do que 

no caso dos plasmócitos CD138+/CD19-.

Após a avaliação individual das moléculas reguladoras da apoptose em cada subtipo 

fenotípico de plasmócitos, prosseguimos o nosso trabalho com a análise compa-

rativa da expressão destas proteínas entre plasmócitos com os fenótipos CD138+/

CD19+ e CD138+/CD19-, nos diferentes subgrupos de GM e entre os plasmócitos 

neoplásicos dos doentes e os dos controlos, como demonstrado nas figuras 21 

e 23. Nestas figuras, estão apenas representadas as moléculas que apresentaram 

resultados estatisticamente significativos em, pelo menos, um subgrupo de GM.

Como se pode verificar na figura 21, a percentagem de plasmócitos CD138+/

CD19- que expressa os ligandos indutores de morte da família do TNF e os respe-

tivos níveis de expressão apresentam valores, de um modo geral, inferiores aos 

encontrados nos plasmócitos CD138+/CD19+, nos diversos subgrupos de GM, 

atingindo significado estatístico maioritariamente nos doentes com MM e com 

MGUS (p<0,01). Podemos observar ainda, na mesma figura, que nos doentes com 

MM, a percentagem de plasmócitos CD138+/CD19- que expressa caspase 3, assim 

como os seus níveis de expressão são inferiores aos observados nos plasmócitos 

CD138+/CD19+ (p<0,05). À semelhança do descrito para esta molécula, também 

a percentagem de plasmócitos CD138+/CD19+ com expressão de BAX e de FAS 

ligando é superior à de plasmócitos CD138+/CD19-, nos doentes com MM e com 

MGUS (p<0,01) (Figura 21).
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FIGURA 21Avaliação de ligandos de morte da família do TNF, de caspase 3 e de BAX nos plasmócitos 
com fenótipo normal e neoplásico em doentes com gamapatias monoclonais e em controlos 
não neoplásicos, por citometria de fluxo.

Está representada a média ± EP da percentagem de células (%) que expressam TRAIL, FAS, FAS Ligando, 
TNF-a, caspase 3 e BAX e dos níveis de expressão respetivos, expressos em média de intensidade de 
fluorescência (MIF). As moléculas referidas na figura foram avaliadas nos plasmócitos com fenótipos 
CD138+/CD19+ (a verde) e CD138+/CD19- (a vermelho), em doentes com MGUS, MMI, MM, MMRR e 
controlos (Ctr), de acordo com o descrito na secção de Materiais e Métodos. Estão representadas apenas 
as moléculas com diferenças estatisticamente significativas entre plasmócitos com os dois fenótipos nos 
doentes com gamapatias monoclonais (GM) (* p< 0,05; ** p< 0,01) e entre os plasmócitos dos controlos 
e os plasmócitos CD138+/CD19- de doentes com GM. Ctr vs MM: # p<0,05; ## p<0,01. Ctr vs MGUS: 
§ p<0,05; §§ p<0,01. Ctr vs MMI: ƒ p<0,05; ƒƒ p<0,01.
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Na figura 22, apresenta-se um exemplo de dois dot plots e de um histograma 

representativos da análise da expressão de caspase 3, por citometria de fluxo, 

nos plasmócitos CD138+/CD19+ de um doente com MM e de um controlo não 

neoplásico.

Nos doentes com MM, a percentagem de plasmócitos CD138+/CD19- que expressa 

os recetores do TRAIL, R1, R2, R3 e R4, assim como os níveis de expressão de R2, 

R3 e R4 são significativamente inferiores em relação aos dos plasmócitos CD138+/

CD19+ dos doentes (p<0,01) e superiores aos dos controlos, apenas para a percen-

tagem de plasmócitos que expressa R1 e R2 (p<0,05), como podemos observar 

na figura 23. No subgrupo com MGUS, os níveis de expressão de R2 e R3 nos 

plasmócitos CD138+/CD19- são superiores aos dos controlos; quando compa-

ramos os subtipos de plasmócitos, verificamos que a expressão de R2 é inferior 

nos plasmócitos CD138+/CD19- relativamente aos CD138+/CD19+ dos doentes, 

observando-se o oposto para o recetor R3 do TRAIL (p<0,05).

FIGURA 22 Avaliação da expressão de caspase 3 num doente com MM e num controlo não neoplásico 
por citometria de fluxo.

Em A, mostra-se a seleção da população de plasmócitos (círculo verde) e em B, o gate nos plasmócitos não 
neoplásicos, CD138+/CD19+ de um doente com MM (quadrado vermelho) e de um controlo (quadrado 
interior laranja) e neoplásicos do mesmo doente, CD138+/CD19- (quadrado azul). Em C, está represen-
tada a expressão de caspase 3 na população de plasmócitos com fenótipo normal do doente com MM (a 
vermelho) e do controlo (a laranja).
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FIGURA 23Avaliação de recetores do TRAIL nos plasmócitos com fenótipo normal e neoplásico em doentes 
com gamapatia monoclonal e em controlos não neoplásicos por citometria de fluxo.

Em A, C, E e G está representada a percentagem de células (%) que expressam os recetores do TRAIL, 
R1, R2, R3 e R4 e em B, D, F e H, os respetivos níveis de expressão avaliados em média de intensidade 
de fluorescência (MIF). As moléculas referidas na figura foram avaliadas nos plasmócitos com fenótipos 
CD138+/CD19+ (a verde) e CD138+/CD19- (a vermelho), em doentes com MGUS, MMI, MM, MMRR e 
controlos (Ctr), de acordo com o descrito na secção de Materiais e Métodos. Estão representadas apenas 
as moléculas com diferenças estatisticamente significativas entre plasmócitos com os dois fenótipos nos 
doentes com gamapatias monoclonais (GM) (* p< 0,05; ** p< 0,01) e entre os plasmócitos dos controlos 
e os plasmócitos CD138+/CD19- dos doentes (Ctr vs MM: # p<0,05; ## p<0,01. Ctr vs MGUS: § p<0,05; 
§§ p<0,01. Ctr vs MMI: ƒ p<0,05; ƒƒ p<0,01).

Em suma, os plasmócitos com fenótipo característico de malignidade (CD138+/CD19-) 

dos doentes com GM evidenciam uma menor tendência para a apoptose, traduzida 

numa diminuição da expressão de moléculas pró-apoptóticas, nomeadamente de 

TRAIL, TRAIL-R2, FAS, caspase 3 e TNF-a (24,1 a 39,8 MIF) relativamente aos plas-

mócitos com fenótipo CD138+/CD19+ (35,5 a 45,9 MIF), nos doentes com MM e 

de BAX, TRAIL-R2, FAS e TNF-a, nos doentes com MGUS (p<0,05) (Figuras 21 e 23). 
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Uma vez que a sensibilidade e/ou a resistência das células à morte é influenciada 

pelo balanço entre as moléculas pró e antiapoptóticas, para além do estudo indi-

vidual de cada uma das proteínas, analisámos a razão entre os níveis de expressão 

das moléculas indutoras e inibidoras da apoptose que evidenciaram significado 

estatístico nos nossos estudos prévios. Como podemos observar na figura 24-A, 

a razão entre as moléculas BAX+caspase3+R1+R2+FAS e BCL-2+R3+R4+survivina 

evidenciou diferenças significativas nos plasmócitos CD138+/CD19- entre os 

subgrupos de GM, sendo mais elevada nos doentes com MM (1,47±0,06) relati-

vamente aos doentes com MGUS (1,19±0,04; p=0,008). A análise da razão entre 

os recetores pró e antiapoptóticos do TRAIL (R1+R2/R3+R4) mostram diferenças 

entre os doentes com MM e com MGUS nos dois subtipos de plasmócitos (p<0,01) 

(Figura 24-B). 

FIGURA 24 Avaliação da razão entre as moléculas pró-apoptóticas e antiapoptóticas citoplasmáticas e 
membranares nos plasmócitos com fenótipos normal e neoplásico em doentes com gama-
patia monoclonal e em controlos não neoplásicos.

Em A, está representada a razão entre a média de intensidade de fluorescência (MIF) de 
BAX+caspase3+R1+R2+FAS/BCL-2+survivina+R3+R4; e em B, a razão entre os recetores do TRAIL pró-
apoptóticos (R1 e R2) e antiapoptóticos (R3 e R4). Os resultados representam a média ± EP das razões 
entre os níveis de expressão das moléculas representadas na figura avaliadas nos plasmócitos com fenótipos 
CD138+/CD19+ (a azul) e CD138+/CD19- (a vermelho), em doentes com MGUS e MM. ** p< 0,01.
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4.1.3. Análise da expressão de moléculas reguladoras do ciclo celular

As proteínas P53 e ciclina D1 desempenham funções reguladoras do ciclo celular, 

entre outras, e a sua expressão encontra-se frequentemente alterada no MM.

Quando analisámos os doentes com GM em geral, verificámos que a percentagem 

de plasmócitos CD138+/CD19+ que expressa ciclina D1 e P53, assim como os seus 

níveis de expressão, são significativamente superiores em relação aos plasmócitos 

CD138+/CD19- (p=0,0001), sendo o nível de expressão de ciclina D1 inferior e o de 

P53 superior ao dos controlos (p=0,03 e p=0,008, respetivamente) (Tabela A3, Anexo).

Os resultados da análise das proteínas supracitadas nos subgrupos de doentes com 

GM encontram-se descritos detalhadamente na tabela 13 e representados grafi-

camente para uma melhor visualização das diferenças na expressão das referidas 

moléculas entre os plasmócitos com os fenótipos estudados na figura 25.

Na tabela 13, podemos verificar que, nos doentes com MM, a ciclina D1 e a 

P53 apresentam um nível de expressão inferior ao observado nos doentes com 

MGUS, nos dois subtipos de plasmócitos analisados (p<0,01). Nos doentes com 

MMI, a percentagem destes plasmócitos que expressa ciclina D1 é superior à 

encontrada nos doentes com MGUS (p<0,01) e inferior à dos doentes com MM, 

neste caso apenas nos plasmócitos não tumorais (p<0,05). Pelo contrário, os 

níveis de expressão desta molécula, no mesmo subtipo de plasmócitos, foi infe-

rior nos doentes com MMI comparativamente aos doentes com MGUS (p<0,01). 

Avaliação da percentagem (%) e dos níveis de expressão (MIF) de ciclina D1 e de 

P53 nos plasmócitos CD138+/CD19+ e CD138+/CD19- de doentes com MGUS, MMI, 

MM, MMRR e de controlos não neoplásicos

TABELA 13
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Além disso, os níveis de expressão de P53 nos plasmócitos CD138+/CD19+ dos 

doentes com MM e MGUS são superiores aos observados nos controlos (p<0,05) 

(Tabela 13).

Em suma, as maiores diferenças na expressão da ciclina D1 e da proteína P53 foram 

observadas essencialmente ao nível dos plasmócitos com fenótipo não clonal que, 

para além de serem diferentes entre os doentes com os vários subtipos de GM, 

como referido, são igualmente diferentes dos plasmócitos com igual fenótipo, mas 

de controlos não neoplásicos (Tabela 13, Figura 25).

Quando comparamos a ciclina D1 e a P53 nos dois subtipos fenotípicos de plas-

mócitos de doentes com GM, verificamos que, em geral, a percentagem de plas-

mócitos com fenótipo CD138+/CD19- que expressa estas proteínas, bem como os 

níveis de expressão, são tendencialmente inferiores em comparação com o obser-

vado nos plasmócitos com fenótipo CD138+/CD19+, quer dos doentes quer dos 

controlos não neoplásicos, sendo significativo em relação a estes últimos (p<0,01) 

(Figura 25).

FIGURA 25 Análise comparativa de moléculas reguladoras do ciclo celular nos plasmócitos com fenótipo 
normal e neoplásico em doentes com gamapatia monoclonal e em controlos não neoplásicos 
por citometria de fluxo.

Em A e C está representada a percentagem de células (%) que expressam ciclina D1 e P53 e, em B e D, os 
seus níveis de expressão expressos em média de intensidade de fluorescência (MIF) respetivamente. Os resul-
tados representam a média ± EP da percentagem de plasmócitos com fenótipo CD138+/CD19+ (a verde) e 
CD138+/CD19- (a vermelho) que expressam as moléculas representadas e os respetivos níveis de expressão, em 
doentes com MGUS, MMI, MM, MMRR e em controlos (Ctr), de acordo com o descrito na secção de Materiais e 
Métodos. Estão representadas as diferenças estatisticamente significativas entre plasmócitos com os dois fenó-
tipos nos doentes (* p< 0,05; ** p< 0,01) e entre os plasmócitos dos Ctr e os plasmócitos CD138+/CD19- dos 
doentes (Ctr vs MM: # p<0,05; ## p<0,01. Ctr vs MGUS: § p<0,05; §§ p<0,01. Ctr vs MMI: ƒ p<0,05; ƒƒ p<0,01).
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4.1.4. Análise da expressão do NF-kB e dos conjugados da ubiquitina

Os proteasomas são proteases multicatalíticas responsáveis pela principal via não 

lisosómica de degradação de proteínas intracelulares, nomeadamente proteínas 

desnaturadas, oxidadas ou danificadas, que já não são necessárias nas células. 

Além disso regula, entre outras funções, os níveis intracelulares de proteínas envol-

vidas na ativação da transcrição, como o fator transcripcional NF-kB. As proteínas 

degradadas na via ubiquitina-proteasoma têm que ser previamente conjugadas 

com uma proteína de baixo peso molecular, a ubiquitina. Neste sentido, fomos 

avaliar os níveis de NF-kB e de proteínas ubiquitinadas nos doentes com GM e nos 

controlos não neoplásicos (Tabela 14 e Figura 26).

Como se pode observar na tabela A4 (Anexo), os níveis de expressão dos conjugados 

de ubiquitina (UBQ) e do NF-kB são inferiores (cerca de 50%) nos plasmócitos CD138+/

CD19+ dos doentes com GM em geral em relação aos controlos (p=0,008 e p=0,004, 

respetivamente). Além disso, na população de doentes com GM, existe uma maior 

percentagem de plasmócitos CD138+/CD19+ que expressa UBQ e NF-kB, relativa-

mente aos plasmócitos CD138+/CD19- e, no caso do NF-kB, também em relação aos 

controlos (p=0,0001). No entanto, entre os subgrupos de doentes com GM, não encon-

trámos diferenças significativas na percentagem de plasmócitos que expressa UBQ ou 

NF-kB nem nos respetivos níveis de expressão. Em relação aos controlos, 

observámos uma percentagem superior de plasmócitos CD138+/CD19+ que 

expressam NF-kB nos doentes com MGUS, MMI e MM (p<0,05) (Tabela 14).  

Avaliação da expressão dos conjugados de ubiquitina (UBQ) e do fator NF-kB em 

plasmócitos com fenótipos CD138+/CD19+ e CD138+/CD19- em doentes com MGUS, 

MMI, MM, MMRR e em controlos

TABELA 14
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FIGURA 26 Análise dos conjugados de ubiquitina (UBQ) e do fator de transcrição NF-kB nos plasmócitos 
com fenótipos CD138+/CD19+ e CD138+/CD19-.

Em A e C está representada a percentagem de células (%) que expressam UBQ e NF-kB; em B e D, os 
seus níveis de expressão avaliados em média de intensidade de fluorescência (MIF), respetivamente. 
Os resultados representam a média ± erro-padrão referente às moléculas representadas na figura e 
avaliadas nos plasmáticos com fenótipo CD138+/CD19+ (a verde) e CD138+/CD19- (a vermelho), em 
doentes com MGUS, MMI, MM, MMRR e em controlos (Ctr), de acordo com o descrito na secção de Mate-
riais e Métodos. Estão representadas as diferenças estatisticamente significativas entre os plasmócitos com 
os dois fenótipos nos doentes (*p< 0,05; ** p< 0,01) e entre os plasmócitos dos Ctr e os plasmócitos 
CD138+/CD19- dos doentes (Ctr vs MM: # p<0,05; ## p<0,01. Ctr vs MGUS: § p<0,05; §§ p<0,01. 
Ctr vs MMI: ƒ p<0,05; ƒƒ p<0,01).

No que respeita aos níveis de expressão de NF-kB e de UBQ neste subtipo fenotí-

pico, estes são inferiores nos doentes com MM, MMI e MGUS relativamente aos 

controlos (p<0,05) (Tabela 14).

O estudo comparativo entre os plasmócitos com os dois fenótipos analisados, 

representado na figura 26 revelou que, nos doentes com MM, MMI e MGUS, a 

percentagem de plasmócitos CD138+/CD19+ que expressa UBQ e NF-kB é signi-

ficativamente superior à observada para os plasmócitos CD138+/CD19- (p<0,01), 

tal como os níveis de expressão, apenas para o caso do NF-kB (p<0,05). A figura 

26 evidencia ainda que os níveis de expressão de UBQ e de NF-kB são significativa-

mente inferiores nos plasmócitos CD138+/CD19- dos doentes acima mencionados, 

relativamente aos controlos não neoplásicos (p<0,05).

Na figura 27, observa-se um exemplo representativo da análise da expressão de 

NF-kB, por citometria de fluxo, nos plasmócitos CD138+/CD19- e CD138+/CD19+ 

de um doente com MM.
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4.1.5.	 Análise da expressão de moléculas inflamatórias e reguladoras da
	 angiogénese

A inflamação e a angiogénese medular desempenham um papel crucial na etiopa-

togenia do MM. Deste modo, analisámos a expressão de moléculas inflamatórias 

(IL-6 e o seu recetor) e reguladoras da angiogénese (VEGF e o seu recetor) nos 

plasmócitos com os dois fenótipos já descritos. 

FIGURA 27Avaliação da expessão de NF-kB num doente com MM por citometria de fluxo.

Em A, mostra-se a seleção da população de plasmócitos (círculo verde) e em B, o gate nos plasmócitos 
neoplásicos, CD138+/CD19- (quadrado azul) e não clonais, CD138+/CD19+ (quadrado vermelho). 
Em C1 e C2, está representada a expressão de NF-kB referente a cada uma das populações de plasmócitos 
e em C3 a expressão conjunta nas duas populações.
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Na avaliação global dos doentes com GM, verificámos que a percentagem de plas-

mócitos CD138+/CD19+ que expressa IL-6, VEGF, os recetores destas duas proteínas, 

assim como os respetivos níveis de expressão são significativamente superiores nos 

doentes relativamente aos controlos (p<0,05) (Tabela A5, Anexo).

Quando analisámos os diversos subgrupos de doentes com GM, verificámos que 

apenas nos plasmócitos CD138+/CD19- se observam diferenças significativas. 

Com efeito, os níveis de expressão de VEGF nestes plasmócitos são superiores 

nos doentes com MM (80 ± 7,5 MIF) relativamente aos doentes com MGUS 

(61,7 ± 6,2 MIF) (p<0,05), bem como significativamente superiores nestes dois 

subgrupos em relação ao observado nos controlos (32,8 ± 1,5 MIF) (p<0,05) (Figura 

28-B). De salientar que, nos doentes com MGUS, foi observada uma percentagem 

superior de plasmócitos CD138+/CD19- a expressarem o recetor do VEGF compa-

rativamente aos doentes com MM (20,9 ± 2,4 MIF vs 8,9 ± 1,5 MIF; p<0,01) 

(Tabela 15A).

Avaliação da percentagem (%) de plasmócitos CD138+/CD19- (A) e CD138+/CD19+ 

(B) que expressam VEGF, VEGF-R, IL-6, IL-6 R e respetivos níveis de expressão, por 

citometria de fluxo

TABELA 15
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Quando comparamos os níveis de expressão de VEGF/VEGF-Rec e IL-6/IL-6 Rec, entre 

os dois subtipos fenotípicos de plasmócitos, CD138+/CD19+ e CD138+/CD19-, 

verificamos que as diferenças encontradas são mais relevantes para o VEGF 

(Figura 28). Assim, em todos os subgrupos de GM, incluindo nos doentes com 

MMRR, os níveis de expressão deste fator angiogénico estão aumentados nos 

plasmócitos CD138+/CD19- relativamente aos plasmócitos CD138+/CD19+ (Figura 

28-B), enquanto a percentagem de plasmócitos com este fenótipo que expressa 

VEGF é significativamente superior à dos plasmócitos tumorais, nos doentes com 

MM (p<0,01) (Figura 28-A).

FIGURA 28Análise comparativa dos niveis de VEGF, recetor do VEGF e de IL-6 nos plasmócitos com fenótipos 
normal e patológico em doentes com gamapatia monoclonal e em controlos não neoplásicos.

Em A, C e E está representada a percentagem de células (%) que expressam VEGF, recetor do VEGF (VEGF-Rec) 
e IL-6; em B, D e F, os seus níveis de expressão, em média de intensidade de fluorescência (MIF) respetiva-
mente. Os resultados representam a média ± erro-padrão relativos às moléculas representadas, avaliadas 
nos plasmócitos com fenótipo CD138+/CD19+ (a verde) e CD138+/CD19- (a vermelho), em doentes com 
MGUS, MMI, MM, MMRR e em controlos não neoplásicos (Ctr), de acordo com o descrito na secção de 
Materiais e Métodos. Estão representadas as diferenças estatisticamente significativas entre plasmócitos 
com os dois fenótipos nos doentes (*p< 0,05; ** p< 0,01) e entre os plasmócitos dos Ctr e os plasmó-
citos CD138+/CD19- dos doentes (Ctr vs MM: # p<0,05; ## p<0,01. Ctr vs MGUS: § p<0,05; §§ p<0,01. 
Ctr vs MMI: ƒ p<0,05; ƒƒ p<0,01).
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4.1.6.	 Análise das proteínas da família ABC – glicoproteína P e multidrug
	 resistance related protein-1

Depois de avaliadas as moléculas que desempenham um papel relevante na apop-

tose, no ciclo celular, na inflamação e na angiogénese da medula óssea, anali-

sámos os mecanismos envolvidos na refractariedade à terapêutica, em particular 

as proteínas da família ABC, glicoproteína P (gp-P) e multidrug resistance related 

protein-1 (MRP-1) a nível citoplasmático e membranar, em doentes com GM e em 

controlos.

Tal como nas análises anteriores, foram estudados a percentagem de plasmócitos 

com os fenótipos CD138+/CD19+ (Tabela 16-A) e CD138+/CD19- (Tabela 16-B) 

que expressam gp-P e MRP-1 e os respetivos níveis de expressão, como descrito 

na secção de Materiais e Métodos. Numa primeira análise, foram considerados os 

doentes com GM em geral (Tabela A6, Anexo) e, numa avaliação subsequente, 

foram estudados e comparados os subgrupos de GM individualmente e, dentro 

destes, procedemos à análise comparativa entre os dois subtipos fenotípicos de 

plasmócitos (Tabela 16 e Figura 29, respetivamente).

Assim, nos doentes com GM em geral, observámos um aumento da expressão 

de MRP-1 citoplasmática e membranar nos plasmócitos CD138+/CD19+ relativa-

mente aos plasmócitos CD138+/CD19- e aos controlos (p<0,01). No caso da gp-P, 

os plasmócitos CD138+/CD19- apresentam níveis de expressão superiores de gp-P 

citoplasmática e inferiores de gp-P membranar relativamente aos encontrados nos 

plasmócitos CD138+/CD19+ e nos controlos (p<0,01) (Tabela A6, Anexo).

A análise dos subgrupos de GM evidenciou que os plasmócitos com fenótipo 

CD138+/CD19+ dos doentes com MGUS são os que apresentam níveis de expressão 

de MRP-1 membranar e de gp-P citoplasmática mais elevados (48,1±3,6 MIF; 69,1±3 

MIF, respetivamente) quando comparados com os doentes com MMI (29,7±3,7 

MIF; 57,4±4,9 MIF), com MM (32,7±2,3 MIF; 52,1±3,4 MIF) (p<0,05) e com os 

controlos (23±1 MIF; 23,9±0,7 MIF) (p<0,01). No mesmo subtipo de plasmócitos, 

verificamos que os doentes com MM são os que apresentam níveis de expressão 

mais elevados de gp-P membranar, embora apenas significativo em relação aos 

doentes com MGUS (p<0,01). No entanto, os controlos evidenciam níveis ainda 

mais elevados desta glicoproteína (p<0,05), ao invés do observado com a expressão 

de gp-P citoplasmática (p<0,05) (Tabela 16-A).

Nos plasmócitos CD138+/CD19-, verificamos que os doentes com MMI são os 

que apresentam uma percentagem de células que expressa MRP-1 citoplasmática 

e/ou níveis de expressão significativamente superiores (29,3±3,6%; 36,6±5,1 MIF) 
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em relação aos doentes com MGUS (19,1±1,9%; 29,2±2,3 MIF, respetivamente; 

p<0,05) e com MM (29,6±2,1 MIF), não se observando diferenças relevantes na 

gp-P (Tabela 16-B).

Quando comparámos os níveis de expressão destas glicoproteínas nos plasmó-

citos CD138+/CD19+ vs CD138+/CD19-, constatámos diferenças estatisticamente 

significativas para MRP-1 e gp-P citoplasmáticas. Assim, como podemos observar 

na figura 29-A e B, nos doentes com MM, MMI e MGUS, a percentagem de plas-

mócitos CD138+/CD19- que expressa MRP-1 citoplasmática é significativamente 

inferior à dos plasmócitos CD138+/CD19+ (p<0,01), dados estes sobreponíveis 

no que respeita aos níveis de expressão, mas apenas para os doentes com MM e 

com MGUS (p<0,01). Pelo contrário, os níveis de expressão de gp-P citoplasmática 

são significativamente superiores nos plasmócitos com fenótipo característico de 

malignidade em relação aos que apresentam um fenótipo “normal” de doentes e 

de controlos (p<0,01) (Figura 29-F). 

Estudo da expressão de MRP-1 e de glicoproteína P (citoplasmáticas e membranares) 

nos plasmócitos CD138+/CD19+ (A) e CD138+/CD19- (B), em doentes com MGUS, 

MM, MMI e MMRR e em controlos

TABELA 16
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A figura 30 mostra um histograma representativo dos níveis de expressão de MRP-1 

citoplasmática nos plasmócitos com fenótipos CD138+/CD19- e CD138+/CD19+, 

como exemplo dos resultados apresentados na figura 29-B.

FIGURA 29 Estudo comparativo da expressão de glicoproteínas da família ABC em plasmócitos	
CD138+/CD19- e CD138+/CD19+ de doentes com GM e de controlos.

Em A e C, está representada a percentagem de células (%) que expressa MRP-1 citoplasmática e membranar 
e em B e D, os seus níveis de expressão respetivamente. Em E e G a percentagem de plasmócitos que 
expressa glicoproteína P citoplasmática e membranar e, em F e H, os seus níveis de expressão respeti-
vamente, avaliados em média de intensidade de fluorescência (MIF). Os resultados representam a média 
± erro-padrão relativo às moléculas representadas na figura e avaliadas nos plasmócitos com fenótipo 
normal, CD138+/CD19+ (a verde) e neoplásico, CD138+/CD19- (a vermelho), em doentes com MGUS, 
MMI, MM, MMRR e em controlos (Ctr), de acordo com o descrito na secção de Materiais e Métodos. Estão 
representadas as diferenças estatisticamente significativas entre plasmócitos com os dois fenótipos nos 
doentes (* p< 0,05; ** p< 0,01) e entre os plasmócitos dos Ctr e os plasmócitos CD138+/CD19- dos 
doentes (Ctr vs MM: # p<0,05; ## p<0,01. Ctr vs MGUS: § p<0,05; §§ p<0,01. Ctr vs MMI: ƒ p<0,05; 
ƒƒ p<0,01).
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4.1.7.	 Análise do perfil de metilação génica nos doentes com gamapatias
	 monoclonais

O perfil de metilação dos genes reguladores da apoptose e/ou do ciclo celular 

(p15, p16, p53, DAPK), bem como dos genes dos recetores do TRAIL (TRAIL-R1, 

TRAIL-R2, TRAIL-R3 e TRAIL-R4) foi analisado em amostras de medula óssea de 

120 doentes com GM, dos quais 116 foram estudados ao diagnóstico (56 com 

MGUS, 11 com MMI e 49 com MM), quatro foram analisados na recidiva (MMRR) 

e de oito controlos não neoplásicos. 

Considerando a coorte de doentes com GM, 81% apresentava, pelo menos, um 

gene metilado dos oito genes analisados (77% dos doentes com MGUS, 82% com 

MMI, 86% com MM e 75% com MMRR; p=NS). Pelo menos dois genes simulta-

neamente metilados foram observados em 54% dos doentes com GM (44% dos 

doentes com MGUS, 64% com MMI, 61% com MM e 75% com MMRR; p=NS). 

A metilação anómala de um, dois ou mais genes foi detetada em 24%, 39% e 14% 

dos doentes com MM e em 33%, 26% e 14% dos doentes com MGUS, respeti-

vamente (p=NS). A metilação de quatro ou mais genes estudados foi identificada 

em apenas seis doentes com GM (5%), dos quais quatro doentes tinham o diag-

nóstico de MM e dois apresentavam MGUS. Em nenhum doente foi encontrada 

metilação de mais de seis dos oito genes estudados. De salientar que  nenhum dos 

oito controlos não neoplásicos apresenta metilação dos genes analisados e que a 

FIGURA 30Avaliação da expressão de MRP-1 citoplasmática num doente com MM por citometria de fluxo.

Está representada a expressão de MRP-1 citoplasmática (cit) referente aos plasmócitos CD138+/CD19- 
(a vermelho) e CD138+/CD19+ (a verde).
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metilação dos genes estudados foi observada em heterozigotia em todos os casos. 

Na figura A1 (Anexo), está indicado o estado de metilação dos genes analisados 

para cada doente com GM e cada controlo incluídos no estudo.

A análise da figura 31 mostra que o gene do recetor antiapoptótico R3 do TRAIL 

(TRAIL-R3 ou TRAIL-DcR1) é o que se encontra mais frequentemente metilado nos 

doentes com GM (64% dos doentes com MGUS, 55% com MMI, 61% com MM 

e 75% com MMRR). Relativamente aos genes dos outros recetores do TRAIL, as 

frequências de metilação são muito reduzidas em qualquer um dos subgrupos de 

GM, não ultrapassando os 25% e também sem diferenças significativas entre eles. 

No caso do gene do recetor R4, não foi observada metilação em nenhum doente 

com MMI e MMRR (Figura 31-A e B).

FIGURA 31 Frequência de metilação dos genes p15, p16, p53, DAPK, TRAIL-R1, R2, R3 e R4 em doentes 
com gamapatias monoclonais.

Em A, apresenta-se a análise nos doentes com gamapatias monoclonais em geral. Em B, individualizam-se os 
doentes com gamapatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS), mieloma múltiplo indolente (MMI), 
mieloma múltiplo sintomático ao diagnóstico (MM) e com mieloma múltiplo em recidiva/refratário (MMRR). 
As barras indicam a percentagem de doentes com o gene em causa metilado.
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A metilação dos genes p15, p16, p53 e DAPK foi mais frequente nos doentes 

com MM (22%, 24%, 8% e 33%, respetivamente) em relação aos doentes com 

MGUS (16%, 13%, 2% e 18%, respetivamente); no entanto, as diferenças encon-

tradas entre doentes não atingiram significado estatístico para nenhum dos genes. 

Do mesmo modo, também não foram observadas diferenças relevantes entre os 

outros subgrupos de doentes com GM para estes quatro genes. (Figura 31-B). 

De realçar que, quando comparada a frequência de metilação do gene TRAIL-R3, 

foram encontradas diferenças significativas apenas entre controlos não neoplásicos 

e doentes com MGUS (p=0,001) e com MM (p=0,001).

Na figura 32, estão representados alguns exemplos dos resultados obtidos na 

eletroforese em gel de agarose a 5%, após MSP dos genes estudados, realizado 

em amostras de medula óssea colhidas no momento do diagnóstico dos doentes 

com MGUS, MMI e MM. A metilação dos genes descritos foi observada em hete-

rozigotia em todos os doentes, como podemos verificar na mesma figura.

FIGURA 32Exemplos dos resultados da eletroforese dos produtos obtidos após methylation-specific 
polymerase chain reaction (MSP) dos genes p15, p16, p53, DAPK, TRAIL-R1, -R2, -R3 e -R4, 
em amostras de medula óssea colhidas ao diagnóstico em doentes com GM.

Dt - exemplos de doentes com o gene metilado (M) ou não metilado (D); CM - controlo universal metilado; 
CD - controlo universal não metilado.
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4.1.8.	 Impacto dos parâmetros clínicos e laboratoriais no prognóstico dos
	 doentes com mieloma múltiplo sintomático

Analisámos a influência que os parâmetros clínicos, hematológicos, bioquímicos, 

citogenéticos e imunofenotípicos, presentes ao diagnóstico, desempenharam na 

resposta à terapêutica e na sobrevivência dos doentes com MM. 

Com efeito, no âmbito da avaliação clínico-laboratorial da nossa amostra de 

doentes com MM, constatámos que a presença de lesões ósseas (p=0,012), 

a insuficiência renal (p=0,003), a LDH sérica elevada (p=0,001) e o ISS de 

III (p=0,017) apresentaram um impacto negativo no prognóstico destes 

doentes, associando-se a uma menor sobrevivência global (Figura 33). 

FIGURA 33 Análise da influência da forma de apresentação clínica e dos parâmetros hematológicos e 
bioquímicos ao diagnóstico na sobrevivência global de doentes com MM.

Em A, observa-se o impacto desfavorável da presença de lesões ósseas; em B, da insuficiência renal (IR); 
em C, do ISS=III e, em D, dos valores séricos elevados de LDH.
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FIGURA 34Análise da influência dos parâmetros clínicos na sobrevivência livre de progressão de 
doentes com MM.

Em A, observa-se o impacto negativo da presença de lessões ósseas e em B da insuficiência renal.

Pelo contrário, a presença de anemia e de doença extramedular (DEM) não apre-

sentaram influência na sobrevivência global, embora a presença de DEM tivesse 

demonstrado impacto na sobrevivência livre de progressão (p=0,0001), tal como 

a insuficiência renal e a LDH sérica elevada (p=0,0001 e p=0,003, respetivamente) 

(Figura 34).

Nos doentes com MM avaliados, a análise dos marcadores imunofenotípicos CD27, 

CD28, CD56, CD117 e da ploidia do DNA não evidenciaram diferenças significa-

tivas nas sobrevivências global e livre de progressão. 

Relativamente à citogenética, e como podemos observar na figura 35, nos doentes 

com MM com a translocação t14q32 ao diagnóstico, apesar de não se observarem 

diferenças relevantes na sobrevivência global (p=0,079), a sobrevivência livre de 

progressão foi negativamente influenciada por esta translocação (p=0,037) (Figura 

35-A e B), bem como pela t(11;14) (p=0,025) (Figura 35-C) e pela presença de 

alterações citogenéticas a nível do cromossoma 1 que incluiram a delecção 1p32 

e/ou a amplificação 1q21 (p=0,0001) (Figura 35-D).
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FIGURA 35 Impacto das alterações citogenéticas presentes nos doentes com MM, ao diagnóstico, nas 
sobrevivências global (A) e livre de progressão (B, C e D).

Está representado o impacto da t14q32 (A e B), da t(11;14) (C) e  das anomalias do cromossoma 1 (D).
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4.1.9.	 Associação entre os parâmetros moleculares, o ISS e a citogenética
	 nos doentes com mieloma múltiplo sintomático

Depois de avaliada a expressão das moléculas em estudo neste trabalho, nos diversos 

subgrupos de doentes com GM, analisámos a sua associação com parâmetros que 

apresentam impacto prognóstico em doentes com MM, o estadiamento (ISS) e as 

alterações citogenéticas, determinados ao diagnóstico. 

Na população de doentes com MM analisada nesta investigação, observaram-

-se diferenças na percentagem de plasmócitos CD138+/CD19- que expressa as 

proteínas FAS e TRAIL-R2, de acordo com os subtipos ISS. Com efeito, os doentes 

com MM com um estádio ISS de I apresentam uma percentagem significativa-

mente mais elevada de plasmócitos com o fenótipo patológico a expressarem 

FAS (25,5±3%) comparativamente aos estádios II (20,4±1,2%; p=0,016) e III 

(20,9±1,3%; p=0,023) (Figura 36-A). Por outro lado, a percentagem destes plas-

mócitos que expressa TRAIL-R2 é inferior no estádio I relativamente ao estádio 

III (p=0,006) (Figura 36-B). Nos plasmócitos CD138+/CD19+, observámos níveis 

de expressão de caspase 3 significativamente inferiores nos doentes com ISS de I 

FIGURA 36Avaliação da expressão de moléculas reguladoras da apoptose em função do ISS.

Está representada a percentagem de plasmócitos CD138+/CD19- que expressa FAS (A) e TRAIL-R2 (B); 
em C, os níveis de expressão de caspase 3 nos plasmáticos CD138+/CD19+. * p<0,05; ** p<0,01.
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(31,9 ± 3,3MIF) relativamente aos doentes com ISS II (37,2 ±3,9MIF; p=0,015) ou 

de III (55,9 ± 3,5MIF; p=0,023) (Figura 36-C).  

Da mesma forma que para o ISS, procurámos associações entre as alterações cito-

genéticas mais frequentes na nossa coorte de doentes com MM e a expressão das 

moléculas em análise nesta investigação (Figura 37). Assim, pesquisámos as diferenças 

na expressão destas moléculas, nos doentes com MM com e sem a t(11;14) e verifi-

cámos que apenas nas expressões de BCL-2 e de ciclina D1 nos plasmócitos CD138+/

CD19- se observaram diferenças significativas. Com efeito, os doentes com a t(11;14) 

apresentam níveis de expressão superiores de BCL-2 (42 ± 6 MIF vs 29,6 ± 2,9 MIF; 

p<0,05) e de ciclina D1 (28,6 ± 3,8 MIF vs 25,2 ± 1 MIF; p<0,05) relativamente aos 

que não apresentam qualquer alteração citogenética (Figura 37-A). No que respeita à 

translocação 14q32, os recetores do TRAIL, R2 e R3, apresentam níveis de expressão 

significativamente mais elevados nos plasmócitos CD138+/CD19- que evidenciam 

a translocação 14q32, comparativamente aos que não apresentam qualquer alte-

ração citogenética (40,6 ± 2,9 MIF vs 31,2 ± 2,8 MIF; 46,4 ± 8,9 vs 25,7 ± 1,95 MIF, 

respetivamente; p<0,05) (Figura 37-B). Os doentes com anomalias do cromossoma 1 

(del 1p32 e 1q21+) apresentam aumento significativo na expressão de TNF-a e 

de TRAIL-R3 (Figura 37-C). No que respeita à expressão de outras proteínas anali-

sadas neste trabalho, não foram encontradas associações com o ISS ou com as 

alterações citogenéticas. 

FIGURA 37 Relação entre as anomalias citogenéticas e a expressão de moléculas reguladoras da apoptose 
e do ciclo celular nos plasmócitos CD138+/CD19-, nos doentes com MM.

Em A, apresentam-se os níveis de expressão de BCL-2 e de ciclina D1, em função da presença da t (11;14) 
e da del13/13q. Em B, observa-se a associação entre a presença da t14q32 e os níveis de expressão 
dos recetores do TRAIL (-R2 e -R3). Em C, a associação entre as mutações no cromossoma 1 e os níveis 
de expressão de TNF-a e de TRAIL-R3. As comparações estão estabelecidas em relação à ausência de 
anomalias citogenéticas. * p<0,05.



127

4.1.10. Identificação de potenciais novos biomarcadores moleculares
	 de diagnóstico e de prognóstico

Após avaliada a expressão de moléculas com funções relevantes na fisiopatologia 

do MM, em plasmócitos com os fenótipos CD138+/CD19- e CD138+/CD19+,  

pesquisámos associações entre as proteínas e os genes estudados (individualmente 

ou em combinação) e os parâmetros clínicos e laboratoriais presentes no momento 

do diagnóstico, de modo a identificar eventuais novos marcadores de diagnóstico 

em doentes com GM e de prognóstico, com relevância na resposta à terapêutica 

e na sobrevivência, em doentes com MM.

Foi previamente demonstrado, em análise univariada, que a expressão dos parâ-

metros moleculares analisados nos plasmócitos com fenótipo considerado normal 

e patológico dos doentes com GM apresenta diversas alterações relativamente 

aos controlos. Deste modo, prosseguimos o nosso estudo, recorrendo à análise 

multivariada (regressão logística) e das curvas ROC, com o objetivo de identifi-

carmos novos potenciais marcadores de diagnóstico com um papel relevante na 

etiopatogenia das GM (Tabela 17). Foram ainda avaliadas as moléculas com capa-

cidade discriminatória entre os subgrupos de doentes com GM, nos plasmócitos 

CD138+/CD19- e CD138+/CD19+, atingindo apenas resultados significativos nas 

comparações entre MM e MGUS (Tabela 18).

A expressão de moléculas com capacidade preditora do diagnóstico de GM foi 

efetuada nos plasmócitos CD138+/CD19+ dos doentes e comparada com a dos 

plasmócitos com o mesmo fenótipo dos controlos não neoplásicos (Tabela 19).

Nas tabelas 17, 18 e 19, estão representados o odds ratio (OR) e o respetivo intervalo 

de confiança a 95% (IC 95%), assim como o significado estatístico (p), calculados 

através de análise multivariada. A análise das curvas ROC permitiu a identificação 

dos pontos de corte, da área sob a curva (AUC), da significância estatística (p), assim 

como da sensibilidade e da especificidade. Estes dados conduziram ao cálculo do 

valor preditivo positivo (VPP) e do valor preditivo negativo (VPN).

Como podemos observar na tabela 17, identificámos o aumento da expressão de 

TRAIL-R2 (superior a 29,5 MIF), de P53 (superior a 36,5 MIF), de VEGF-Rec (superior 

a 26,5 MIF), de MRP-1 membranar (superior a 29,5 MIF) e de gp-P citoplasmática 

(superior a 27,5 MIF), assim como a redução da expressão de ciclina D1 (inferior 

a 38,5 MIF), nos plasmócitos CD138+/CD19+, como marcadores com capacidade 

preditora independente de diagnóstico de GM. O TRAIL-R2 e a gp-P citoplasmática 

são as moléculas que apresentam a maior sensibilidade (85 e 91%, respetivamente) 

e especificidade (100%).
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Identificação de moléculas com potencial discriminatório entre mieloma múltiplo 

sintomático (MM) e gamapatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS) 

nos plasmócitos CD138+/CD19+ (A) e CD138+/CD19- (B)

TABELA 18

Identificação do TRAIL-R2 expresso nos plasmócitos CD138+/CD19+ como uma 

molécula com potencial discriminatório entre doentes com gamapatia monoclonal 

de significado indeterminado (MGUS) e controlos não neoplásicos

TABELA 19

Identificação de moléculas expressas nos plasmócitos CD138+/CD19+ com	

capacidade preditora independente de diagnóstico de gamapatias monoclonais

TABELA 17
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Quando analisámos e comparámos a variação das moléculas estudadas nos plasmócitos 

CD138+/CD19+ dos doentes dos vários subgrupos de GM, em particular dos doentes 

com MM e MGUS, verificámos que a diminuição da expressão das proteínas TRAIL-

R2 (inferior a 56,5 MIF), survivina (inferior a 45,5 MIF), das razões entre os níveis de 

expressão das moléculas indutoras e inibidoras da apoptose, TRAIL-R1+R2/TRAIL-R3+R4 

(inferior a 1,22), dos níveis de ciclina D1 (inferior a 43,5 MIF) e da gp-P citoplasmática 

(inferior a 67,5 MIF), bem como a expressão de gp-P membranar superior a 34,5 MIF 

no MM foram reconhecidas, em análise multivariada, como apresentando potencial 

discriminatório em relação aos doentes com MGUS (p<0,0001) (Tabela 18-A). Nos plas-

mócitos CD138+/CD19-, apenas o TRAIL-R2 inferior a 34,5 MIF e o VEGF-Rec superior 

a 23,5 MIF nos doentes com MM apresentam esse potencial (p<0,0001) (Tabela 18-B). 

A comparação entre MGUS e controlos evidenciou a expressão de TRAIL-R2 nos 

plasmócitos CD138+/CD19+ (superior a 29,5 MIF) como a molécula com maior 

potencial discriminatório entre estes dois grupos (sensibilidade de 91% e especi-

ficidade de 100%) (Tabela 19).

Muitos parâmetros clínicos e analíticos que caracterizam o MM e regularmente 

avaliados na prática clínica influenciam o prognóstico, como previamente demons-

trado na amostra de doentes analisada nesta investigação. De igual modo, a 

ausência de resposta à terapêutica de primeira linha associa-se a um prognóstico 

desfavorável na nossa coorte de doentes com MM, como evidenciado pelo impacto 

nas sobrevivências global e livre de progressão (Figura 38).

FIGURA 38Análise do impacto da resposta na sobrevivência.

Em A evidencia-se o efeito prognóstico desfavorável da ausência de resposta à primeira linha terapêutica 
nas sobrevivências livre de progressão (A) e global (B) dos doentes com mieloma múltiplo sintomático.
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Esta terapêutica consistiu em bortezomib + dexametasona ± ciclofosfamida nos 

doentes elegíveis para transplante autólogo de progenitores hematopoiéticos; 

melfalano + prednisolona ± (bortezomib ou talidomida) ou ciclofosfamida + dexa-

metasona/prednisolona nos não candidatos a transplante. Deste modo, pesqui-

sámos a influência da expressão das proteínas em análise neste trabalho, nos plas-

mócitos CD138+/CD19- e CD138+/CD19+, dos doentes com MM, na resposta 

à terapêutica, na sobrevivência livre de progressão e na sobrevivência global.

Quando avaliámos os doentes com MM em recidiva após terapêutica de primeira linha, 

em análise univariada, identificámos os níveis de expressão de caspase 3 superior a 38 

MIF (p=0,01) nos plasmócitos CD138+/CD19-, assim como os níveis de expressão de 

survivina inferior a 24 MIF (p=0,048) e de P53 superior a 42 MIF (p=0,02) nos plas-

mócitos CD138+/CD19+ ao diagnóstico, como potenciais biomarcadores de recidiva 

após terapêutica de primeira linha. Contudo, em análise multivariada por regressão 

logística, apenas os níveis de expressão de caspase 3 nos plasmócitos CD138+/CD19- 

indicam que esta molécula possa constituir um potencial biomarcador. De facto, 

como podemos observar na tabela 20, encontrámos uma associação entre os níveis 

de expressão de caspase 3 superiores a 38 MIF nos plasmócitos CD138+/CD19- dos 

doentes com MM e uma maior probabilidade de recidiva (p=0,01), resultados eviden-

ciados também pela curva ROC (Figura 39).

Avaliação da expressão de caspase 3 nos plasmócitos CD138+/CD19- como biomarcador 

de falência de resposta à terapêutica em doentes com mieloma múltiplo sintomático

TABELA 20

FIGURA 39 Curva ROC dos níveis de expressão de caspase 3 nos plasmócitos CD138+/CD19- de doentes 
com MM.
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- Influência da expressão de FAS, FAS ligando e TRAIL na sobrevivência

Avaliámos o impacto que a expressão das moléculas reguladoras da apoptose nos 

plasmócitos tumorais e não tumorais, ao diagnóstico, apresenta na sobrevivência 

global dos doentes com MM. Com efeito, verificámos que a presença de mais de 

40% e de 17% de plasmócitos CD138+/CD19- com expressão das proteínas TRAIL 

e FAS, respetivamente, se associa a um prognóstico mais favorável comparativa-

mente aos doentes com expressão numa percentagem inferior de plasmócitos com 

o referido fenótipo (p=0,03; p=0,011), como se demonstra na figura 40 (A e B). 

A apoiar estes dados, também os níveis de expressão de FAS ligando superiores a 

20 MIF, nos plasmócitos CD138+/CD19-, se associou a uma vantagem na sobre-

vivência global (p=0,032) (Figura 40-C). 

FIGURA 40Análise do impacto da expressão de TRAIL, FAS e FAS ligando nos plasmócitos CD138+/CD19-, 
na sobrevivência de doentes com MM.

Em A e B, apresenta-se o impacto desfavorável que a percentagem de plasmócitos CD138+/CD19- inferior 
a 40% e a 17% com expressão de TRAIL e de FAS, respetivamente, apresenta na sobrevivência global dos 
doentes. Em C, o mesmo impacto relativo ao nível de expressão de FAS ligando (FASL) inferior a 20 MIF. 
Os pontos de corte foram obtidos através da análise das curvas ROC.
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Nos plasmócitos com fenótipo CD138+/CD19+, os níveis de expressão de FAS 

ligando inferiores a 25 MIF, assim como a razão entre proteínas pró e antiapoptó-

ticas (BAX+R1+R2+FAS+caspase3/BCL-2+R3+R4+survivina) superior a 1,75 apre-

sentaram um impacto negativo, associando-se a uma sobrevivência global inferior 

dos doentes com MM (p=0,02 e p=0,035, respetivamente) (Figura 41).

- Impacto da expressão de NF-kB e de VEGF na sobrevivência

Como referido previamente, o bortezomib é um inibidor do proteasoma com ativi-

dade clínica antitumoral claramente demonstrada e uma das terapêuticas de primeira 

linha de eleição para doentes com MM. Por conseguinte, pesquisámos o impacto 

que a expressão das moléculas em estudo neste trabalho apresenta na resposta e 

na sobrevivência global dos doentes tratados com bortezomib (+ dexametasona 

FIGURA 41 Avaliação da expressão de moléculas reguladoras da apoptose e do ciclo celular nos plas-
mócitos CD138+/CD19+ na sobrevivência global de doentes com mieloma múltiplo sinto-
mático (MM).

A análise da figura evidencia o impacto desfavorável que os níveis de expressão de FAS ligando (FASL) 
inferiores a 25 MIF (A) e que a razão entre os níveis de expressão de proteínas indutoras/inibidoras da 
apoptose (BAX+R1+R2+FAS+caspase3/ BCL-2+R3+R4+survivina) superior a 1,75 (B) nos plasmócitos 
CD138+/CD19+ apresentam na sobrevivência global dos doentes com MM. Os pontos de corte foram 
obtidos através da análise das curvas ROC.
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± ciclofosfamida) como terapêutica de primeira linha. Os 24 doentes analisados 

(42% do sexo masculino) apresentavam uma mediana etária de 61 (41-75) anos. 

Destes 24 doentes, 21 (88%) apresentaram resposta ao bortezomib. A nossa 

análise demonstrou que a expressão de NF-kB e de VEGF influencia a resposta à 

terapêutica com bortezomib e a sobrevivência.

De acordo com os nossos resultados, os plasmócitos CD138+/CD19- dos doentes 

com resposta ao bortezomib apresentam níveis de expressão de NF-kB significa-

tivamente superiores relativamente ao observado nos doentes que não respon-

deram ao bortezomib (26,2±1,7 MIF vs 19,7±1,8 MIF; p=0,032). Nos plasmócitos 

CD138+/CD19+, não observámos diferenças significativas nos níveis de expressão 

de NF-kB entre os doentes com e sem resposta ao bortezomib. 

Posteriormente, fomos analisar se esta molécula poderia ser um biomarcador de 

resposta, recorrendo à análise da curva ROC (Tabela 21). Nesta análise, verificamos 

que os doentes com níveis de expressão de NF-kB superiores a 23,5 MIF nos plas-

mócitos CD138+/CD19- se associam a uma maior probabilidade de resposta ao 

bortezomib (AUC=0,857; p=0,04; sensibilidade=67% e especificidade=100%).

Além disso, nos doentes com resposta ao bortezomib, a média dos níveis de 

expressão de NF-kB nos plasmócitos CD138+/CD19- é inferior (26,2±1,7 MIF) à dos 

plasmócitos CD138+/CD19+ (38±2,3 MIF), sendo esta diferença estatisticamente 

significativa (p=0,0001) (Figura 42-B).

Quando avaliámos o impacto prognóstico que os níveis de expressão do NF-kB em 

cada subtipo de plasmócitos apresentava na sobrevivência global dos doentes com 

resposta ao bortezomib, constatámos que níveis de expressão superiores a 25 MIF 

nos plasmócitos CD138+/CD19- se associavam a uma sobrevivência mais longa 

(p=0,022) (Figura 42-C), o que também se observou nos doentes com resposta 

à terapêutica de primeira linha em geral (p=0,007) (Figura 42-D). Os níveis de 

expressão do NF-kB nos plasmócitos CD138+/CD19+ não apresentaram impacto 

na resposta e na sobrevivência global.

Avaliação da expressão de NF-kB nos plasmócitos CD138+/CD19- como biomarcador 

de resposta ao bortezomib

TABELA 21
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FIGURA 42 Análise dos níveis de expressão de NF-kB na resposta ao bortezomib e na sobrevivência 
global de doentes com MM.

Em (A) estão representados os níveis de expressão de NF-kB nos plasmócitos CD138+/CD19- em 
doentes com e sem resposta ao bortezomib; em (B) os níveis de expressão de NF-kB nos plasmócitos 
CD138+/CD19+ e CD138+/CD19- de doentes com resposta ao bortezomib, em (C) o impacto do nível 
de expressão de NF-kB nos plasmócitos CD138+/CD19- na sobrevivência global dos doentes tratados 
com bortezomib e em (D) a influência da expressão de NF-kB nos plasmócitos CD138+/CD19- na sobre-
vivência global independentemente da terapêutica de primeira linha. Os pontos de corte foram obtidos 
através da análise das curvas ROC.
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Relativamente à expressão de VEGF, a nossa investigação mostrou que níveis 

de expressão superiores a 175 MIF, nos plasmócitos CD138+/CD19- dos 

doentes com MM, se associam a um prognóstico desfavorável, independente-

mente da terapêutica de primeira linha, traduzido em sobrevivências global e 

livre de progressão inferiores (p=0,003 e p=0,002, respetivamente) (Figura 44). 

FIGURA 43Curva ROC dos níveis de expressão de NF-kB nos plasmócitos CD138+/CD19- como biomar-
cador de reposta à terapêutica de primeira linha com bortezomib.

FIGURA 44Influência da expressão de VEGF na sobrevivência de doentes com MM.

Em A e B, apresenta-se o impacto dos níveis de expressão do VEGF nos plasmócitos CD138+/CD19- nas 
sobrevivências global e livre de progressão, respetivamente. Os pontos de corte foram obtidos através da 
análise das curvas ROC.
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De igual modo, constatámos que na subpopulação tratada com bortezomib em 

primeira linha, também os níveis de expressão de VEGF superiores a 175 MIF no 

mesmo subtipo fenotípico de plasmócitos se associam a uma sobrevivência global 

inferior (p=0,046).

Por outro lado, uma percentagem de plasmócitos CD138+/CD19+ com expressão 

de VEGF superior ou igual a 21% está associada a sobrevivências global e livre de 

progressão superiores (p=0,008 e p=0,04, respetivamente), tal como uma percen-

tagem de plasmócitos com o mesmo fenótipo com expressão do recetor do VEGF 

superior ou igual a 40% (p=0,018) (Figura 45). 

FIGURA 45 Influência da expressão de VEGF e do seu recetor na sobrevivência de doentes com MM.

Em A, B e C, mostra-se o efeito da percentagem de plasmócitos CD138+/CD19+ com expressão de VEGF 
nas sobrevivências global (A) e livre de progressão (B) e com expressão do recetor do VEGF na sobrevi-
vência global (C). Os pontos de corte foram obtidos através da análise das curvas ROC.
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- Impacto da expressão de MRP-1 citoplasmática nos plasmócitos CD138+/CD19+ 

na sobrevivência de doentes com mieloma múltiplo sintomático 

No que respeita às proteínas da família ABC analisadas neste trabalho, gp-P e 

MRP-1 (citoplasmáticas e membranares), constatámos que os níveis de expressão 

de MRP-1 citoplasmática superiores a 25 MIF, nos plasmócitos CD138+/CD19+, ao 

diagnóstico, se relacionam com um benefício na sobrevivência global (p=0,018) e 

na sobrevivência livre de progressão (p=0,024) (Figura 46).

FIGURA 46Análise dos níveis de expressão de MRP-1 citoplasmática nos plasmócitos CD138+/CD19+ e do 
seu impacto nas sobrevivências global (A) e livre de progressão (B) nos doentes com MM.

Em A e B, apresenta-se o impacto dos níveis de expressão de MRP-1 citoplasmática (cit) nos plasmócitos 
CD138+/CD19+ nas sobrevivências global e livre de progressão, respetivamente. Os pontos de corte foram 
obtidos através da análise das curvas ROC.

Em suma, os nossos estudos demonstram que, nos doentes com MM, a caspase 

3 influencia a resposta à terapêutica de primeira linha; o FAS, o FAS ligando e o 

TRAIL têm impacto na sobrevivência global; o NF-kB e o VEGF influenciam simul-

taneamente a resposta à terapêutica e a sobrevivência; a MRP-1 citoplasmática 

apresenta impacto nas sobrevivências livre de progressão e global.
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4.1.11.	Associação entre a metilação dos genes p15, p16, p53, DAPK, genes 
dos recetores do TRAIL, -R1, -R2, -R3, -R4, as características clínico-
laboratoriais e o prognóstico em doentes com gamapatias monoclonais

Pesquisámos associações entre o padrão de metilação dos oito genes estudados 

(p15, p16, p53, DAPK, TRAIL-R1, -R2, -R3 e -R4) e as características clínicas e 

laboratoriais presentes ao diagnóstico em doentes com MM, incluindo a idade, o 

sexo, o tipo de paraproteína, o estádio ISS, os valores de hemoglobina, de LDH, de 

b2-microglobulina, de creatinina e de cálcio séricos, a presença de lesões ósseas, 

de doença extramedular, anomalias citogenéticas e a expressão de determinados 

marcadores imunofenotípicos (CD27, CD28, CD56 e CD117). Os doentes com 

MM e metilação do gene DAPK apresentam mais frequentemente anemia ao 

diagnóstico (88% vs 55%; p=0,023). Não foram evidenciadas outras associações 

entre os parâmetros clínicos e laboratoriais mencionados e a metilação anómala 

de nenhum dos genes estudados.

Da mesma forma, não foram encontradas relações entre o estado de metilação 

destes oito genes e a ploidia do DNA, as anomalias citogenéticas estudadas, como 

a del13 /13q, a t(14q32), a t(4;11), a t(11;14), a del(17p), as anomalias do cromos-

soma 1 e a expressão dos marcadores imunofenotípicos CD27, CD28, CD56 e 

CD117, nos doentes com MGUS, MMI, MM e MMRR.

De acordo com os nossos resultados, a metilação dos genes p15, p16, p53, DAPK, 

TRAIL-R1, -R2 e -R4 não influenciou a duração nem a qualidade de resposta à terapêu-

tica, assim como as sobrevivências livre de progressão e global, nos doentes com MM 

(Figura 47). No entanto, observámos uma associação entre a metilação de TRAIL-R3 

e uma maior probabilidade de recidiva após terapêutica de primeira linha (88% dos 

doentes com metilação de TRAIL-R3 recidivaram vs 46% sem metilação; p=0,04), sem 

impacto na sobrevivência global.

FIGURA 47 Curvas de sobrevivência global do subgrupo de doentes com mieloma múltiplo sintomático 
(MM), de acordo com a presença de, pelo menos, um dos genes estudados metilado.

Não foi observado impacto da presença de metilação dos genes estudados na sobrevivência global dos doentes 
com MM. NS - sem significado estatístico.
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4.2.	 Estudos realizados na linha celular de mieloma múltiplo
	 NCI-H929

4.2.1. Caracterização da linha celular NCI-H929

Na presente investigação, foi utilizada a linha celular humana de MM NCI-H929, 

obtida a partir de células isoladas do líquido pleural de uma doente, caucasiana, 

com 62 anos de idade e o diagnóstico de mieloma múltiplo IgAk em recidiva 

(Gazdar et al., 1986).

4.2.2.	 Estudo dos efeitos antiproliferativos e citotóxicos dos fármacos
	 antineoplásicos

As células NCI-H929 foram incubadas com os seguintes fármacos antineoplásicos: 

bortezomib (inibidor do proteasoma), partenolide (inibidor do NF-kB), everolimus 

(inibidor da via mTOR), decitabina (hipometilante), tricostatina A (inibidor das 

histonas desacetilases), ácido gambógico (indutor da apoptose), silibinina (inibidor 

da via STAT3 e da survivina), nas condições descritas na secção Materiais e Métodos. 

Os efeitos citotóxicos destes fármacos foram avaliados de acordo com três tipos 

de parâmetros: variações na viabilidade celular, análise da capacidade de indução 

de morte celular por apoptose/necrose através da marcação dupla com anexina 

V/iodeto de propídeo, por citometria de fluxo e observação das alterações morfo-

lógicas induzidas pelos referidos fármacos por microscopia ótica. Os efeitos anti-

proliferativos foram determinados pela análise do ciclo celular.

4.2.2.1. Avaliação da viabilidade celular pelo método da resazurina – curvas
	 dose-resposta

A proliferação celular foi avaliada através do ensaio metabólico com resazurina, 

como descrito na secção Materiais e Métodos.

Nas figuras seguintes, encontram-se representadas as curvas dose-resposta das 

células H929 incubadas com os diferentes fármacos analisados neste estudo. 

Na figura 48, observa-se o efeito de dois inibidores da via do NF-kB, o bortezomib 

(A) e o partenolide (B), na viabilidade das células H929. A análise das curvas revela 

que ocorreu redução da viabilidade celular de uma forma dependente da dose e do 

tempo de exposição das células a estes agentes. O efeito citotóxico do bortezomib 
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é mais acentuado às 72 horas de exposição ao fármaco, sendo o IC
50

 (capacidade 

do fármaco de reduzir a viabilidade celular para 50%) atingido com a concentração 

de 7,5 nM. O efeito citotóxico é máximo quando as células são incubadas com este 

inibidor do proteasoma na dose de 25 nM, sendo a viabilidade celular de apenas 

28,8% (Figura 48-A). 

O efeito citotóxico do partenolide, nas células H929, foi estudado em concentra-

ções compreendidas entre 5 e 20 μM e constatámos que o seu efeito citotóxico é 

dependente da concentração e do tempo de exposição das células (Figura 48-B). 

Este efeito é mais pronunciado às 72 horas de incubação para todas as concen-

trações avaliadas. O IC
50

 para o partenolide foi atingido com a concentração de 

15 µM, às 72 horas. O efeito citotóxico máximo foi alcançado com a dose máxima 

analisada (20μM) e traduziu-se numa viabilidade celular de 26,5%, às 72 horas 

de incubação. 

FIGURA 48 Curvas dose-resposta de inibidores do NF-kB, bortezomib (A) e partenolide (B), nas células 
NCI-H929.

As células H929 foram incubadas na ausência de fármacos (controlo, Ctr) e com concentrações crescentes 
de bortezomib (BTZ) (A) e de partenolide (PRT) (B) e a sua viabilidade (% de células vivas) foi avaliada em 
intervalos de 24 horas durante 72 horas. Os resultados estão expressos em percentagem de células vivas 
e representam a média ± erro-padrão de 3-6 experiências independentes. Os resultados têm significado 
estatístico (p<0.05) para todas as concentrações analisadas.
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Quando avaliado o efeito do fracionamento da dose de partenolide (administração 

diária de 5μM), observou-se um efeito citotóxico 2,5 vezes superior com a dose 

fracionada (viabilidade celular de 18%) comparativamente à administração em dose 

única de 15 μM (viabilidade celular de 46%) (p=0,007) (Figura 49-A). A associação de 

partenolide com bortezomib resultou num incremento do efeito citotóxico de 14% 

comparativamente à citotoxicidade induzida pelo partenolide em monoterapia (p=NS) 

e de 23% em relação ao bortezomib como fármaco único (p=0,03) (Figura 49-B).

No que respeita ao everolimus, o IC
50

 às 24 horas é alcançado com doses compre-

endidas entre 20 e 25 μM e às 72 horas é de 17,5μM. O efeito citotóxico máximo 

é atingido às 24 horas na dose de 25μM, traduzido por uma redução da viabilidade 

celular para 12,3%, que se mantém sobreponível às 48 e às 72 horas (Figura 50-A). 

Os resultados têm significado estatístico (p<0,05) para todas as concentrações 

analisadas. Selecionámos, de seguida, a dose média de 15μM e comparámos a 

sua administração em dose única e em doses fracionadas de 5μM, num total de 

FIGURA 49Avaliação do fracionamento da dose do partenolide (PRT) (A) e da associação do bortezomib 
(BTZ) com o PRT (B) na viabilidade das células NCI-H929.

Em A, as curvas mostram a comparação entre a administração fracionada de 3 doses de 5µM de PRT, a cada 
24h nas primeiras 72h e a administração em dose única de 15µM (p=0,007). Em B, compara-se a associação 
de PRT+BTZ com cada um dos fármacos em monoterapia. PRT+BTZ vs PRT, p=NS; PRT+BTZ vs BTZ, p=0,03. 
Ctr - controlo.
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três doses, às 0, 24 e 48 horas. A viabilidade das células NCI-H929 foi analisada 

em cada um destes intervalos durante 72 horas. Os resultados desta avaliação 

encontram-se apresentados na figura 50-B e mostram que não existem diferenças 

significativas entre estas duas formas de administração do everolimus.

Prosseguimos o nosso estudo analisando o efeito da combinação dos fármacos 

bortezomib e everolimus nas doses de 1 nM e 5 μM, respetivamente (Figura 50-C). 

Na curva que representa a combinação dos dois fármacos, observamos um efeito 

aditivo, uma vez que a redução da viabilidade celular às 72 horas é mais acentuada 

com a combinação (66% de células viáveis) do que com cada fármaco administrado 

em monoterapia (74% de células viáveis com o bortezomib e 88% com o everolimus 

após 72 horas de incubação). A associação de bortezomib com everolimus resultou 

numa redução da viabilidade celular significativamente superior em relação ao evero-

limus em monoterapia (p=0,006), sem diferença significativa em comparação com 

o bortezomib em monoterapia. Em nenhum dos casos, foi atingido o IC
50

.

FIGURA 50 Efeito do everolimus (Eve) em monoterapia (A e B) e em associação com o bortezomib (BTZ) 
(C) na viabilidade das células NCI-H929.

Os resultados estão expressos em percentagem de células viáveis e representam a média ± erro-padrão de 
3-6 experiências independentes. Em A, apresenta-se o efeito citotóxico do Eve em diferentes doses. Os resul-
tados têm significado estatístico (p<0,05) para todas as concentrações analisadas. Em B, as curvas mostram 
a comparação entre a administração fracionada de 3 doses de 5µM de Eve, a cada 24h nas primeiras 72h 
e a administração em dose única de 15µM (p=NS). Em C, compara-se a associação Eve+BTZ com cada 
um dos fármacos em monoterapia. Eve + BTZ vs Eve (p<0,01). Eve + BTZ vs BTZ (p=NS). Ctr - controlo.
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De seguida, analisámos o efeito citotóxico do hipometilante decitabina em monote-

rapia, em doses compreendidas entre 1 e 50 μM nas células NCI-H929. O tratamento 

destas células com a dose de 1 μM não demonstrou uma redução significativa da 

viabilidade celular comparativamente ao controlo (Figura 51-A) e, mesmo quando 

as células foram tratadas com a dose máxima de 50 μM, o efeito citotóxico da 

decitabina foi inferior ao observado com fármacos previamente descritos, verifi-

cando-se uma redução da viabilidade celular de cerca de 20%, após 72 horas de 

incubação (p=0,007).

Posteriormente avaliámos o efeito citotóxico do fracionamento da dose de decita-

bina (Figura 51-B). Assim, tratámos as células H929 com 1 μM de decitabina em 3 

administrações consecutivas, às 0, 24 e 48 horas e avaliámos a viabilidade celular. 

Os resultados desta análise não revelaram diferenças significativas no efeito cito-

tóxico da decitabina entre a administração fracionada e a administração em dose 

única de 3 μM às 0 horas. Por outro lado, a administração simultânea de decita-

bina e bortezomib não resultou, igualmente, num acréscimo da citotoxicidade. 

FIGURA 51Efeito da decitabina (DAC) em monoterapia (A e B) e em associação com o bortezomib (BTZ) 
(C) na viabilidade das células NCI-H929.

As células H929 foram tratadas com concentrações crescentes de DAC e a sua viabilidade (% de células 
vivas) foi analisada em intervalos de 24 horas, durante 72 horas. Os resultados representam a média ± 
erro-padrão de 3-6 experiências independentes. Em A, apenas foram observadas diferenças significativas 
para doses iguais e superiores a 3µM (p<0,05). Em B e C, p=NS. Ctr - controlo.
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De facto, a exposição simultânea das células H929 à combinação de decitabina 

(1 μM) e bortezomib (1 nM) traduziu-se numa redução da viabilidade para 77% 

após 72 horas, idêntica à do bortezomib em monoterapia e ligeiramente inferior 

à da decitabina em monoterapia (p=NS) (Figura 51-C).

De seguida, as células H929 foram tratadas com tricostatina A, um inibidor 

da desacetilase das histonas, em concentrações que variaram entre 100 e 

1000 nM, não tendo sido atingido o IC
50

 para nenhuma das doses testadas. 

O efeito citotóxico máximo foi de 28% para a dose de 500 nM após 72 horas. 

O fracionamento das doses da tricostatina A (três administrações de 100 nM) 

não mostrou resultados significativamente diferentes em relação à dose única de 

300 nM após 72 horas de incubação (viabilidades de 80 e 72%, respetivamente), 

assim como a administração concomitante de tricostatina A com bortezomib ou 

decitabina (Figura 52).

FIGURA 52 Efeito da tricostatina A (TSA) na viabilidade das células NCI-H929.

Os resultados estão representados através de curvas dose-resposta. As células H929 foram tratadas 
com concentrações crescentes de tricostatina A e a sua viabilidade (% de células vivas) foi analisada em 
intervalos de 24 horas, durante 72 horas. Os resultados têm significado estatístico (p<0.05) para todas 
as concentrações analisadas (A). Em B, avaliação do efeito do fracionamento da dose de TSA (três admi-
nistrações de 100 nM às 0, 24 e 48 horas) e da administração única de 300 nM, às 0h, na viabilidade das 
células H929 (p=NS). Em C, análise das combinações TSA+BTZ e TSA+Decitabina (DAC) na viabilidade 
celular (sem diferenças significativas entre as associações e cada fármaco em monoterapia). Os resultados 
representam a média ± erro-padrão de 3-6 experiências independentes. Ctr - controlo.
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Foi avaliado o potencial terapêutico do inibidor da via STAT3, silibinina, na linha 

celular NCI-H929, em monoterapia, em diferentes concentrações (2,5 a 200 μM), 

em dose única e em doses fracionadas, assim com em associação com o borte-

zomib (Figura 53). O IC
50

 apenas foi alcançado com a dose máxima analisada de 

200 μM, às 48 horas. Para a maioria das doses, a citotoxicidade não aumentou 

após as 48 horas de incubação das células com a silibinina (Figura 53-A). O fracio-

namento das doses deste fármaco (três administrações de 2,5 μM às 0, 24 e 48 

horas) não potenciou o seu efeito terapêutico (Figura 53-C). Tal como descrito em 

relação ao everolimus, apesar da associação de bortezomib com silibinina resultar 

numa redução significativa da viabilidade celular (para 69%) em comparação 

com a silibinina em monoterapia (90%; p=0,009), às 72 horas, não se observou 

um incremento do efeito em relação ao bortezomib em monoterapia (viabilidade 

celular de 74%; p=NS) (Figura 53-E).

Por fim, submetemos as células NCI-H929 ao efeito do indutor da apoptose, o ácido 

gambógico, em concentrações variáveis (50 a 1000 nM), em doses fracionadas de 

50nM (três administrações às 0, 24 e 48 horas de incubação) e em combinação com 

o bortezomib (Figura 53). O IC
50

 foi atingido com a dose de 500 nM às 48 horas. 

O efeito citotóxico do ácido gambógico foi dependente da dose e do tempo (neste 

último caso, para as doses de 150nM ou superiores). O efeito máximo foi alcançado 

com a dose de 1000 nM às 72 horas (viabilidade celular de 10%) (Figura 53-B). 

O fracionamento da dose resultou numa citotoxicidade significativamente infe-

rior (viabilidade celular de 47%) quando comparada com a administração única 

(90%; p=0,002) (Figura 53-D). A associação com bortezomib potenciou de forma 

ligeira o efeito terapêutico deste fármaco em monoterapia, às 72 horas (viabilidade 

celular de 66% vs 74%; p=NS) e de forma significativa o efeito citotóxico do ácido 

gambógico em monoterapia (p=0,01) (Figura 53-E).

FIGURA 53Curvas dose-resposta das células H929 tratadas com silibinina (SLB) e com ácido gambógico 
(GA).

Em A e B, efeitos da SLB e do GA em monoterapia; apenas foram observadas diferenças significativas, 
(p<0,05) para as doses iguais ou superiores a 7,5 µM para a SLB e a 100nM para o GA. Ctr - controlo.

(cont.)
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4.2.2.2. Análise da morte celular induzida pelos fármacos antineoplásicos na
	 linha celular NCI-H929 por citometria de fluxo e por microscopia ótica

Os efeitos citotóxicos dos fármacos antineoplásicos  partenolide, everolimus, deci-

tabina, tricostatina A, silibinina e ácido gambógico, em monoterapia, e da asso-

ciação de cada um destes agentes com o bortezomib, nas células NCI-H929, foram 

avaliados, por citometria de fluxo, recorrendo à marcação das células com anexina 

V e iodeto de propídeo, de acordo com o procedimento descrito na secção Mate-

riais e Métodos (Figura 54). Como ilustrado nesta figura, os compostos estudados 

induzem, predominantemente, morte celular por apoptose e a percentagem de 

células em morte celular é dependente da concentração do fármaco a que foram 

submetidas. O aumento da apoptose associado a doses mais elevadas do fármaco 

foi particularmente evidente com o partenolide, com o everolimus, com a tricos-

FIGURA 53 Curvas dose-resposta das células H929 tratadas com silibinina (SLB) e com ácido gambógico 
(GA).

Em C e D, representado o efeito do fracionamento da dose (às 0h, 24h e 48h) em relação à dose única 
(às 0h), sem diferenças para a SLB e efeito citotóxico mais acentuado da dose única para o GA (p=0,001). 
Em E, analisada a associação de SLB e de GA com bortezomib (BTZ) e comparada com a monoterapia; 
SLB+BTZ vs SLB (p=0,009) e GA+BTZ vs GA (p=0,01). SLB+BTZ vs BTZ e GA+BTZ vs BTZ (p=NS). 
Os resultados representam a média ± erro-padrão de 3-6 experiências independentes. Ctr - controlo.

(conclusão)
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FIGURA 54Efeitos citotóxicos dos fármacos antineoplásicos nas células NCI-H929, em monoterapia e 
em associação com bortezomib (BTZ), com análise da capacidade destes desencadearem 
morte celular por apoptose ou por necrose, através da marcação dupla das células com 
anexina V e iodeto de propídeo.

Em A está representado o partenolide (PRT) e o everolimus (Eve), em B os moduladores epigenéticos 
decitabina (DAC) e tricostatina A (TSA) e em C a silibinina (SLB) e o ácido gambógico (GA). As células 
foram incubadas com os fármacos nas concentrações indicadas na figura, durante 24 horas. Os resultados 
encontram-se expressos em percentagem de células viáveis (V), percentagem de células em apoptose 
inicial (AI), em apoptose tardia/necrose (AT/N), em necrose (N) e representam a média ± erro-padrão de 
3 a 6 ensaios independentes. Os fármacos em monoterapia estão comparados com o controlo (Ctr) e as 
associações, com o bortezomib em monoterapia (*p<0,05; **p<0,01).
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tatina A e com o ácido gambógico (Figura 54-A, B e C). No caso da decitabina, o 

incremento da apoptose associado ao aumento da dose do fármaco foi de apenas 

10% e, em relação à silibinina, não foram observadas diferenças na morte celular 

por apoptose, entre doses tão díspares como 2,5 µM e 150 µM (Figura 54-B e C). 

A associação dos fármacos estudados com o bortezomib resultou num incremento 

significativo da apoptose das células NCI-H929, apenas com o partenolide (Figura 

54-A). Estudámos, igualmente, o efeito citotóxico da associação dos dois agentes 

epigenéticos, decitabina e tricostatina A, nas células H929 e verificámos que esta 

combinação induz acréscimo da apoptose apenas comparativamente à decitabina 

em monoterapia (p<0,05).

FIGURA 55 Exemplos de dot plots representativos do tipo de morte celular induzida por fármacos anti-
neoplásicos na linha celular humana NCI-H929, por citometria de fluxo.

Em A, na ausência do tratamento (controlo), observa-se uma viabilidade celular de 94%. Em B, o efeito do 
ácido gambógico (150nM), onde se evidenciam 28,9% das células em apoptose inicial, 12,5% de células 
em apoptose tardia/necrose. Em C, o impacto do everolimus (5μM), onde se observam 22,6% das células 
em apoptose inicial e 8,83% em apoptose tardia/necrose. Em D, após exposição ao partenolide (5μM), 
onde se destacam 67,1% de células em apoptose inicial e 14,8% em apoptose tardia/necrose. Em todos 
os casos a percentagem de células em necrose foi inferior a 7%.
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4.2.2.3. Deteção do tipo de morte celular induzida pelos fármacos	
	 antineoplásicos por microscopia ótica

Com o objetivo de confirmar os resultados obtidos, os efeitos citotóxicos dos 

fármacos antineoplásicos estudados foram também caracterizados pela análise 

morfológica das células por microscopia ótica, na ausência e na presença dos refe-

ridos agentes. A figura 56 mostra os aspetos morfológicos observados quando as 

células NCI-H929 são tratadas com os fármacos everolimus (17,5μM) (A), silibinina 

(150μM) (B), ácido gambógico (150nM) (C) e partenolide (15μM) (D) e também 

na ausência de tratamento (E), em esfregaços de células corados com solução de 

May-Grünwald-Giemsa. Após a exposição das células H929 ao efeito citotóxico 

dos fármacos mencionados, são aparentes alterações morfológicas características 

de apoptose, como o blebbing (projeções citoplasmáticas), os corpos apoptóticos, 

a condensação da cromatina e a fragmentação nuclear (Figura 56).

FIGURA 56Aspetos morfológicos das células NCI-H929 após incubação com everolimus 17,5µM (A), 
silibinina 150µM (B), ácido gambógico 150nM (C), partenolide 15µM (D) e na ausência de 
tratamento (E).

Os esfregaços de células foram corados com solução de May-Grünwald-Giemsa e observados através de 
microscopia ótica (ampliação de 500x). 

(cont.)
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4.2.2.4. Avaliação da expressão de caspases induzida pelos fármacos	
	 antineoplásicos

Para avaliar se os fármacos antineoplásicos estudados induziam apoptose através 

de mecanismos dependentes das caspases, analisou-se a influência destes agentes 

antineoplásicos na expressão intracelular de caspases ativadas pelas células 

NCI-H929, por citometria de fluxo, recorrendo a sondas fluorescentes, de acordo com 

o descrito na secção Materiais e Métodos. Os resultados da análise da percentagem 

de células com caspases ativadas e os respetivos níveis de expressão avaliados em 

médias de intensidade de fluorescência (MIF) estão representados na figura 57.

A observação desta figura mostra que a incubação das células H929 com evero-

limus na dose de 5 μM desencadeia ativação das caspases em 32% das células e na 

dose de 17,5 μM em 74% destas (p=0,006), o que é significativamente superior à 

percentagem de células com caspases ativadas no controlo (5%) (p<0,01) e quando 

expostas ao bortezomib (19%) (p<0,01 apenas para a dose de 17,5 μM). Este valor 

eleva-se discretamente quando associamos o bortezomib ao everolimus, para 23% 

(p=NS). No caso dos níveis de expressão, observa-se um aumento, embora não 

significativo, com a elevação da dose de everolimus (58 para 83 MIF; p=NS) e sem 

alteração relevante com a associação de bortezomib (58 para 64 MIF). Estes dados 

indicam que o everolimus induz apoptose através de um mecanismo dependente 

das caspases (Figura 57-A e B). 

FIGURA 56 Aspetos morfológicos das células NCI-H929 após incubação com everolimus 17,5µM (A), 
silibinina 150µM (B), ácido gambógico 150nM (C), partenolide 15µM (D) e na ausência de 
tratamento (E).

(conclusão)
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FIGURA 57Análise do efeito dos fármacos antineoplásicos na ativação de caspases intracelulares nas 
células NCI-H929.

A expressão de caspases ativadas foi analisada na ausência (controlo, Ctr) e na presença dos fármacos 
everolimus (Eve), partenolide (PRT), silibinina (SLB), ácido gambógico (GA) (A e B); decitabina (DAC), 
tricostatina A (TSA) (C e D), em monoterapia e em associação com bortezomib (BTZ), nas concentrações 
indicadas nos gráficos, por citometria de fluxo, recorrendo a anticorpos monoclonais conjugados com 
fluorocromos, como descrito na secção Materiais e Métodos. Em A e C, está representada a percentagem 
(%) de células que expressam caspases ativadas intracelulares; em B e D, os respetivos níveis de expressão 
em MIF (intensidade média de fluorescência). Os resultados representam a média de 3 a 6 ensaios inde-
pendentes. Os estudos comparativos foram estabelecidos em relação ao controlo para os fármacos em 
monoterapia e as associações com o bortezomib (*p<0,05; **p<0,01). 
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No caso dos fármacos tricostatina A, silibinina e partenolide, a percentagem de células 

NCI-H929 com caspases ativadas e os respetivos níveis de expressão não aumentaram 

significativamente com a exposição a concentrações superiores dos fármacos nem 

com a associação do bortezomib (Figura 57-A a D). No que respeita aos efeitos do 

ácido gambógico, verificou-se uma elevação significativa da percentagem de células 

que expressam caspases ativadas (29% das células na dose de 50nM; 73% na dose 

de 150nM, p=0,002), assim como dos respetivos níveis de expressão com o aumento 

da dose do fármaco (45 MIF na dose de 50nM; 90 MIF na dose de 150nM, p=0,02) 

(Figura 57-A e B). Relativamente à decitabina, apesar de se manter constante a percen-

tagem de células com as caspases ativadas, observou-se um aumento significativo 

nos seus níveis de expressão na dose de 50μM (84±1,2 MIF) em relação à de 1 μM 

(60±5,5 MIF; p=0,01) (Figura 57-C e D). Na figura 58, apresentam-se exemplos de 

histogramas que traduzem a expressão de caspases ativadas nas células NCI-H929 

não tratadas e após incubação com ácido gambógico, everolimus e partenolide.

4.2.2.5. Análise das alterações no ciclo celular induzidas pelos fármacos	
	 antineoplásicos nas células NCI-H929

A avaliação do efeito antiproliferativo dos agentes antineoplásicos anteriormente 

referidos na progressão das células H929, ao longo do ciclo celular, foi realizada 

por citometria de fluxo, através da análise do conteúdo em DNA, após a marcação 

prévia das células com iodeto de propídeo, de acordo com o procedimento descrito 

na secção de Materiais e Métodos. Os resultados deste estudo encontram-se repre-

sentados graficamente na figura 59, na qual se observam alterações no padrão de 

FIGURA 58 Histograma representativo da expressão de caspases activadas por citometria de fluxo na 
linha celular NCI-H929.

Em verde, encontram-se as células não tratadas (controlo) e em vermelho, as células tratadas com ácido 
gambógico 150 nM (A), everolimus 5 µM (B) e partenolide 5 µM (C).
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FIGURA 59Distribuição das células NCI-H929 pelas diferentes fases do ciclo celular, após exposição a 
fármacos antineoplásicos.

Em A, estão representados o bortezomib (BTZ), o everolimus (Eve) e o partenolide (PRT). Em B, os modu-
ladores epigenéticos decitabina (DAC) e tricostatina A (TSA). Em C, a silibinina (SLB) e o ácido gambó-
gico (GA) nas concentrações referidas nos gráficos. Todos os fármacos estão apresentados em monote-
rapia e em associação com BTZ. Os resultados representam a média de 3 a 6 ensaios independentes. 
Nos fármacos avaliados em monoterapia, os estudos comparativos foram estabelecidos em relação ao 
controlo (Ctr) e nas associações em relação ao BTZ (*p<0,05; **p<0,01).
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distribuição das células H929 pelas diferentes fases do ciclo celular. A análise dos 

gráficos representados na figura 59 permite constatar um aumento da percentagem 

de células em apoptose (detetada pela altura do pico apoptótico) e um bloqueio na 

fase G0/G1, na presença dos fármacos everolimus, partenolide, decitabina (exceto 

na dose de 1µM), tricostatina A e das respetivas associações com o bortezomib. 

Relativamente aos mesmo fármacos, observou-se uma redução da percentagem 

de células em fase S e G2/M (exceto após tratamento com decitabina 1µM, quer 

em monoterapia, quer em associação com bortezomib 1 nM) em comparação com 

o controlo (p<0,01) (Figura 59-A e B). A silibinina apresenta um efeito mínimo a 

nível da distribuição das células ao longo do ciclo celular, nas doses avaliadas e 

também na associação com o bortezomib (Figura 59-C). Após o tratamento com 

ácido gambógico em monoterapia, na dose de 150nM, observou-se um incremento 

significativo da percentagem de células NCI-H929 em apoptose (p=0,016) e uma 

redução em fase S (p=0,004) (Figura 59-C). A figura 60 mostra histogramas repre-

sentativos dos efeitos do everolimus e do partenolide no ciclo celular das células 

NCI-H929, assim como o ciclo celular de células não tratadas.

Estes resultados estão em concordância com os estudos de viabilidade celular 

expressos nas curvas dose-resposta previamente apresentados, uma vez que são 

estes fármacos, nas doses referidas, que se associam a uma citotoxicidade mais 

acentuada, com redução da viabilidade celular e também a uma maior expressão 

de caspases ativadas.

FIGURA 60 Histogramas representativos do ciclo celular de células NCI-H929.

Em A, está representado o ciclo celular das células NCI-H929 não tratadas; em B, após tratamento com 
everolimus 5 µM e, em C, após tratamento com partenolide 5 µM.
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Os avanços recentes no conhecimento da fisiopatologia do MM contribuíram 

de forma decisiva para a melhoria do prognóstico dos doentes; contudo, não 

foram ainda suficientes para que o MM deixasse de ser uma doença incurável. 

A compreensão detalhada dos mecanismos biológicos envolvidos no crescimento 

e na manutenção das células de MM in vivo é fundamental para melhorar ou 

redirecionar estratégias terapêuticas, assim como o conhecimento das interações 

genéticas, epigenéticas e dos mecanismos que ultrapassam a resistência aos agentes 

antineoplásicos. Por este motivo, os reguladores da apoptose, do ciclo celular, da 

inflamação, da angiogénese e os modificadores epigenéticos e da sensibilidade 

das células tumorais à resposta imune atraíram particular atenção, constituindo 

alvos terapêuticos de interesse, atualmente em avaliação.

A maioria dos estudos direcionados para o conhecimento da fisiopatologia das GM, 

em geral, e do MM em particular centrou-se nos plasmócitos totais dos doentes, 

sem a respetiva identificação e caracterização dos subtipos tumoral e não tumoral. 

De facto, foi descrito em trabalhos prévios que os plasmócitos não clonais podem 

representar até 86% da população total de plasmócitos nos doentes com MGUS 

(Olteanu et al., 2008), embora, em média, representem cerca de 30% (Ocque-

teau et al., 1998; Olteanu et al., 2008) e, geralmente, menos de 5% nos doentes 

com MM, o que coloca reservas na comparação direta entre populações totais 

de plasmócitos entre os dois subgrupos de GM. Por outro lado, foi demonstrado 

que os doentes com MGUS, MMI ou MM com uma percentagem de plasmócitos 

considerados fenotipicamente normais superior a 5% apresentam um prognóstico 

favorável (Olteanu et al., 2008; Kumar et al., 2010; Pérez-Persona et al., 2007).  

Deste modo, desconhece-se em detalhe o papel desempenhado pelos plasmócitos 

com fenótipo não tumoral, presentes na medula óssea dos doentes com GM, 

no desenvolvimento e na manutenção da doença. Além disso, as características 

moleculares destas células no que respeita à expressão de proteínas reguladoras 

DISCUSSÃO 5
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da apoptose, do ciclo celular, da inflamação, da angiogénese e da resistência à 

terapêutica, assim como o impacto que a expressão destas moléculas desempenha 

na resposta à terapêutica e na sobrevivência dos doentes não é ainda conhecido. 

Os estudos desenvolvidos neste âmbito, até à data, foram maioritariamente reali-

zados em linhas celulares de MM. Os escassos trabalhos desenvolvidos em culturas 

primárias foram efetuados numa era prévia à introdução dos novos fármacos, 

nomeadamente o bortezomib, aprovado na Europa para o tratamento de doentes 

com MM em primeira linha, elegíveis e não elegíveis para transplante autólogo de 

progenitores hematopoiéticos.

A maioria dos fármacos antineoplásicos, presentemente disponíveis para utili-

zação clínica na área da oncologia, desencadeia a destruição das células tumorais, 

ativando vias bioquímicas endógenas que conduzem à apoptose. Contudo, muitas 

células tumorais desenvolvem alterações na regulação de genes que controlam 

esta forma de morte celular, tornando-as resistentes à indução da apoptose por 

uma variedade de estímulos, que incluem fármacos antineoplásicos e radioterapia. 

Neste sentido, torna-se fundamental para a terapêutica do MM o desenvolvimento 

de novas estratégias dirigidas, capazes de ultrapassar a resistência às terapêuticas 

convencionais e com menor toxicidade.

Deste modo, foi nosso objetivo contribuir para um conhecimento mais aprofun-

dado acerca da relevância da epigenética e das características moleculares dos 

plasmócitos com fenótipos CD138+/CD19+ (considerado normal) e CD138+/CD19- 

(característico de malignidade) (Rawstron et al., 2008; Paiva et al., 2010), presentes 

nos doentes com GM, de modo a identificar potenciais novos biomarcadores de 

diagnóstico e / ou de prognóstico, relevantes não só na etiopatogenia das GM e 

na progressão de MGUS para MM, mas que possam também constituir novos alvos 

terapêuticos. Para cumprirmos o nosso objetivo, avaliámos, em doentes com GM, a 

expressão de moléculas com funções decisivas na regulação da apoptose, no ciclo 

celular e na resistência à terapêutica, assim como o perfil de metilação de alguns 

genes relevantes nos mecanismos mencionados e procurámos, nos doentes com 

MM, associações entre a expressão destas moléculas e os parâmetros clínico-labo-

ratoriais presentes ao diagnóstico, a resposta à terapêutica e a sobrevivência.

Para além do trabalho desenvolvido em amostras de doentes com GM e recorrendo 

a uma linha celular de MM (as células NCI-H929), analisámos o potencial tera-

pêutico de novos fármacos em monoterapia e em associação com o bortezomib, 

nomeadamente o partenolide (inibidor do proteasoma e do NF-kB), o everolimus 

(inibidor m-TOR), a decitabina e a tricostatina A (moduladores epigenéticos), a 

silibinina (antiproliferativo) e o ácido gambógico (indutor da apoptose).
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5.1.	ESTUDOS REALIZADOS EM DOENTES COM GAMAPA-
TIAS MONOCLONAIS

5.1.1.	Caracterização clínica e laboratorial dos doentes com gama-
patias monoclonais

O presente estudo incluíu 142 doentes com GM, estudados ao diagnóstico, cinco com 

MMRR e 11 controlos não neoplásicos. O estudo decorreu ao longo de um período de 

56 meses. Na nossa série, 42% dos doentes com MM são do sexo masculino, o que 

está em desacordo com as séries publicadas pela maioria dos autores que apresentam 

um predomínio do sexo masculino. A distribuição e a mediana etárias estão em concor-

dância com os dados publicados, com a maioria da nossa coorte de doentes com 

MM a apresentar uma idade superior a 65 anos ao diagnóstico (mediana de 70 anos) 

(UK, 2013; Carcer Research UK, 2012). Em todos os subgrupos de doentes com 

GM, a imunoglobulina G foi o subtipo predominante, o que está de acordo com o 

publicado, tal como as incidências relativas dos outros subtipos de imunoglobulinas. 

De igual modo, as características clínicas e laboratoriais presentes nos doentes com MM 

ao diagnóstico seguem o que está descrito na literatura, nomeadamente a incidência 

de anemia, doença óssea, insuficiência renal, hipercalcémia, albuminémia e doença 

extramedular (Kyle & Rajkumar, 2009a; Short et al., 2011; Weinstock & Ghobrial, 2013). 

A distribuição pelos subtipos ISS mostra um aumento de doentes com ISS I (48%), 

comparativamente à maioria das séries descritas (Greipp et al., 2005a). Relativa-

mente às características citogenéticas, a sua incidência na nossa série não apresenta 

diferenças relevantes comparativamente ao que se encontra publicado, nos diversos 

subgrupos de GM (Nahi et al., 2011; Kalff & Spencer, 2012; Stewart et al., 2007; 

Smith et al., 2010; Walker et al., 2010).

5.1.2.	Análise da expressão de moléculas envolvidas na apoptose 
e na regulação do ciclo celular, do NF-kB e dos conjugados 
da ubiquitina em doentes com gamapatias monoclonais

No presente estudo, começámos por avaliar a expressão das moléculas pró-apop-

tóticas citoplasmáticas, BAX, TNF-a, caspase 3, e membranares, FAS, FAS ligando, 

TRAIL, recetor do TNF-a, TRAIL-R1 e TRAIL-R2, assim como das moléculas antia-

poptóticas citoplasmáticas, BCL-2, survivina e membranares, TRAIL-R3, TRAIL-R4, 

em plasmócitos CD138+/CD19+ e CD138+/CD19-, por citometria de fluxo. 
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A maioria das investigações que analisaram a expressão de moléculas envolvidas 

na apoptose foi efetuada recorrendo a técnicas de Western-Blot e, por isso, sem 

a caracterização individual de subtipos fenotípicos de plasmócitos.

No geral, verificámos que os plasmócitos CD138+/CD19+ dos doentes com GM 

apresentam um aumento da expressão de proteínas pró-apoptóticas relativa-

mente aos controlos não neoplásicos, o que fundamenta o conceito de que os 

plasmócitos fenotipicamente normais (CD138+/CD19+) de doentes com GM apre-

sentam características moleculares distintas relativamente aos plasmócitos com 

o mesmo fenótipo dos controlos. Por outro lado, os plasmócitos com fenótipo 

CD138+/CD19- apresentam, no geral, diminuição da percentagem de células que 

expressa as moléculas pró-apoptóticas estudadas, o que pode favorecer a sua 

resistência à apoptose e contribuir para a mielomagénese, bem como influenciar 

a resposta à terapêutica e a recidiva no MM.

Uma família de proteínas com um papel crítico na regulação das principais formas 

de morte celular (a apoptose, a necrose e a autofagia) e cuja expressão se encontra 

frequentemente alterada em múltiplas neoplasias humanas, é a família das proteínas 

BCL-2 (Spets et al., 2002; Adams & Cory, 2007; Kirkin et al., 2004). Estas proteínas 

ligam-se e inativam o domínio BH3 das proteínas pró-apoptóticas. O gene BCL-2 foi 

o primeiro membro desta família de genes a ser identificado, devido ao seu envol-

vimento na translocação t(14;18), frequentemente encontrada em linfomas não 

Hodgkin de células B (Ngan et al., 1988). Subsequentemente, a hiperexpressão de 

BCL-2 foi descrita numa grande variedade de tumores, sem translocações cromos-

sómicas associadas (Reed, 1997; Pezzella et al., 1990). 

Múltiplas investigações conduziram a evidências de que a elevação na expressão da 

proteína BCL-2 causa resistência a agentes antineoplásicos, enquanto uma redução 

na sua expressão sensibiliza as células à apoptose induzida por estes fármacos. 

Os conhecimentos acerca dos mecanismos de ação bioquímicos dos membros da 

família BCL-2 conduziram ao desenvolvimento de estratégias que ultrapassem 

os efeitos citoprotetores da hiperexpressão de BCL-2 nos diferentes subtipos de 

tumores. Diversos estudos pré-clínicos evidenciaram a atividade de agentes que 

têm como alvo membros da família de proteínas antiapoptóticas BCL-2, quer em 

monoterapia, quer em combinação com outros fármacos antitumorais em MM 

(Chauhan et al., 2007; Trudel et al., 2007), em leucemia linfoblástica aguda (Kang 

et al., 2007) e em carcinoma de pequenas células do pulmão (Hann et al., 2008). 

Foram realizados múltiplos ensaios clínicos, alguns ainda em curso, com fármacos 

investigacionais anti-BCL-2, como o oblimersen em linfoma não Hodgkin 

(Pro et al., 2008), em leucemia linfocítica crónica (O’Brien et al., 2009) e em carci-

noma da próstata (Sternberg et al., 2009); o AT-101 (glossypol) em carcinoma de 

pequenas células do pulmão (Baggstrom et al., 2011) e em leucemia linfocítica crónica 
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(U.S. National Institutes of Health, 2013); o ABT-263 (navotoclax) em leucemia 

linfocítica crónica (J.F. et al., 2011), em leucemia linfoblástica aguda (High et al., 

2010), em carcinoma de pequenas células do pulmão (Rudin et al., 2012) e em 

carcinoma da próstata (U.S. National Institutes of Health, 2013) ou o GX15-070 em 

neoplasias linfoides e em carcinoma de pequenas células do pulmão (U.S. National 

Institutes of Health, 2013; Kang & Reynolds, 2009; Adams & Cory, 2007).

No nosso trabalho, observámos níveis de expressão de BCL-2 superiores nos 

plasmócitos CD138+/CD19+ de doentes com MM comparativamente aos 

doentes com MGUS (47,4 ± 4 MIF vs 37,3 ± 2,9 MIF; p<0,05), o que revela 

diferenças na expressão desta proteína, entre plasmócitos fenotipicamente 

idênticos de doentes com MM e com MGUS. Puthier e colaboradores (Puthier 

et al., 1999) publicaram um estudo, no qual avaliaram a expressão de genes 

que codificam proteínas da família BCL-2, em doentes com MGUS e com MM 

não tratado e os resultados deste trabalho apoiam o conceito de que existe 

heterogeneidade na expressão diferencial de proteínas da família BCL-2, 

nos doentes com GM. Com efeito, demonstraram que a expressão de BCL-2 é 

idêntica entre estes dois subgrupos de GM, ou ligeiramente diminuída no MM 

(Puthier et al., 1999). No que respeita à expressão de BCL-2, os nossos resultados 

estão de acordo com os destes autores para os plasmócitos CD138+/CD19-, 

mas são discordantes para os plasmócitos CD138+/CD19+. No mesmo trabalho, 

Puthier e colaboradores recomendam prudência na avaliação dos seus resultados e 

realçam que todos os estudos foram efetuados na população total de plasmócitos, 

sem individualizar subtipos fenotípicos. No nosso trabalho, como previamente 

mencionado, todas as análises foram realizadas após identificação dos respetivos 

subgrupos fenotípicos, o que alicerça de forma mais robusta os nossos resultados. 

Da mesma forma que no nosso estudo, também no trabalho de Miguel-García 

e colaboradores (1998) não foram encontradas associações entre a expressão de 

BCL-2 e os parâmetros clínico-biológicos, a resposta à terapêutica ou a sobrevivência 

global, nos doentes com MM. Ainda neste estudo, a percentagem de plasmócitos 

BCL-2 positivos e a intensidade de expressão desta proteína foi significativamente 

superior nos doentes com MGUS e com MM relativamente aos indivíduos com 

plasmocitose reativa. Os mesmos autores observaram níveis de expressão de BCL-2 

superiores nos doentes com MM em estádio avançado relativamente aos doentes 

com MGUS (Miguel-García et al., 1998). Tal como mencionado em relação a 

trabalhos prévios, também neste a avaliação da expressão de BCL-2 foi realizada 

na população total de plasmócitos, assumida como homogénea nos doentes com 

GM, o que poderá induzir alterações nos resultados, uma vez que existem nestes 

doentes plasmócitos com fenótipos distintos. Com efeito, de acordo com a nossa 

investigação, os doentes com GM em geral evidenciam diferenças na expressão 
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de BCL-2 entre os plasmócitos com fenótipos CD138+/CD19+ e CD138+/CD19-, 

com níveis de expressão desta proteína significativamente superiores nos primeiros 

(p=0,0001) e igualmente superiores nestes plasmócitos dos doentes com GM compa-

rativamente aos controlos (p=0,0001). Estes resultados sugerem que a proteína 

BCL-2 poderá ser relevante na patogénese das GM, prolongando a sobrevivência 

dos plasmócitos, prevenindo a apoptose e aumentando a probabilidade de aqui-

sição de defeitos genéticos adicionais (Chen & Ray, 2003).

O papel da proteína BCL-2 na evolução clínica dos doentes com neoplasias não está 

ainda totalmente esclarecido e parece ser específico do subtipo tumoral (Renner 

et al., 2000). Tem sido  sugerido que a expressão de BCL-2 poderia contribuir para 

a resistência à terapêutica observada no MM (van de Donk et al., 2005; Bloem & 

Lockhorst, 1999; Kim et al., 2004). No entanto, os escassos estudos disponíveis 

acerca da expressão de BCL-2 no MM não demonstraram um papel relevante para 

esta proteína como fator determinante da resposta à terapêutica ou da sobrevi-

vência. A ausência de impacto da expressão de BCL-2 na sobrevivência observada 

no nosso trabalho está de acordo com os resultados de trabalhos prévios (Ong F., 

1995; Miguel-García et al., 1998).

Apesar destes resultados, outros membros da família de proteínas BCL-2 poderão 

modular de forma significativa a morte celular e contribuir de modo determinante 

para o prognóstico. 

De facto, nos doentes com MM, observámos uma percentagem significativamente 

superior de plasmócitos CD138+/CD19+ com expressão de BAX (66,2 ± 4%) 

comparativamente aos doentes com MGUS (37,4 ± 4,1%) e aos controlos não 

neoplásicos (39,8 ± 2,5%) (p=0,0001), mas com níveis de expressão inferiores 

aos dos doentes com MGUS (p<0,05). No caso dos plasmócitos CD138+/CD19-, 

a percentagem de células que expressava BAX e os respetivos níveis de expressão 

foram superiores nos doentes com MM versus MGUS (p<0,01), em concordância 

com os resultados de outros autores que descreveram um aumento da expressão 

génica da proteína BAX, durante a progressão de MGUS para MM (Puthier et al., 

1999). Renner e colaboradores (2000) avaliaram, por imunohistoquímica, a expressão 

de BAX em indivíduos com plasmocitose reativa e em doentes com MGUS/MMI e 

MM. Um aumento da expressão de BCL-2 e de BAX foi detetado nos doentes com 

MM relativamente aos indivíduos com plasmocitose reativa. Foi, ainda, pesquisada 

neste estudo uma associação entre a expressão de BAX ao diagnóstico de MM e o 

prognóstico, numa era em que os doentes eram tratados com os protocolos VAD 

(vincristina, adriamicina, dexametasona) ou MP (melfalano, prednisolona), não tendo 

sido documentada qualquer associação entre a expressão de BAX e de BCL-2 e a 

resposta à terapêutica, a duração da resposta ou, no caso da proteína BCL-2, a 

sobrevivência. Contudo, os doentes com MM com uma expressão muito reduzida 
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de BAX nos plasmócitos apresentaram vantagem na sobrevivência; de realçar que 

os plasmócitos foram avaliados neste estudo como uma população única (Renner 

et al., 2000). Os resultados das investigações de Renner e colaboradores encon-

tram-se, tal como os de outros autores já mencionados, em concordância com os 

nossos, no que respeita à ausência de associação destas proteínas com a resposta à 

terapêutica; no nosso estudo, a ausência de impacto na sobrevivência foi também 

observada para a proteína BAX. Este facto pode estar relacionado com a dimensão 

limitada da nossa amostra ou com o facto de cada uma destas proteínas, isolada-

mente, poder não apresentar um papel determinante na resposta à terapêutica, 

na progressão das GM e na sobrevivência no MM.

A survivina é outra proteína relevante na apoptose, constitui um membro das 

proteínas inibidoras da apoptose (IAP) e desempenha ainda um papel central 

também na divisão celular. Esta proteína encontra-se altamente expressa na maioria 

das neoplasias humanas e está envolvida na resistência das células tumorais à 

terapêutica antineoplásica e à radiação ionizante (Pennati et al., 2007; Li, 2005). 

Ramognoli e colaboradores descreveram elevados níveis de expressão de survi-

vina nos plasmócitos de linhas celulares de MM, comparativamente a células não 

tumorais (Romagnoli et al., 2007). De acordo com estes autores, as células de 

MM apresentam geralmente uma reduzida taxa de proliferação in vivo e elevados 

níveis de survivina, o que sugere uma possível regulação da expressão do gene da 

survivina nestas células. (Romagnoli et al., 2007).

No nosso estudo, os níveis de expressão de survivina observados nos plasmócitos 

CD138+/CD19+ foram significativamente superiores nos doentes com MGUS, 

MMI e MM relativamente aos controlos não neoplásicos, assim como nos doentes 

com MGUS em relação aos doentes com MM (40,8±2,9 MIF vs 29,1±1,9 MIF; 

p<0,01). De facto, em análise multivariada por regressão logística, a expressão de 

survivina nestes plasmócitos apresentou potencial discriminatório entre MGUS e 

MM (OR:1,09; IC95%: 1,04-1,14; p<0,0001). Nos plasmócitos CD138+/CD19- 

dos doentes com MGUS e com MM, encontrámos também níveis de expressão de 

survivina superiores em relação aos controlos (p=0,001), em concordância com os 

resultados do trabalho de Romagnoli e colaboradores (2007), no que respeita à 

expressão mais elevada de survivina em linhas celulares de MM comparativamente 

a células não tumorais. Não foram observadas diferenças na expressão de survivina 

entre plasmócitos com diferentes fenótipos nos doentes com GM. A alteração na 

expressão de survivina também observada nos doentes com MGUS relativamente 

aos controlos sugere que a possível regulação da expressão do gene da survivina 

possa ocorrer precocemente na mielomagénese. (Wang et al., 2010)

A caspase 3 constitui um membro da família das proteases da cisteína e desem-

penha um papel crucial nos mecanismos da apoptose, uma vez que conduz à 
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clivagem de múltiplas proteínas celulares e à apoptose. Diversos sinais indutores de 

morte, incluindo fármacos citotóxicos podem ativar a caspase 3. A sua expressão 

nos plasmócitos de doentes com MM encontra-se muito escassamente estudada. 

Na nossa amostra de doentes, observámos níveis de expressão de caspase 3 superiores 

nos plasmócitos CD138+/CD19+ de doentes com MM, MMI, MGUS relativamente aos 

controlos e de doentes com MM em relação a doentes com MGUS (45,3 ± 3,1 MIF 

vs 31,7 ± 2 MIF; p<0,01). Este resultado reforça o conceito de que existem alterações 

moleculares significativas nos plasmócitos com fenótipo não clonal dos doentes com 

GM relativamente aos plasmócitos dos controlos. Por outro lado, as diferenças neste 

subtipo de plasmócitos entre doentes com MGUS e com MM sugere que, durante 

o processo de mielomagénese, ocorrem alterações moleculares também a nível das 

células não tumorais. Pelo contrário, não foram encontradas diferenças na expressão 

desta proteína nos plasmócitos CD138+/CD19- entre os doentes com os diferentes 

subgrupos de GM. Estes dados indicam que a expressão de caspase 3 neste subtipo 

de plasmócitos não parece ser determinante na progressão de MGUS para MM. 

No entanto, nos doentes com MM, estes plasmócitos apresentam níveis de expressão 

inferiores comparativamente aos dos plasmócitos CD138+/CD19+ (p<0,05), o que 

poderá contribuir para a resistência à apoptose dos plasmócitos tumorais e influen-

ciar a resposta à terapêutica e o prognóstico. Constatámos também que os níveis de 

expressão de caspase 3 no subtipo fenotípico CD138+/CD19+ são significativamente 

inferiores nos doentes com MM com ISS de I relativamente a doentes com estádios mais 

avançados (ISS II ou III) (p<0,05). Este dado sugere a existência de alterações molecu-

lares importantes também nos plasmócitos não tumorais (neste caso, a expressão de 

caspase 3), entre formas de apresentação de MM com graus de agressividade diferentes. 

Os estudos realizados em linhas celulares de carcinoma hepatocelular relativamente à 

expressão de caspase 3 conduziram a resultados contraditórios. Assim, Persad e cola-

boradores (2004) descreveram níveis de expressão de caspase 3 mais elevados em 

quatro linhas celulares de carcinoma hepatocelular (Persad et al., 2004), enquanto Fugi-

kawa e colaboradores (2000) observaram uma expressão reduzida de caspase 3 nesta 

neoplasia, comparativamente à expressão em células de tecido hepático não tumoral 

(Fujikawa et al., 2000), tal como observado no nosso estudo nos plasmócitos tumorais 

relativamente aos não tumorais. Estas discrepâncias na expressão de caspase 3 foram 

descritas em diversas neoplasias, nomeadamente a sua hiperexpressão no neuro-

blastoma (Nakagawara et al., 1997) e no linfoma de Hodgkin clássico (Chhanabhai 

et al., 1997; Izban et al., 1999) e níveis reduzidos de expressão desta proteína no 

carcinoma da próstata (Winter et al., 2001), no carcinoma de células renais (Kolenko 

et al., 1999) e em doentes com neoplasia da mama (Devarajan et al., 2002). 

Neste último caso, a perda de expressão de caspase 3 foi demonstrada, não apenas 

no tecido tumoral, mas também em amostras de tecido normal peri-tumoral de 

doentes com neoplasia da mama, tendo sido sugerido pelos autores que a perda 
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de expressão de caspase 3 poderia representar um importante mecanismo de 

sobrevivência celular e de quimiorresistência. 

Contudo, de acordo com os nossos resultados, em estudos de análise multiva-

riada (regressão logística), identificámos a expressão de caspase 3 em plasmócitos 

CD138+/CD19- de doentes com MM como um potencial biomarcador de recidiva. 

De facto, observámos uma associação entre os níveis de expressão de caspase 3 

superiores a 38 MIF nestes doentes e uma maior probabilidade de recidiva do MM 

(p=0,01). Outros autores encontraram associações entre a expressão de caspase 3 

e o prognóstico, como foi o caso de Koomagi e colaboradores (2000) relativa-

mente ao carcinoma não de pequenas células do pulmão. Neste estudo, os autores 

descrevem um prognóstico mais favorável para os doentes com amostras tumorais 

positivas para a expressão de caspase 3 (Koomagi & Volm, 2000). Resultados contra-

ditórios foram observados por Takata e colaboradores (2001) no mesmo subtipo 

tumoral, uma vez que estes autores confirmaram, por análise multivariada, que 

a hiperexpressão de caspase 3 constituía um fator preditor de prognóstico desfa-

vorável em doentes com carcinoma não de pequenas células do pulmão (Takata 

et al., 2001), em concordância com os nossos resultados. De igual modo, 

Nakopoulou e colaboradores (2001) demonstraram também que a hiperexpressão 

de caspase 3 em células de carcinoma da mama exercia um efeito adverso inde-

pendente na sobrevivência global das doentes com esta neoplasia (Nakopoulou 

et al., 2001). Estes dados sugerem que, pelo menos em alguns subtipos celulares 

tumorais, a caspase 3 e, eventualmente, outros mecanismos relacionados com a 

apoptose possam desempenhar um papel importante na resistência à terapêutica, 

e no prognóstico dos doentes.

Além das proteínas citoplasmáticas mencionadas, também as proteínas da família 

do TNF-a regulam a apoptose mediada por recetores de morte membranares (FAS, 

recetor 1 do TNF e recetores do TRAIL). Foi descrito por Filella et al., (1996) que as 

células do estroma da medula óssea e os plasmócitos de doentes com MM expressam 

o RNAm e a proteína TNF-a e que a secreção de TNF-a está significativamente 

aumentada nos doentes com doença óssea (Davies et al., 2000). Este ligando pode 

induzir morte celular por apoptose através do domínio de morte associado ao FAS/

caspase 8 (Bang et al., 2000; Qin et al., 2001), assim como a sobrevivência através 

da ativação da via do NF-kB e aumento da expressão de proteínas antiapoptóticas, 

como a BCL-XL, a XIAP ou as IAP (Badrichani et al., 1999). De facto, combinando a 

inibição do TNF-a com o bloqueio do NF-kB, usando inibidores da IKK, aumenta-se 

a citotoxicidade (Baud & Karin, 2009a; Hideshima et al., 2002b). 

Os plasmócitos CD138+/CD19+ dos doentes com MGUS e com MM apresentam 

níveis de expressão de TNF-a significativamente inferiores em comparação com 

os controlos não neoplásicos (p=0,0001). Também em relação ao recetor do 
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TNF-a, os níveis de expressão nestes plasmócitos são superiores nos controlos em 

relação aos doentes com MGUS, com MM (p<0,001) e com MMI (p<0,05). No 

que respeita aos níveis de expressão de TNF-a nos plasmócitos CD138+/CD19-, 

estes são significativamente superiores nos doentes com MGUS em relação aos 

doentes com MM (p<0,01), sem diferenças observadas nos recetores do TNF-a. 

Estes resultados sugerem, tal como mencionado em relação a outras proteínas com 

funções importantes na apoptose, o envolvimento da regulação do gene do TNF-a 

na progressão de MGUS para MM e na mielomagénese em geral.

Outra proteína estudada neste trabalho que está envolvida na apoptose das células 

tumorais é o TRAIL (ligando indutor de apoptose relacionado com o TNF), um membro 

da superfamília de ligandos indutores de morte celular, que também inclui o TNF-a 

e o FAS ligando (Walczak et al., 1999). O TRAIL induz apoptose nas células tumo-

rais, interagindo com um sistema complexo de recetores da superfície celular, que 

incluem os recetores transdutores de sinais de morte, R1 (também designado DR4) 

e R2 (também denominado DR5). Estes dois recetores transmitem um sinal pró-

apoptótico através do seu domínio de morte intracelular, iniciando uma cascata de 

ativação proteolítica de caspases e apoptose celular (Schulze-Osthoff et al., 1998). 

Em oposição aos recetores de morte, R1 e R2, dois outros recetores do TRAIL locali-

zados na superfície celular, R3 (ou DcR1) e R4 (ou DcR2) não possuem o domínio de 

morte funcional, pelo que não podem ser transdutores de sinais pró-apoptóticos e 

são considerados “decoy receptors”, que competem com DR4 e DR5 para a ligação 

do TRAIL na superfície celular, bloqueando fisiologicamente a apoptose (Griffith 

et al., 1999). Este complexo sistema de recetores do TRAIL e, em particular, a 

expressão dos recetores decoy nas células normais foi inicialmente postulado como 

sendo a base para a especificidade da ação pró-apoptótica do TRAIL contra as células 

tumorais (Griffith et al., 1998). Foi inicialmente demonstrado que o TRAIL induz 

apoptose in vitro e in vivo, em modelos animais (Walczak et al., 1999; Griffith et al., 

1998). Em contraste com este facto, não induz morte na maioria das células humanas 

normais in vitro (Tartaglia & Goeddel, 1992), como referido. O RNA mensageiro para 

recetores do TRAIL é expresso numa grande variedade de tecidos normais (Griffith 

& Lynch, 1998; Holoch & Griffith, 2009), o que conduziu a investigações usando o 

TRAIL como terapêutica antineoplásica no MM ( Mitsiades et al., 2001, Ashkenazi 

et al., 2008; Dimberg et al., 2012; Holoch & Griffith, 2009).

Mitsiades e colaboradores (2001) demonstraram que o TRAIL induz apoptose 

seletivamente nas células humanas de MM, incluindo linhas celulares resistentes e 

sensíveis a diversos fármacos, como a dexametasona e a doxorrubicina, bem como 

em células de doentes com MM. Os mesmos autores demonstraram, ainda, que o 

TRAIL apresentava atividade anti-MM in vivo em ratinhos xenotransplantados com 

plasmocitomas humanos (Mitsiades et al., 2001).
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Mais recentemente, o sistema TRAIL/recetores do TRAIL foi considerado como um 

marcador de ativação de doença em diversas neoplasias. Com efeito, elevados 

níveis de expressão de R4/DcR2 em doentes com neoplasia da próstata foram forte-

mente associados a PSA elevado, recidiva da doença e sobrevivência desfavorável 

(Koksal et al., 2008). Da mesma forma, no adenocarcinoma ductal do pâncreas, 

foram demonstrados níveis de expressão superiores de R4/DcR2 e de R1/DR4 nas 

células tumorais comparativamente às células ductais pancreáticas de controlos 

não neoplásicos (Sanlioglu et al., 2009). Em doentes com carcinoma ductal inva-

sivo, foram igualmente encontrados níveis elevados de expressão de R1/DR4, 

que foram associados a tumor avançado e a prognóstico desfavorável (Sanlioglu 

et al., 2007).

Não existem dados publicados relativamente ao perfil de expressão do TRAIL e dos 

seus recetores no desenvolvimento e na evolução das GM.

Na nossa amostra de doentes com GM em geral, verificámos que os níveis de 

expressão de R1/DR4 e de R2/DR5 foram significativamente mais elevados nos plas-

mócitos com fenótipos CD138+/CD19+ e CD138+/CD19- dos doentes relativa-

mente aos plasmócitos dos controlos, em concordância com os estudos relativos 

ao TRAIL-R1 de Sanglioli e colaboradores (2009), em células tumorais de adeno-

carcinoma do pâncreas e células de controlos não neoplásicos. Entre os doentes 

com GM, os níveis de expressão de TRAIL e do seu recetor R2 nos plasmócitos 

CD138+/CD19- foram significativamente inferiores nos doentes com MM em relação 

aos doentes com MGUS. Pelo contrário, nos plasmócitos CD138+/CD19+, os níveis 

de expressão de R2 foram superiores nos doentes com MGUS (61,6 ± 1,9 MIF) rela-

tivamente aos doentes com MMI (41,8 ± 4,8 MIF) e MM (43,7 ± 2,2 MIF) (p<0,01). 

De facto, em análise multivariada, a expressão de TRAIL-R2 foi considerada com 

potencial discriminatório entre MGUS e MM, quer em plasmócitos tumorais (ponto 

de corte 34,5 MIF) quer não tumorais (ponto de corte 56,5 MIF) (tabelas 18 A e B).

Para além das diferenças observadas e descritas nos plasmócitos com fenótipos 

idênticos entre os doentes com GM e os controlos não neoplásicos, também 

foram encontradas diferenças relevantes entre os plasmócitos com os diferentes 

fenótipos. De facto, a percentagem de plasmócitos CD138+/CD19+ que expressa 

TRAIL é significativamente superior em relação à percentagem de plasmócitos 

CD138+/CD19-, para os doentes com MM, MGUS (p<0,01) e MMI (p<0,05), o 

mesmo ocorrendo em relação aos níveis de expressão de TRAIL e de TRAIL-R2, 

apenas nos doentes com MM (p<0,01).

Na nossa coorte de doentes com MM, constatámos também que a presença 

de uma percentagem de plasmócitos CD138+/CD19- com expressão de TRAIL 

inferior a 40% constitui um fator de prognóstico desfavorável, associado a uma  
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sobrevivência global inferior (p=0,03), o que apoia estudos prévios que encon-

traram níveis reduzidos de RNAm do TRAIL em doentes com carcinoma mamário e 

metástases cerebrais, com prognóstico desfavorável (Bos et al., 2009). Foi também 

observado um silenciamento da expressão do gene do TRAIL em doentes com 

neoplasias da próstata (Modur et al., 2002) e do cólon (Koornstra et al., 2003). 

De facto, como o TRAIL está associado à apoptose induzida por TNF, foi proposto 

que a diminuição da apoptose mediada pelo TRAIL possa conferir uma vantagem 

para o escape imune de clones malignos da vigilância pelas células NK e pelos 

linfócitos T citotóxicos (Takeda et al., 2002; Prideaux et al., 2014).

As diferenças observadas no nosso estudo apoiam e confirmam a hipótese de que 

os plasmócitos presentes nos doentes com MM, MMI ou MGUS não constituem 

uma população homogénea no que respeita à expressão de múltiplas moléculas, 

nomeadamente de proteínas envolvidas no processo de apoptose, sendo possível 

identificar diferenças significativas também na expressão do TRAIL e dos seus 

recetores de morte, R1 e R2, como descrito. Com efeito, constatámos no nosso 

estudo, em análise multivariada por regressão logística, que os níveis de expressão 

de TRAIL-R2 nos plasmócitos CD138+/CD19+ constituem um marcador de doença, 

uma vez que estes são significativamente superiores nos doentes com MGUS em 

relação aos controlos (p=0,04). De facto, níveis de expressão superiores a 29,5 MIF 

associam-se ao diagnóstico de MGUS (sensibilidade de 91%; especificidade de 

100%; VPP=100%; VPN=65%). Em concordância com os nossos resultados, Bavi 

e colaboradores (2010) encontraram também níveis de expressão de TRAIL-R2 

superiores nas células de carcinoma colorectal comparativamente a células normais 

da mucosa cólica (Bavi et al., 2010). 

Por outro lado, em relação aos recetores R3 e R4 do TRAIL, estes são expressos 

numa percentagem superior de plasmócitos CD138+/CD19+ e também com níveis 

de expressão superiores relativamente aos plasmócitos CD138+/CD19-, nos doentes 

com MM (p<0,01). Estes dados apoiam o que está publicado relativamente à 

elevada expressão destes recetores nas células não tumorais, o que fundamentou 

o conceito de que estes recetores protegem as células dos efeitos apoptóticos do 

TRAIL (Sheridan et al., 1997; Pan et al., 1997a; MacFarlane, 2003). No que respeita 

aos mesmos recetores, não foram observadas diferenças de expressão entre os dois 

subtipos fenotípicos para os doentes com MMI e MMRR, provavelmente devido 

ao reduzido número de doentes em cada um destes subgrupos. Por outro lado, 

a reforçar a importância dos recetores do TRAIL verificámos que a razão entre os 

recetores pró e antiapoptóticos (R1+R2/R3+R4) nos plasmócitos CD138+/CD19+ 

apresenta potencial discriminatório entre doentes com MGUS e MM. De facto, os 

doentes com MGUS apresentam aumento desta razão (superior a 1,22) relativa-

mente aos doentes com MM (OR: 37,2; IC95%: 5,2–266,4; p<0,0001).
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Tal como mencionado em relação a outras proteínas, também para o TRAIL e 

seus recetores, os autores que analisaram estas proteínas, fizeram-no sem indi-

vidualizar subtipos de plasmócitos, com as limitações inerentes, uma vez que se 

assumiu que a população seria homogénea, o que não corresponde à realidade. 

Todos estes trabalhos apoiam o conceito de que o TRAIL e os seus recetores 

desempenham um papel relevante na carcinogénese, em neoplasias distintas, o 

que fundamenta a sua utilização como alvo terapêutico, já avaliado em alguns 

estudos. Com efeito, até ao presente, numerosas investigações se centraram no 

conhecimento dos mecanismos de apoptose induzidos pelo TRAIL e nos processos 

envolvidos no desenvolvimento de resistência a esta molécula, tendo-se concluído 

que os tumores resistentes podem ser ressensibilizados através de uma combinação 

de TRAIL com quimioterapia ou radioterapia (Mahalingam et al., 2009), ou ainda 

com androgénios, como no caso das neoplasias da próstata (Wang et al., 2013) 

ou com inibidores das histonas desacetilases, no carcinoma da mama (Srivastava 

et al., 2010). Os estudos realizados neste âmbito revelaram que, em muitas células 

tumorais, apenas um dos dois recetores de morte do TRAIL se encontra funcional. 

Estas descobertas, assim como o objetivo de evitar a neutralização dos recetores 

decoy, conduziram ao desenvolvimento de variantes solúveis humanas do TRAIL 

e de anticorpos monoclonais agonistas, com especificidade para os recetores R1 

e R2. Estas moléculas são, previsivelmente, mais potentes que o TRAIL nativo 

in vivo e poderão vir a constituir terapêuticas dirigidas em determinados tumores 

(Mahalingam et al., 2009; Hellwig & Rehm, 2012; Mérino et al., 2007). Contudo, 

foi descrito que, apesar de diversas neoplasias apresentarem elevados níveis de 

expressão de TRAIL-R1 e de TRAIL-R2, outras apresentam níveis reduzidos destes 

recetores, o que poderá limitar e efeito terapêutico do TRAIL (Daniels et al., 2005). 

A apoiar estes dados, encontra-se o facto de células tumorais de melanomas, MM, 

carcinomas da mama, próstata, bexiga, cólon, entre outros, serem previsivelmente 

sensíveis ao TRAIL, com base nos resultados de eficácia de estudos pré-clínicos. 

Contudo, os casos de resistência ao TRAIL são frequentemente observados e 

poderão estar relacionados com a hiperexpressão de proteínas antiapoptóticas ou 

com a reduzida expressão de recetores do TRAIL (Hellwig & Rehm, 2012). Está a 

decorrer um ensaio clínico de fase 2 que utiliza um anticorpo monoclonal agonista 

do TRAIL-R1 (mapatumomab) em associação com bortezomib em doentes com MM 

em recidiva ou refratário (referência NCT00315757 em ClinicalTrials.gov).

As terapêuticas antineoplásicas baseadas nos agonistas dos recetores pró-apop-

tóticos têm-se revelado dececionantes, incluindo o TRAIL e anticorpos dirigidos 

aos recetores TRAIL-R1 e -R2, apesar da evidência de atividade clínica e reduzida 

toxicidade associada a estes compostos, em monoterapia ou em associação com 

terapêuticas convencionais (Micheau et al., 2013).
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Em suma, os resultados dos nossos estudos sugerem que o TRAIL e os seus recetores 

poderão ter um papel no desenvolvimento e na progressão das GM. Por outro lado, 

a associação entre a diminuição da percentagem de plasmócitos CD138+/CD19- 

que expressa TRAIL (inferior a 40%) e a redução da sobrevivência demonstrada na 

nossa população de doentes com MM, sugere que esta proteína poderá ser um 

potencial marcador de prognóstico.

A expressão do antigénio FAS nas células tumorais poderá constituir parte de um 

mecanismo efetor que tem como finalidade a destruição celular pelas células T 

imunocompetentes, que representam a principal fonte do FAS ligando e, adicional-

mente, desempenha um papel na execução da morte celular induzida por agentes 

citotóxicos  (Waring & Müllbacher, 1999a; Friesen et al., 1996). A expressão de 

FAS e de FAS ligando nas células de MM é importante uma vez que os seus níveis 

de expressão, a atividade funcional do recetor FAS e a sinalização intracelular após 

a ligação do ligando, parecem ser fundamentais para definir a sensibilidade das 

células de MM ao sistema imune e/ou aos agentes citotóxicos (Egle et al., 1997). 

A interação entre o recetor de morte da superfície celular FAS e o seu ligando 

(FAS ligando) resulta na morte celular por apoptose, mediada pela ativação das 

caspases. A morte celular mediada pela interação FAS/FAS ligando é importante 

para a homeostasia das células no sistema imune e para a manutenção de locais 

imuno-privilegiados no organismo. A destruição através da via FAS/FAS ligando 

também constitui uma importante via de destruição para os linfócitos T citotóxicos, 

como referido. Foi descrito que o aumento da expressão do recetor FAS após lesão 

do DNA parece ser dependente da proteína P53 (Waring & Müllbacher, 1999b).

Na presente investigação, foi demonstrado que os níveis de expressão de FAS 

ligando nos plasmócitos CD138+/CD19+ em valor superior ou igual a 25 MIF nos 

doentes com MM se associam a um benefício na sobrevivência global (p=0,02), 

em paralelo com a constatação de que níveis de expressão da mesma molécula 

inferiores a 20 MIF nos plasmócitos CD138+/CD19- e uma percentagem dimi-

nuída destes a expressar  FAS (inferior a 17%) nos doentes com MM, se associam 

a uma sobrevivência global desfavorável (p=0,032 e p=0,011, respetivamente). 

Ito e colaboradores (2000) avaliaram a expressão de FAS e de FAS ligando em células 

de carcinoma hepatocelular e observaram uma expressão de FAS significativamente 

diminuída nos subtipos histológicos mais agressivos, associada a uma menor sobre-

vivência livre de progressão e sugerindo um valor prognóstico para a expressão de 

FAS e de FAS ligando nos doentes com carcinoma hepatocelular (Ito et al., 2000). 

De igual modo, verificámos que os doentes com MM com ISS I ao diagnóstico apre-

sentam uma percentagem significativamente mais elevada de plasmócitos com o 

fenótipo patológico a expressarem FAS, relativamente aos doentes com ISS III, o 

que indica que a expressão de FAS poderá estar relacionada com a agressividade 
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da forma de apresentação do MM e está concordante com os nossos resultados 

acerca da expressão de FAS na sobrevivência.

Foi demonstrado por Terry Landowski e colaboradores que muitas células neoplá-

sicas, incluindo as derivadas de doentes com MM, expressam o recetor FAS na sua 

superfície, o que as torna suscetíveis de destruição pelas células efetoras do sistema 

imune que expressam o FAS ligando (Landowski et al., 1997; Catlett-Falcone et al., 

1999b). Este conceito é apoiado pelos resultados da nossa investigação, já mencio-

nados. Sjöström e colaboradores (2002) apresentaram resultados contraditórios 

que descrevem uma expressão aumentada de FAS ligando em células tumorais de 

doentes com neoplasias da mama associada a uma sobrevivência inferior (p=0,005) 

(Sjöström et al., 2002).

Uma vez que diversos tumores expressam FAS na membrana celular, a apoptose 

mediada por FAS através de anticorpos anti-FAS poderia constituir uma terapêutica 

antineoplásica promissora. Contudo, nem todas as células que expressam FAS são 

sensíveis à apoptose mediada por FAS. Este facto resultou na descoberta de muitos 

mecanismos de inibição da apoptose mediada por FAS. Por outro lado, as mutações 

nos genes FAS ou p53 podem também influenciar a sensibilidade para a apoptose 

mediada por FAS. Como muitos fármacos citotóxicos são capazes de induzir a expressão 

do recetor FAS a nível da membrana, a terapêutica combinada destes fármacos com 

anticorpos anti-FAS ou FAS ligando recombinante parece interessante. De facto, a 

eficácia desta estratégia foi já demonstrada in vivo em tumores sólidos implantados 

em ratinhos, embora com toxicidade hepática significativa (Timmer et al., 2002).

Por outro lado, e ainda não previamente descrito por outros autores, verificámos, 

na nossa amostra, que os doentes com MGUS apresentam uma percentagem supe-

rior de plasmócitos CD138+/CD19- que expressam FAS ligando e respetivos níveis 

de expressão assim como níveis de expressão aumentados de P53 em relação aos 

doentes com MM (p<0,01).

De facto, a proteína P53 apresenta, para além de funções reguladoras do ciclo celular, 

uma função de reparação do DNA, fundamental no MM, em que a instabilidade 

intraclonal é uma característica proeminente (Morgan et al., 2012b; Prideaux et al., 

2014). Com efeito, foi descrito que o aumento da expressão do recetor FAS após 

lesão do DNA parece ser dependente da P53. A interação entre o recetor de morte 

da superfície celular FAS e o seu ligando (FAS ligando) resulta na morte celular por 

apoptose, mediada pela ativação das caspases. (Waring & Müllbacher, 1999b).

Por outro lado, os níveis de expressão do recetor FAS, do FAS ligando e da P53, 

observados nos plasmócitos CD138+/CD19-, são significativamente superiores nos 

doentes com MGUS comparativamente aos doentes com MM (p<0,01 em todos os 

casos), o que é consistente com os dados publicados acerca das interações entre 
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estas moléculas. No caso da P53, como referido, observámos níveis de expressão 

superiores nos doentes com MGUS relativamente aos doentes com MM, o que, 

sendo a P53 uma molécula importante na reparação do DNA, é concordante com 

as evidências já descritas de que se acumulam anomalias genéticas durante a 

progressão de MGUS para MM.

Foi recentemente demonstrado por Crescenzi et al. (2011), que a secreção de cito-

cinas pró-inflamatórias pelas células senescentes, particularmente de TNF-a, medeia 

o aumento da expressão de FAS. De facto, o tratamento das linhas celulares tumorais 

em proliferação com TNF-a aumenta a expressão de FAS e diminui a expressão desta 

molécula nas células senescentes. Os mesmos autores demonstraram, ainda, que o 

NF-kB desempenha um papel central no controlo do fenótipo secretório associado à 

senescência, por parte das células senescentes prematuras e que o TNF-a, transcrip-

cionalmente controlado pelo NF-kB, é um dos principais mediadores do aumento 

da expressão de FAS. Com efeito, a existência de uma ansa autócrina dependente 

do NF-kB e mediada pelo TNF-a parece ser responsável pela expressão de FAS na 

superfície das células senescentes e pela sua destruição (Crescenzi et al., 2011).

A variabilidade observada na expressão das moléculas reguladoras da apoptose 

mostra que a relação entre a sensibilidade e/ou a resistência de uma célula à morte 

poderá ser dependente do balanço entre as moléculas pró e antiapoptóticas. Neste 

sentido, os nossos resultados evidenciam que a razão entre os níveis de expressão dos 

recetores do TRAIL indutores (R1 e R2) e inibidores da apoptose (R3 e R4), nos plasmó-

citos CD138+/CD19+, apresentam valores significativamente inferiores nos doentes 

com MM em relação aos doentes com MGUS, observando-se o inverso nos plasmó-

citos tumorais. Foi demonstrado que esta razão apresenta um potencial discrimina-

tório entre MGUS e MM, em análise multivariada por regressão logística, podendo 

constituir um marcador importante na progressão de MGUS para MM (tabela 18A). 

De igual modo, e considerando um número superior de moléculas pró e antiapop-

tóticas, o valor da razão BAX+caspase3+R1+R2+FAS/BCL-2+survivina+R3+R4 foi 

também inferior nos plasmócitos CD138+/CD19- dos doentes com MGUS relativa-

mente aos doentes com MM (p<0,01) enquanto o inverso foi observado no caso 

dos plasmócitos CD138+/CD19+ (p=NS). Estes resultados reforçam a existência de 

alterações na expressão de moléculas envolvidas na apoptose ao longo da mielo-

magénese e destacam estas alterações nos plasmócitos com fenótipo normal como 

discriminatórias entre MGUS e MM, o que apoia o conceito de que estas células 

desempenham também um papel fundamental na progressão das GM.

Como mencionado, vários mecanismos oncogénicos são importantes para a pato-

génese no MM. Contudo, um elemento unificador nestes eventos precoces e 

frequentemente referido na literatura é a desregulação da ciclina D (essencial-

mente da ciclina D1, mas também da D2 e da D3, ou das três em conjunto). 
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Nesta situação, as células tornam-se mais suscetíveis a estímulos proliferativos, o 

que resulta na expansão seletiva dos clones tumorais, constituindo um fator impor-

tante na interação com as células do estroma da medula óssea. Desta interação 

resulta a libertação de uma cascata de moléculas de sinalização e de citocinas que 

promovem a progressão adicional (Bergsagel et al., 2005; Bartek & Lukas, 2011; 

Pestell, 2013). Na nossa coorte de doentes com GM, os níveis de expressão de ciclina 

D1 foram superiores nos plasmócitos CD138+/CD19+ relativamente aos CD138+/

CD19- (p<0,01), o que confirma a importância da ciclina D1 não apenas no clone 

tumoral. Com efeito, em análise multivariada (regressão logística), identificámos 

a expressão de ciclina D1 nos plasmócitos não tumorais como uma das moléculas 

com capacidade preditora independente de diagnóstico de GM (tabela 17).

Por outro lado, os níveis de expressão de ciclina D1 nos plasmócitos CD138+/CD19- 

e CD138+/CD19+ foram superiores nos doentes com MGUS relativamente aos doentes 

com MM (p<0,01), o que indicia que já existe hiperexpressão desta proteína em fases 

precoces do desenvolvimento das GM, não apenas nos plasmócitos tumorais mas 

também nos não tumorais. Com efeito, a desregulação da ciclina D1 foi descrita por 

Bergsagel e colaboradores (2005) como um evento patogénico precoce e unificador no 

MM (Bergsagel et al., 2005), como referido anteriormente e em concordância com os 

resultados do nosso trabalho, não estando ainda clarificado o seu papel na progressão 

das GM. O facto de não terem sido observadas diferenças na expressão de ciclina D1 

entre os plasmócitos CD138+/CD19- e CD138+/CD19+, nos diferentes subgrupos de 

GM  confirma a importância dos plasmócitos não tumorais na patogénese do MM. 

A reforçar este conceito, está o facto da expressão de ciclina D1 nestes plasmócitos 

em análise multivariada (regressão logística) apresentar potencial discriminatório 

entre MGUS e MM (Tabela 18A).

A ciclina D1 desempenha funções reguladoras do ciclo celular em condições fisio-

lógicas e neoplásicas. Foi demonstrado por diversos autores que a inibição da sua 

função se associou a uma redução da proliferação de células tumorais. No caso 

do MM, o valor prognóstico da hiperexpressão do gene da ciclina D1 permanece 

controverso (Sewify et al., 2014); a amplificação deste gene foi associada à expressão 

de MDR1 (Sewify et al., 2014) e à t(11;14), conduzindo à hiperexpressão da ciclina 

D1 (Pruneri et al., 2000). No nosso estudo, não evidenciámos nenhuma associação 

entre a expressão de ciclina D1 e a de proteínas da família ABC. Foi igualmente 

demonstrado que a hiperexpressão da ciclina D1 se associa a um prognóstico desfa-

vorável no MM, traduzido em sobrevivências global e livre de progressão inferiores 

(Sewify et al., 2014). Na presente investigação não observámos associação entre a 

expressão de ciclina D1 e o prognóstico dos doentes com MM.

A maioria dos estudos relativos à expressão de ciclina D1 no MM foram realizados 

por técnicas moleculares, tendo sido encontrada hiperexpressão do gene da ciclina 
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D1 em 14 a 70% dos doentes estudados, na maioria dos casos em associação com 

a t(11;14). Estes dados estão de acordo com os nossos resultados, uma vez que 

os doentes com MM com a t(11;14) apresentam níveis de expressão de ciclina D1 

superiores comparativamente aos que não apresentam anomalias citogenéticas 

(p<0,05), o que era esperado, uma vez que esta translocação se associa à hiper-

expressão do gene CCND1, que codifica a ciclina D1 (Pruneri et al., 2000).

No que respeita à associação entre as alterações citogenéticas presentes nos doentes 

com MM ao diagnóstico e a expressão das moléculas reguladoras da apoptose e do 

ciclo celular, encontrámos outras associações ainda não descritas, como o aumento 

da expressão de BCL-2 em doentes com a t(11;14), o aumento da expressão de 

TRAIL-R2 e R3 em doentes com a t14q32; de TNF-a e TRAIL-R3 em doentes com 

anomalias do cromossoma 1 (todas as moléculas referidas expressas em plasmócitos 

CD138+/CD19-). Estes resultados indicam que poderão existir associações entre 

alterações citogenéticas e moleculares ainda não conhecidas, permitindo consi-

derar a hipótese de associação entre as alterações citogenéticas mencionadas e a 

regulação da expressão dos genes que codificam as proteínas referidas.

O NF-kB é um fator de transcrição multifuncional com funções fundamentais na 

regulação da sobrevivência das células onde convergem múltiplas vias de trans-

dução de sinal, que incluem estímulos anti e pró-apoptóticos O NF-kB regula a 

expressão de múltiplos genes que desempenham um papel fundamental na apop-

tose, na proliferação e na migração celulares e tem sido amplamente demonstrado 

que a regulação anómala do NF-kB e das vias de sinalização que controlam a sua 

atividade está envolvida no desenvolvimento e na progressão dos tumores, assim 

como na resistência à quimioterapia e à radioterapia (Mercurio & Manning, 1999; 

Baud & Karin, 2009b). 

A ativação constitutiva ou aberrante do NF-kB foi detetada em múltiplas neopla-

sias humanas (Dolcet et al., 2005b), levando a que o NF-kB se tornasse um alvo 

terapêutico interessante para o tratamento do cancro. Quando ativado, este factor 

transcripcional parece proteger algumas células neoplásicas hematopoiéticas da 

apoptose. Hongyu Ni e colaboradores (2001) demonstraram que a ativação cons-

titutiva do NF-kB estava presente em todas as amostras de doentes com MM, 

assim como em linhas celulares estudadas por estes autores (Ni et al., 2001) e 

como também previamente demonstrado por Feinman e colaboradores (Feinman 

et al., 1999). Além disso, a expressão deste fator pode ser induzida por interação 

da célula de MM com o microambiente, o que a protege da apoptose induzida 

por fármacos, e pode determinar a falência da terapêutica. Foi ainda evidenciado 

que a inibição do NF-kB se associa a indução da apoptose nas células tumorais de 

doentes com MM. Estes resultados sugerem que a expressão constitutiva de NF-kB 

desempenha um papel importante na sobrevivência dos plasmócitos tumorais no 
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MM (Demchenko & Kuehl, 2010; Fabre et al., 2012), constituindo um alvo tera-

pêutico, como mencionado. Estes factos contribuíram para o desenvolvimento do 

bortezomib, um inibidor do NF-kB, que demonstrou eficácia em ensaios clínicos 

de fase II e III, o que  conduziu à sua aprovação para o tratamento de doentes 

com MM, inicialmente em recidiva ou refratário (Richardson et al., 2005) e, poste-

riormente, como primeira linha terapêutica (San Miguel et al., 2008b; Rosiñol 

et al., 2012). 

No entanto, é desconhecida a importância que os níveis de expressão de NF-kB, nos 

diferentes subtipos fenotípicos de plasmócitos desempenham, na etiopatogenia das 

GM, em particular na evolução de MGUS para MM e no prognóstico de doentes com 

MM, tratados com bortezomib em primeira linha. Os resultados da nossa investigação 

mostraram que os níveis de expressão de NF-kB nos plasmócitos CD138+/CD19+ 

dos doentes com MGUS (36±1,5 MIF), MMI (33,3±1,9 MIF) e MM (38,9±1,5 MIF) 

apresentam valores significativamente inferiores em relação aos controlos 

não neoplásicos (69,6±10,2 MIF) (p<0,05), sem diferenças significativas entre 

os diferentes subgrupos de GM. Por outro lado, observámos nos plasmócitos 

CD138+/CD19- dos doentes com MGUS, MMI e MM níveis de expressão de 

NF-kB significativamente inferiores em relação aos plasmócitos CD138+/CD19+ dos 

doentes (p<0,01) e dos controlos não neoplásicos (p<0,01). Estes dados comprovam 

as características diferenciais dos plasmócitos não neoplásicos (CD138+/CD19+) 

relativamente aos plasmócitos neoplásicos (CD138+/CD19-) dos doentes com GM 

e aos dos controlos, também para a expressão de NF-kB. 

O facto de não terem sido observadas diferenças significativas neste fator de 

transcrição, entre os doentes com GM, sugere que a regulação da expressão de 

NF-kB poderá ser um evento precoce na mielomagénese, não sendo tão relevante  

na progressão de MGUS para MM. No entanto, os níveis de expressão deste fator 

de transcrição poderão influenciar a agressividade da doença e, deste modo, 

a sobrevivência dos doentes. No presente estudo, verificámos que os níveis de 

expressão de NF-kB superiores ou iguais a 25 MIF nos plasmócitos CD138+/CD19- 

dos doentes com MM se associam a um benefício na sobrevivência global destes 

doentes (p=0,022). Estes resultados podem estar relacionados com o efeito do 

NF-kB na regulação positiva da expressão de TRAIL e de FAS ligando, o que pode 

sensibilizar os plasmócitos tumorais à apoptose (Allen & El-Deiry, 2012). De facto, 

como anteriormente mencionado, verificámos que os níveis de expressão de FAS 

ligando iguais ou superiores a 20 MIF nos mesmos plasmócitos (p=0,032) e a 

percentagem destes que expressa TRAIL superior a 40% (p=0,03) se acompanham 

igualmente de aumento na sobrevivência global dos doentes com MM. Além disso, 

os nossos resultados mostram  ainda que os doentes com MM com resposta ao 

bortezomib apresentam níveis de expressão significativamente superiores deste 
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fator transcripcional (26,2±1,7 MIF) em relação aos doentes sem resposta a este 

fármaco (19,7±1,8 MIF) (p=0,032). Keats e colaboradores (2007) sugeriram que 

anomalias que condicionam diminuição da expressão do regulador negativo da 

via não-canónica do NF-kB (TRAF3) apresentam maior probabilidade de resposta 

ao bortezomib. De facto, os doentes com redução da expressão de TRAF3 revelam 

maior sensibilidade ao bortezomib (Keats et al., 2007b).

Estes dados sugerem a potencial relevância dos níveis de expressão de NF-kB em 

plasmócitos CD138+/CD19- como um biomarcador de resposta ao bortezomib e/ou 

de prognóstico em doentes com MM. No entanto, estudos multicêntricos envolvendo 

maior número de doentes são necessários para confirmar estes resultados.

Uma vez que a ativação do NF-kB é dependente da degradação do IkB no protea-

soma, previamente ubiquitinado, avaliámos os níveis de expressão de conjugados 

de ubiquitina nos plasmócitos dos doentes e dos controlos.

A ubiquitinação de proteínas endógenas consiste numa modificação pós-tradução 

através da ligação covalente de ubiquitina e está envolvida, não apenas na degra-

dação de proteínas desnecessárias à célula e na regulação da estabilidade proteica, 

mas também em múltiplos processos celulares eucariotas, que incluem a progressão 

ao longo do ciclo celular, a reparação do DNA ou a transducção de sinal (Tomlinson 

et al., 2007). De facto, é amplamente desconhecida a importância da ubiqui-

tinação de proteínas endógenas, quer em condições fisiológicas, quer em situ-

ações patológicas, apesar de reconhecido o seu papel na tumorigénese (Mani 

& Gelmann, 2005). Estudos proteómicos prévios identificaram 52 proteínas 

ubiquitinadas numa linha celular de MM, as células U266 (Jia et al., 2011). 

De acordo com os nossos resultados, não foram encontradas diferenças nos 

níveis de expressão de conjugados de ubiquitina entre os diversos subgrupos de 

GM, quer para os plasmócitos CD138+/CD19-, quer para os CD138+/CD19+. 

De igual modo, também não se observaram diferenças entre plasmócitos 

neoplásicos e não neoplásicos dos doentes com MGUS, MMI, MM e MMRR. 

Por outro lado, relativamente aos controlos não neoplásicos, os níveis de expressão 

dos conjugados de ubiquitina dos doentes com MGUS, MMI e MM foram signi-

ficativamente inferiores nos dois subtipos de plasmócitos (p<0,05), o que sugere 

que o processo de ubiquitinação poderá ser relevante no desenvolvimento de 

GM, mas sem importância demonstrada na progressão de MGUS para MM. 

Do mesmo modo, também não encontramos associação entre a expressão de 

conjugados de ubiquitina e a resposta à terapêutica ou a sobrevivência.
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5.1.3.	 Análise da expressão de fatores de crescimento envolvidos 
na angiogénese e na inflamação

O VEGF é uma glicoproteína estreitamente associada à indução da angiogénese, por 

ativação da proliferação das células endoteliais. Para além dos seus efeitos vascu-

lotróficos, induz vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular e migração 

celular, podendo estar envolvido na metastização (Podar et al., 2001a; Podar & 

Anderson, 2005). Como demonstrado por diversos autores, a angiogénese da 

medula óssea desempenha um papel importante na patogénese e na progressão 

do MM (Rajkumar & Greipp, 2001). Com efeito, no contexto do MM, foi demons-

trado que a angiogénese medular, estimada através da densidade de microvasos, 

revelou ter impacto prognóstico em diversos estudos. Por outro lado, verificou-

se que o grau de angiogénese da medula óssea aumenta progressivamente ao 

longo da evolução das GM (Rajkumar et al., 2002). Vacca e colaboradores (2006) 

demonstraram uma atividade angiogénica aumentada na medula óssea de doentes 

com MM comparativamente a doentes com MMI ou com MGUS (Vacca & Ribatti, 

2006). A secreção de VEGF pelos plasmócitos do MM parece desempenhar um papel 

central na iniciação e manutenção da angiogénese anómala (Kumar et al., 2003a). 

O endotélio vascular anómalo responde aos estímulos do VEGF e secreta IL-6, 

um fator de crescimento essencial para os plasmócitos tumorais no MM. 

Por outro lado, esta citocina tem a capacidade de estimular a secreção de IL-6 pelas 

próprias células de MM (Dankbar et al., 2000). 

O VEGF, secretado por plasmócitos clonais e por células do estroma da medula 

óssea, em doentes com MM, pode ainda ser libertado em resposta a diversos estí-

mulos desencadeados por outras citocinas, como o TNF-α, a IL-1β, assim como 

pela sinalização mediada pelo CD40, entre outras. O VEGF, além de estimular a 

angiogénese, através de um mecanismo autócrino, conduz ao crescimento e à 

quimiotaxia mediadas pelo recetor 1 do VEGF (VEGF-Rec1). Por outro lado, induz 

as células do estroma a secretarem IL-6 que por sua vez, aumenta a sobrevivência 

das células do MM, por estimulação do crescimento celular e inibição da apop-

tose. Com efeito, a inibição da atividade do VEGF também suprime a produção de 

TNF-α e de IL-1β pelas células mononucleares da medula óssea. Estes dados sugerem 

que o VEGF desempenhe um papel importante em neoplasias hematológicas, 

como o MM, através de múltiplos mecanismos autócrinos e parácrinos (Kumar 

et al., 2003b; Podar et al., 2001b). 

Os nossos resultados são concordantes com os dados obtidos por estes autores, uma 

vez que os doentes com GM apresentam uma expressão aumentada de VEGF nos 

plasmócitos neoplásicos relativamente aos não neoplásicos dos doentes com GM e 
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aos dos controlos (p<0,01). Relativamente à IL-6, observamos níveis de expressão nos 

plasmócitos CD138+/CD19+ superiores aos dos CD138+/CD19- dos doentes com 

GM e aos dos controlos (p<0,05). Em oposição, os plasmócitos CD138+/CD19- são 

os que apresentam os níveis de expressão mais elevados do recetor da IL-6. Estes 

resultados apoiam a relevância desta citocina na patogénese das GM, ao mesmo 

tempo que realçam as diferenças moleculares nos plasmócitos com fenótipo normal 

dos doentes relativamente aos plasmócitos com o mesmo fenótipo dos controlos. 

No entanto, quando analisamos estas moléculas nos diferentes subgrupos na nossa 

série de doentes com GM, não observamos diferenças nos níveis de expressão de 

VEGF, de IL-6 ou dos respetivos recetores, nos plasmócitos CD138+/CD19+, permi-

tindo inferir que as alterações na expressão destas moléculas nos plasmócitos com 

fenótipo normal surgem muito precocemente no desenvolvimento das GM e se 

mantêm ao longo da sua progressão. De salientar que, nos doentes com MGUS, os 

níveis de expressão do recetor do VEGF nestes plasmócitos foram superiores aos dos 

controlos (p=0,001), o que apoia a importância deste fator de crescimento numa fase 

pré-neoplásica, assim como a sua expressão nos plasmócitos com fenótipo normal. 

De facto, em análise multivariada, a expressão do recetor do VEGF nos plasmócitos 

CD138+/CD19+ destacou-se como uma das moléculas com capacidade preditora 

independente de diagnóstico de GM (tabela 17).  

Quando comparámos os plasmócitos com os fenótipos CD138+/CD19+ e 

CD138+/CD19- dos doentes com MM, MMI e MGUS, constatámos que os níveis 

de expressão de VEGF são significativamente superiores nos plasmócitos neoplá-

sicos (p<0,05). Além disso, nos doentes com MM, estes plasmócitos apresentam 

níveis de expressão superiores de VEGF e do seu recetor relativamente aos controlos 

(p<0,05), o que realça o papel fundamental que este fator angiogénico representa 

para a sobrevivência das células tumorais no MM. A expressão do recetor do VEGF 

nos plasmócitos tumorais foi superior nos doentes com MM relativamente aos 

doentes com MGUS (p<0,01) e, em análise multivariada por regressão logística,  

apresentou potencial discriminatório entre MGUS e MM (tabela 18B). 

A reforçar este dado, está a demonstração, na nossa coorte de doentes com MM, 

da associação entre níveis de expressão mais elevados de VEGF nos plasmócitos 

CD138+/CD19- e sobrevivências global e livre de progressão inferiores (p=0,003 

e p=0,002, respetivamente). Na análise da subpopulação de doentes tratada 

com bortezomib em primeira linha, mantém-se o impacto negativo da elevada 

expressão de VEGF na sobrevivência global dos doentes com MM (p=0,046). Este 

dado sugere que o bortezomib não ultrapassa o efeito prognóstico desfavorável 

associado a elevados níveis de expressão de VEGF nos plasmócitos tumorais dos 

doentes com MM.
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Não existem descrições na literatura que façam referência à discriminação entre 

plasmócitos com fenótipos tumoral e não tumoral, no que respeita à expressão 

de proteínas com funções celulares fundamentais, nos doentes com GM. Kumar 

e colaboradores (2003) demonstraram previamente que existe heterogeneidade 

na expressão de citocinas angiogénicas, como o VEGF, entre células de MM do 

mesmo doente, sem que fizessem qualquer referência ou associação entre níveis de 

expressão, subtipos fenotípicos de plasmócitos e prognóstico (Kumar et al., 2003a). 

Ao contrário do descrito com o VEGF, não observámos diferenças significativas nos 

níveis de expressão de IL-6 e do seu recetor entre os subgrupos de doentes com 

GM, quer para os plasmócitos tumorais, quer para os não tumorais.  

Apesar de um elevado número de citocinas e de fatores de crescimento ter sido 

implicado nesta complexa cascata de interações, o VEGF é considerado um parti-

cipante fundamental, com um interesse particular no MM. Neste sentido, diversas 

estratégias terapêuticas foram ensaiadas, tendo por base este fator de crescimento, 

recorrendo a anticorpos monoclonais anti-VEGF, com resultados que vieram a 

revelar-se desencorajadores, em uso clínico (Anargyrou et al., 2008; Shojaei, 2012). 

Da mesma forma, e apesar de reconhecida a importância da IL-6 como fator de 

crescimento central no MM, a tentativa de inibição da sua atividade através da 

utilização clínica de anticorpos anti-IL-6 foi igualmente decepcionante (Fulciniti 

et al., 2009; Todoerti et al., 2010; Voorhees et al., 2013). Os resultados destes 

ensaios clínicos sugerem que a inibição dos mecanismos regulados por estas cito-

cinas individualmente possam não ser determinantes no controlo do clone maligno 

no MM. Estes dados, em associação com a ausência de diferenças na expressão 

de IL-6 e do seu recetor nos diferentes subgrupos de GM, destacam a relevância 

da IL-6 nas fases iniciais do desenvolvimento da doença.

5.1.4.	Avaliação da expressão de proteínas da família ABC em 
doentes com gamapatias monoclonais

O estado atual do conhecimento acerca da fisiopatologia do MM sugere a presença 

de diversos clones malignos no momento do diagnóstico, para o desenvolvimento 

dos quais terão contribuído complexos mecanismos genéticos e epigenéticos 

(Morgan et al., 2012a; Maes et al., 2013c). Na sua evolução natural, o MM está 

associado a elevadas taxas de resistência primária ou adquirida e cursa com reci-

divas sucessivas, o que o tornam uma doença incurável na maioria dos doentes. 

Um dos mecanismos relacionados com a falência da terapêutica envolve a aquisição 
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de resistência a múltiplos fármacos antineoplásicos (multidrug resistance, MDR) 

constituindo um grave bloqueio ao sucesso terapêutico, com implicações diretas 

no prognóstico. Estes mecanismos de resistência encontram-se frequentemente 

associados à expressão de proteínas que pertencem à família de transportadores 

ABC (ATP-binding cassette), nomeadamente a gp-P e a MRP-1, que desempenham 

funções como bombas de efluxo de vários compostos (xenobióticos e fármacos, 

por exemplo) para o exterior da célula. Neste sentido, além do conhecido papel na 

resistência a fármacos anticancerígenos em diversas neoplasias, poderão também 

estar envolvidas nos mecanismos de carcinogénese. O paradigma do transportador 

de múltiplos fármacos, a gp-P, codificada pelo gene MDR-1, foi identificada há 

mais de três décadas e a sua hiperexpressão continua a ser considerada uma causa 

fundamental de MDR nas neoplasias malignas (Higgins, 2007b; Baguley, 2010; Wu 

et al., 2013). A gp-P está localizada maioritariamente na membrana plasmática e 

pode ser responsável pelo efluxo de substractos estrutural e quimicamente distintos; 

localiza-se também nos compartimentos intracelulares e circula entre estes e a 

membrana plasmática. A interrupção da sua deslocação para a membrana celular 

conduz a um aumento nos níveis intracelulares de gp-P e de fármacos antineo-

plásicos, sugerindo um potencial alvo capaz ultrapassar os mecanismos de MDR 

nos tumores malignos (Fu & Arias, 2012). A MRP-1 é outra proteína da família de 

transportadores ABC, originalmente descrita como uma causa de MDR nas células 

tumorais. Estudos mais recentes demonstraram que esta proteína transporta também 

moléculas pró-inflamatórias e antioxidantes, podendo estar implicada na etiologia 

e na progressão de diversas patologias (Cole, 2014).

Até ao presente, apesar de todas as investigações desenvolvidas na área, não foram 

ainda encontradas estratégias eficazes para ultrapassar os mecanismos de resistência 

(Higgins, 2007b; Ullah, 2008; Fu, 2013). Para além destes factos, acresce a cons-

tatação de que os novos agentes antineoplásicos, direcionados a alvos específicos, 

estão associados a mecanismos de resistência semelhantes ou idênticos aos clas-

sicamente descritos com os agentes citotóxicos (Lage, 2008; Hawley et al., 2013).

Neste contexto, foi nosso objetivo avaliar se as proteínas da família ABC (gp-P e 

MRP-1) contribuíam apenas para os mecanismos de resistência ou se tinham alguma 

participação na etiopatogenia das GM. No subgrupo de doentes com MM, anali-

sámos ainda o impacto da expressão destas proteínas na resposta à terapêutica, 

na recidiva e na sobrevivência global.

De acordo com os nossos resultados, os níveis de expressão de gp-P membranar 

inferiores nos plasmócitos CD138+/CD19+ dos doentes com MM, MMI e MGUS, 

comparativamente aos controlos (p<0,05) indicam, como descrito previamente para 

outras moléculas, que os plasmócitos com fenótipo normal dos doentes com GM 
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apresentam alterações moleculares relevantes também na expressão de proteínas 

envolvidas na resistência à terapêutica em comparação com os plasmócitos dos 

controlos. A confirmar a importância que estas proteínas parecem desempenhar no 

desenvolvimento das GM, está o facto de, em análise multivariada, a expressão da 

gp-P citoplasmática (superior a 27,5 MIF) e da MRP-1 membranar (superior a 29,5 

MIF) nos plasmócitos com fenótipo normal serem identificadas como apresentando 

capacidade preditora independente de diagnóstico de GM (tabela 17).

Os níveis de expressão superiores de gp-P membranar nos plasmócitos com este 

fenótipo dos doentes com MM relativamente aos doentes com MGUS (p<0,01) 

reforça a importância dos mesmos plasmócitos na progressão de MGUS para MM, 

para além de sugerir um papel ainda pouco esclarecido da gp-P nesta progressão. 

Pelo contrário, os níveis de expressão de MRP-1 membranar nos plasmócitos 

CD138+/CD19+ foram superiores nos doentes com MM e com MGUS compara-

tivamente aos controlos (p<0,01) e na MGUS em relação ao MM (p<0,01), o que 

sugere, mais uma vez, um papel para os transportadores ABC na progressão das 

GM, que parece ultrapassar o da resistência. Os doentes com MMRR apresentam 

níveis de expressão superiores de MRP-1 membranar relativamente aos doentes com 

MM, quer nos plasmócitos neoplásicos quer nos normais, ainda que esta diferença 

não tenha alcançado significado estatístico, provavelmente devido ao reduzido 

número de doentes com MMRR, mas poderá sugerir a participação desta proteína 

na refractariedade da doença e no desenvolvimento de resistência adquirida.

Além disso, constatámos que os níveis de expressão da gp-P membranar e de MRP-1 

citoplasmática são superiores nos plasmócitos CD138+/CD19+ relativamente aos 

CD138+/CD19-, nos doentes com MM e com MGUS (p<0,01); no caso da gp-P 

membranar, também superiores nos controlos relativamente aos plasmócitos 

CD138+/CD19- nestes dois subgrupos de GM (p<0,01). De facto, resultados 

sobreponíveis foram previamente descritos por Calatozzolo e colaboradores, que 

avaliaram a expressão de gp-P e de MRP-1 em células tumorais de doentes com 

gliomas malignos e constataram que a expressão destas proteínas era mais elevada 

nos astrócitos normais e nas células endoteliais cerebrais do que nas células tumo-

rais (Calatozzolo et al., 2005), o que poderá representar um dos mecanismos de 

defesa das células normais aos efeitos de fármacos ou substâncias que são subs-

tractos destas glicoproteínas. 

O oposto foi observado em relação à gp-P citoplasmática, em que os níveis de 

expressão mais elevados foram encontrados nos plasmócitos CD138+/CD19-, relati-

vamente aos CD138+/CD19+ dos doentes com MGUS, MMI e MM e dos controlos. 

A gp-P citoplasmática parece representar um pool de armazenamento para a manu-

tenção dos níveis de gp-P membranar, tal como descrito por Labroille e colaboradores 
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(Labroille et al., 1998). Este poderá constituir mais um mecanismo importante na 

resistência à morte celular por apoptose, por rapidamente conduzir à diminuição da 

concentração intracelular do fármaco, podendo contribuir para um pior prognóstico 

por falência da terapêutica. De facto, o aumento da expressão de gp-P citoplasmá-

tica  pode ocasionar resistência íntrinseca ou adquirida aos citostáticos e originar 

desta forma a falência da quimioterapia (Sarmento-Ribeiro et al., 2012). Além disso, 

tem um papel indutor da proliferação celular pela sua participação no transporte 

de interleucinas importantes na proliferação e na diferenciação celulares (Lehne, G. 

et al., 1998)  e uma função antiapoptótica (Michielli, M. et al., 2000; Pallis, M. et al., 

2000). Recentemente, foi mencionado em tumores do colon que a ativação destes 

transportadores ABC, além de aumentar o efluxo de fármacos, pode desencadear a 

sinalização mediada pelo fator transcripcional HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1a) 

e induzir a expressão de genes que codificam proteínas que promovem a sobrevi-

vência e/ou inibem a apoptose como a survivina, a BCL-2 ou o TRAIL-R4 (Garza-

Treviño et al., 2015). Esta redução da sinalização pró-apoptótica permite à célula a 

tolerância de níveis mais elevados de fármacos antineoplásicos antes de serem 

induzidas as vias de morte celular, o que poderá influenciar não só a resposta à 

terapêutica como o prognóstico dos doentes.

Neste sentido, fomos também avaliar o efeito destas glicoproteínas na sobrevivência 

dos doentes com MM e verificámos que os doentes com níveis de expressão de MRP-1 

citoplasmática superiores a 25 MIF, nos plasmócitos CD138+/CD19+, apresentam 

um prognóstico mais favorável, com aumento da sobrevivência global (p=0,018) 

e da sobrevivência livre de progressão (p=0,024). No que respeita à expressão 

das proteínas da família ABC nos plasmócitos CD138+/CD19-, não observámos 

impacto na  sobrevivência. Os estudos que avaliaram o impacto prognóstico das 

proteínas MRP-1 e gp-P apresentam resultados contraditórios. Li e colaboradores 

constataram que a expressão aumentada do gene MRP-1 em células tumorais de 

doentes com neoplasia do pulmão não de pequenas células se associava a um prog-

nóstico desfavorável, traduzido numa redução da sobrevivência livre de progressão 

(Li et al., 2009a). Haber e colaboradores demonstraram que a elevada expressão 

do gene MRP-1 nas células tumorais de doentes com neuroblastoma apresentava 

impacto no prognóstico, uma vez que se associava a sobrevivências global e livre 

de progressão inferiores, o inverso do observado com a expressão do gene MDR1, 

que não apresentou impacto prognóstico nestes doentes (Haber et al., 2006). 

Tal como neste estudo, também Roundhill e colaboradores estabeleceram uma 

associação entre níveis elevados de expressão da proteína MRP-1 membranar nas 

células tumorais de doentes com sarcoma de Ewing primário e um prognóstico 

adverso, ao mesmo tempo que descreveram uma ausência de impacto da expressão 

de gp-P. Por outro lado, e em concordância com os nossos resultados, Leith e cola-
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boradores não encontraram associação entre a expressão de MRP-1 nos blastos dos 

doentes com leucemia mieloblástica aguda e o prognóstico (Leith et al., 1999).

Um estudo recente revelou que o bortezomib funciona como um substracto para 

a gp-P e que a hiperexpressão desta glicoproteína pode estar subjacente à resis-

tência ao bortezomib (O’Connor et al., 2013). Contudo, estes resultados não foram 

reproduzidos noutros estudos, nomeadamente em linhas celulares de linfoma T e 

de carcinoma do pulmão não de pequenas células  (Lü & Wang, 2013; Abdi et al., 

2013b; De Wilt et al., 2012). Outra investigação mostrou que a hiperexpressão 

de gp-P define uma subpopulação de plasmócitos tumorais no MM que são resis-

tentes ao carfilzomib, um inibidor do proteasoma de segunda geração (Hawley 

et al., 2013). Na nossa coorte de doentes com MM, não encontrámos diferenças 

nos níveis de expressão de MRP-1 nem de gp-P (citoplasmáticas e membranares) 

nos plasmócitos CD138+/CD19- de doentes com e sem resposta à terapêutica de 

primeira linha e também na subpopulação de doentes tratada com bortezomib 

como terapêutica inicial. De igual modo, Taheri e colaboradores não observaram 

diferenças na expressão do gene MDR1 em doentes com neoplasia da mama, com 

e sem resposta à quimioterapia neoadjuvante (Taheri & Mahjoubi, 2013).

Diversos ensaios clínicos avaliaram a combinação de quimioterapia com inibidores 

da gp-P, como a ciclosporina ou o verapamil, mas sem benefício clinico e com 

toxicidade acrescida (Sonneveld et al., 2001; O’Connor et al., 2013).

Apesar das múltiplas investigações sobre o papel dos transportadores ABC nos 

mecanismos de resistência aos agentes antineoplásicos e na evolução das neopla-

sias malignas, a sua aplicação na prática clinica ainda não é uma realidade e mais 

estudos serão necessários, com inclusão de amostras com maior número de doentes, 

para um conhecimento mais aprofundado nesta área.

5.1.5.	Estudo do perfil de metilação de genes nas gamapatias 
monoclonais

O MM constitui uma patologia altamente heterogénea, com eventos genéticos e 

epigenéticos cumulativos, alguns dos quais já presentes nos plasmócitos clonais 

da fase pré-neoplásica de MGUS. As modificações epigenéticas constituem formas 

de regulação da expressão génica e representam uma variedade de mecanismos 

complexos e interdependentes que foram reconhecidos como desempenhando 

um papel fundamental em pontos críticos da iniciação e da progressão de diversas 

neoplasias (Cheung et al., 2009; Taberlay & Jones, 2011). Uma das alterações 
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epigenéticas mais conhecida e documentada envolve a metilação de dinucleótidos 

CpG em regiões promotoras de genes supressores tumorais, com consequente 

silenciamento destes genes, o que foi descrito em múltiplas neoplasias malignas 

(Esteller et al., 2001; Esteller, 2008; Heyn & Esteller, 2012). O conhecimento das 

alterações epigenéticas presentes em doentes com GM, nomeadamente o perfil 

de metilação dos genes supressores tumorais, é limitado e controverso.

Na presente investigação, analisámos a frequência de metilação anómala das regiões 

promotoras de oito genes reguladores do ciclo celular e/ou da apoptose, em doentes 

com GM, e avaliámos o seu papel na evolução clonal de MGUS para MM, assim como 

associações entre as alterações epigenéticas, as características clínico-laboratoriais 

ao diagnóstico, a resposta à terapêutica e a sobrevivência, nos doentes com MM. 

Deste modo, analisámos a metilação dos genes p15, p16, p53, DAPK e dos genes 

que codificam os recetores do TRAIL, R1, R2, R3 e R4, em doentes com MGUS, MMI, 

MM e MMRR. Em estudos prévios, a metilação aberrante destes genes foi associada 

a silenciamento transcripcional (Katzenellenbogen et al., 1999; Virmani et al., 2001; 

Braggio et al., 2010b; Maes et al., 2013a; Hervouet et al., 2013).

Os estudos de metilação foram realizados recorrendo à análise por Methyla-

tion-specific Polymerase Chain Reaction (MS-PCR), um método sensível e rápido, 

adequado à análise de elevado número de amostras (Herman et al., 1996; Li et al., 

2002; Mateos et al., 2002). Um ponto crítico nos estudos genómicos em doentes 

com GM consiste na separação da fração celular CD138+, que inclui o clone tumoral 

(Braggio et al., 2010b). A análise por MS-PCR foi utilizada para a deteção de meti-

lação tanto em amostras de células mononucleares não selecionadas da medula 

óssea, como especificamente em células CD138+ (Ng et al., 2001; Guillerm G, 

Depil S, Wolowiec D, 2003). Diversos autores estudaram a metilação de genes, 

como p16, DAPK, p57 e SOCS1 em células mononucleares não selecionadas da 

medula óssea de doentes com MM e outras neoplasias de células B (Ng et al., 

2001; Li et al., 2002; Voso et al., 2004) enquanto outros (Guillerm et al., 

2001) utilizaram células CD138+ para investigar a metilação de p15 e de p16. 

As frequências de metilação descritas foram comparáveis nos dois tipos de estudos, 

o que indica que a separação do clone tumoral por técnicas de sorting não é 

mandatória para a técnica de MS-PCR e que esta pode ser realizada em células 

mononucleares não selecionadas da medula óssea (Braggio et al., 2010b).

No presente estudo, a metilação anómala dos ilhéus CpG foi detetada em hete-

rozigotia em todos os casos. Identificámos a presença de, pelo menos, um gene 

metilado dos oito estudados em 81% dos doentes com GM (77% com MGUS, 

82% com MMI, 86% com MM e 75% com MMRR). Estes resultados apoiam o 

conceito de que a metilação anómala de genes supressores tumorais é um evento 
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frequentemente observado em doentes com GM e que envolve genes que controlam 

diferentes processos celulares, importantes no desenvolvimento das GM, em concor-

dância com estudos anteriores (Galm et al., 2004; Braggio et al., 2010b; Seidl et 

al., 2004; Stanganelli et al., 2010; Shivapurkar et al., 2004; Sharma et al., 2010a; 

Gonzalez-Paz et al., 2007b; Guillerm et al., 2001; Chim et al., 2007b). Por outro 

lado, na medula óssea dos controlos não neoplásicos, não observámos metilação 

aberrante em nenhum dos genes estudados, o que é consistente com os resultados 

de estudos previamente publicados, nos quais os tecidos normais se encontravam 

completamente desmetilados ou muito raramente metilados (Galm et al., 2004; 

Braggio et al., 2010b; Chim et al., 2007b; Van Noesel et al., 2002; Shivapurkar et 

al., 2004). Não observámos diferenças significativas entre os subgrupos de GM, 

no que respeita ao estado de metilação dos oito genes analisados.

Uma das alterações epigenéticas mais frequentes no MM é a metilação das regiões 

promotoras dos genes p15 e p16. As proteínas codificadas por estes genes, P15 e 

P16, desempenham uma função reguladora do ciclo celular e estão envolvidas na 

inibição da transição da fase G1 para a fase S. Estas proteínas associam-se com as 

cinases dependentes das ciclinas 4 e 6 (CDK4 e CDK6), inibindo as suas funções 

(Guillerm et al., 2001). Encontram-se descritas frequências variáveis de metilação 

dos genes p15 e p16 no MM, até 30% e 53%, respetivamente (Galm et al., 2004; 

Braggio et al., 2010b; Seidl et al., 2004; Stanganelli et al., 2010; Chim et al., 2007b; 

Guillerm et al., 2001). Diversos autores demonstraram que a metilação de p16 é 

mais frequente nos doentes com MM relativamente aos doentes com MGUS (Chim 

et al., 2007b; Mateos et al., 2001; Uchida et al., 2001), enquanto outros descre-

veram frequências idênticas (Seidl et al., 2004; Stanganelli et al., 2010). Guillerm 

e colaboradores (2001) descreveram frequências de metilação idênticas, não só do 

gene p16, mas também do gene p15 entre MM e MGUS (Guillerm et al., 2001). 

Os resultados do presente estudo encontram-se em concordância com os dados 

dos últimos trabalhos mencionados, uma vez que observámos, na nossa série de 

doentes, frequências idênticas de metilação dos genes p15 e p16 entre doentes 

com MGUS e com MM (16% vs 22% para o gene p15 e 13% vs 24% para o gene 

p16, respetivamente, p=NS). Deste modo, os nossos dados apoiam o conceito de 

que uma alteração da regulação do ciclo celular, nomeadamente na transição da 

fase G1 para a fase S, constitui um evento muito precoce na história natural do 

MM, sugerindo que a metilação de p15 e de p16, apesar de não se encontrar dire-

tamente envolvida na progressão clonal de MGUS para MM, poderá contribuir para 

a imortalização dos plasmócitos clonais (Guillerm et al., 2001). Outro ponto crítico 

frequentemente não considerado na maioria dos estudos é a distinção entre MMI e 

MM. De facto, a maioria das investigações em que se avaliou o perfil de metilação 

de genes supressores tumorais, em doentes com MM, não fizeram referência ou 
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incluíram um número muito reduzido de doentes com MMI. Ainda que presentes 

em número limitado, poderão influenciar os resultados da comparação entre MM 

e MGUS. Raros estudos individualizaram os doentes com MMI, como Seidl e cola-

boradores, mas o número de doentes neste subgrupo foi de apenas cinco, o que 

coloca reservas na valorização dos resultados (Seidl et al., 2004).

A metilação anómala do gene DAPK em doentes com MM ao diagnóstico tem sido 

descrita em frequências muito díspares, variando entre 5% e 77% (Braggio et al., 

2010b; Seidl et al., 2004; Stanganelli et al., 2010; Ng et al., 2001). Estas discre-

pâncias na frequência de metilação do gene DAPK (16 a 81%) foram igualmente 

observadas, por outros autores, em neoplasias do pulmão (Zochbauer-Muller, 

2002), colorectais (Mittag et al., 2006) e gástricas (Kato et al., 2008). Esteller e 

colaboradores demonstraram que a expressão do gene DAPK suprimia o poten-

cial metastático de células tumorais em modelos animais (Esteller et al., 2001). 

Outros autores descreveram que a ausência de expressão deste gene conferia uma 

vantagem seletiva durante o complexo processo de metastização, com resistência 

a múltiplos estímulos apoptóticos, constituindo a perda de expressão de DAPK um 

mecanismo único que relaciona a supressão da apoptose com a metastização (Inbal 

et al., 1997), podendo estar envolvido na progressão clonal de MGUS para MM. 

O nosso trabalho evidenciou uma frequência de metilação do gene DAPK idên-

tica entre doentes com MGUS (18%), com MMI (18%) e com MM (33%) (p=NS), 

não se demonstrando relação entre a metilação anómala deste gene e a evolução 

clonal de MGUS para MM, em concordância com os resultados das investigações 

de outros autores (Chim et al., 2007b).

O perfil de metilação do gene p53 foi também analisado neste trabalho nos doentes 

com GM. Este gene desempenha um papel crítico na regulação do ciclo celular, na 

apoptose e na senescência celular, participando em muitos processos fisiológicos 

e patológicos, como previamente mencionado. A perda de atividade deste gene 

resulta na diminuição da apoptose em resposta à lesão do DNA, o que constitui 

um mecanismo de sobrevivência comum em muitas células tumorais. Com efeito, 

o gene p53 é o que apresenta mais frequentemente mutações nas neoplasias em 

geral, podendo estar mutado em até 50% dos tumores humanos (Maes et al., 

2013a; Almeida et al., 2009); contudo, a sua metilação anómala é excecional 

(Esteller, 2008). Nos doentes com MM, raramente são encontradas mutações ou 

delecções de p53 ao diagnóstico (0-3% dos doentes), ocorrendo mais frequente-

mente em estádios avançados (até 20%) (Hurt et al., 2006; Schmidt-Hieber et al., 

2012; López-Corral et al., 2011; Munshi & Avet-loiseau, 2011; Velangi et al., 2004). 

A metilação deste gene foi descrita em 32 a 55% das amostras de linhas celulares 

de MM (Hurt et al., 2006). Esta observação contrasta com os nossos resultados, de 

acordo com os quais a metilação de p53 foi observada numa percentagem muito 
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reduzida de doentes com MM (2%) e com MGUS (5%). Estas discrepâncias poderão 

estar relacionadas com o tipo de amostra (linha celular vs células de doentes).

A apoptose induzida pelo TRAIL foi sugerida como um componente chave na discri-

minação entre células transformadas e não transformadas. Em oposição às células 

normais, as células tumorais expressam preferencialmente níveis mais elevados dos 

recetores do TRAIL indutores de morte, tornando-as mais suscetíveis à apoptose 

mediada pelo TRAIL (Daniels et al., 2005). O facto do TRAIL induzir preferencial-

mente a apoptose das células transformadas e dos ratinhos deficientes em TRAIL 

apresentarem níveis aumentados de tumorigénese sugere que a sinalização mediada 

pelo TRAIL poderá constituir uma estratégia terapêutica antineoplásica dirigida 

(Ashkenazi et al., 1999; Cretney et al., 2002).

Os recetores do TRAIL foram inicialmente identificados e caracterizados na década 

de 1990 (Pan et al., 1997b). A família de recetores do TRAIL é composta por dois 

recetores de morte pró-apoptóticos (TRAIL-R1 e -R2) e dois recetores de membrana 

antiapoptóticos (TRAIL-R3 e -R4). Estes, ao contrário dos anteriores, não possuem 

o domínio de morte intracelular (DD) necessário para a indução da apoptose, 

atuando como recetores decoy que bloqueiam a sinalização de morte induzida 

pelo TRAIL (Schneider et al., 2003). Estes recetores competem com os recetores de 

morte pró-apoptóticos para a ligação do TRAIL e/ou ativam vias de sobrevivência 

celular através da via do NF-kB, da via ERK e da P38 (Varfolomeev et al., 2005; 

Shirley et al., 2011).

Estudos prévios demonstraram que os níveis de expressão dos recetores de morte 

do TRAIL, R1 e R2, desempenham um papel determinante na sensibilidade das 

células tumorais à apoptose induzida pelo TRAIL (Griffith & Lynch, 1998; Walczak 

et al., 1999; Schulze-Osthoff et al., 1998; Wajant, 2003; Zhang & Fang, 2005). 

De facto, a desregulação da expressão dos recetores do TRAIL é frequentemente 

observada em tumores nos quais a expressão aumentada de TRAIL-R1 e -R2 se 

associa a estádios precoces (McCarthy et al., 2006). Pelo contrário, a expressão 

reduzida destes recetores do TRAIL foi observada no cancro colorectal em estádios 

avançados (Perraud et al., 2011). Da mesma forma, a perda de TRAIL-R1 e -R2 foi 

associada a prognóstico desfavorável nos doentes com neoplasias pancreáticas 

(Gallmeier et al., 2013). Em oposição a estes dados, a expressão aumentada de 

TRAIL-R1 foi também associada a doentes com carcinoma ductal invasivo com um 

fenótipo mais agressivo (Sanlioglu et al., 2007), tal como no presente estudo em 

que foi observada uma percentagem superior de plasmócitos CD138+/CD19- com 

expressão de TRAIL-R2 em doentes com MM com ISS de III relativamente a doentes 

com ISS de I. Estes dados sugerem que a expressão dos recetores do TRAIL possa 

servir como um biomarcador com utilidade prognóstica em diversas neoplasias.
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No caso dos recetores decoy do TRAIL, permanece controverso se a hiperexpressão 

de R3 ou R4 se correlaciona com a resistência à apoptose após a exposição ao 

TRAIL, uma vez que raramente são encontrados elevados níveis de R3 e de R4 em 

linhas celulares tumorais (Hellwig & Rehm, 2012). De facto, o mecanismo exato 

de como os recetores decoy inibem a apoptose induzida pelo TRAIL não é conhe-

cido e poderá diferir entre o TRAIL-R3 e -R4. Foi descrito que o TRAIL-R3 forma 

exclusivamente homotrímeros após ligação do TRAIL, enquanto o R4 pode também 

agregar-se em heterotrímeros, com ativação do R1 e do R2. Estes heterotrímeros 

são incapazes de formar um DISC (death-inducing signalling complex) funcional 

necessário para o início da apoptose (Mérino et al., 2006). De facto, múltiplos 

eventos parecem regular a expressão génica dos recetores do TRAIL (Chen et al., 

2003; Zhang & Fang, 2005). 

Na nossa amostra, o gene que codifica o recetor do TRAIL, R3, é o que se encontra 

mais frequentemente metilado (64% dos doentes com MGUS, 55% com MMI, 

61% com MM e 75% com MMRR); a metilação dos outros três recetores do TRAIL 

não foi superior a 20% em nenhum dos subgrupos de GM estudados. Estes resul-

tados encontram-se concordantes com os descritos na investigação de Shivapurkar 

e colaboradores (2004), na qual o gene mais frequentemente metilado foi também 

o TRAIL-R3, em 56% dos doentes com MM, seguido da metilação de TRAIL-R4 em 

20% destes doentes. Não foi observada metilação dos genes TRAIL-R1 e TRAIL-R2 

em nenhum dos doentes com MM estudados por estes autores. No nosso trabalho, 

verificou-se a metilação anómala dos genes dos recetores R1 e R2 em 8% e 18% 

dos doentes com MM, respetivamente. Shivapurkar e colaboradores (2004) anali-

saram o perfil de metilação dos genes dos recetores do TRAIL em linhas celulares e 

em culturas primárias de diversas outras neoplasias, com resultados discrepantes. 

Com efeito, a metilação dos genes dos recetores R3 ou R4 do TRAIL, foi encon-

trada numa frequência que variou entre 16% nos mesoteliomas malignos do tipo 

sarcomatoso e 100% nas neoplasias cervicais; a metilação de R1 e de R2 foi muito 

raramente observada em todas as neoplasias examinadas. Estes dados sugerem que 

a metilação destes dois genes (R1 e R2) possa não estar envolvida na patogénese 

da maioria dos tumores (Shivapurkar et al., 2004; Van Noesel et al., 2002). 

Os quatro recetores do TRAIL encontram-se localizados no mesmo locus, no cromos-

soma 8p21-22 e a metilação inicia-se nos ilhéus CpG na região promotora, progre-

dindo posteriormente para locais adjacentes ao longo da cadeia de DNA. Assim, 

alguns autores sugeriram que a metilação e o consequente silenciamento dos genes 

dos recetores R1 e R2 poderia resultar no silenciamento dos genes adjacentes, 

R3 e R4, representando a metilação destes um efeito secundário, sem relevância 

clínica (Turker, 2002). Contudo, no nosso trabalho e no de Shivapurkar (2004), a 

metilação dos dois recetores decoy ocorreu independentemente uma da outra e 
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da metilação dos genes dos recetores R1 e R2. Com base nas frequências de meti-

lação de R3 observadas nos doentes com MM, no presente trabalho, e em diversas 

neoplasias, no estudo de Shivapurkar (2004), podemos inferir que a metilação do 

gene que codifica o recetor decoy, R3, não constitui um evento secundário e que, 

muito provavelmente, o silenciamento deste gene por metilação poderá desempe-

nhar um papel relevante na patogénese tumoral. Os dados apresentados sugerem 

que a regulação da expressão dos genes dos recetores R3 e R4 seja efetuada por 

mecanismos diferentes e independentes. De facto, a inativação de genes pode 

ocorrer através de mutações pontuais, perdas alélilas, delecções homozigóticas, 

para além de metilação anómala (Merlo et al., 1995).

Foi reconhecido que os genes dos recetores R3 e R4 funcionem como oncogenes, 

uma vez que os seus efeitos antiapoptóticos são vantajosos para a sobrevivência 

das células tumorais. A sensibilidade aumentada ao TRAIL observada nas linhas 

celulares, assim como a sobrevivência mais longa nos doentes com neoplasia da 

próstata e com mesotelioma maligno com perda da expressão destes genes ou 

com hipermetilação suportam este conceito. Assim, falta compreender como o 

silenciamento dos recetores decoy pode favorecer a tumorigénese. Neste contexto, 

contudo, é importante relembrar que, para além do seu papel na indução da 

apoptose, os recetores do TRAIL são também conhecidos por activarem a via do 

NF-kB (Chaudhary et al., 1997; Schneider et al., 1997). Esta via parece desempenhar 

um papel antiapoptótico e foi implicada na patogénese de numerosas neoplasias 

humanas (Gilmore, 2007). Diversos cenários podem ser configurados nos quais 

o TRAIL ativa predominantemente o NF-kB. Primeiro, a evasão da apoptose é 

uma caraterística das neoplasias malignas em geral e muitas células desenvolvem 

resistência à apoptose induzida pelos recetores de morte através de mecanismos 

genéticos e epigenéticos. No caso da morte celular induzida pelo TRAIL, esta pode 

envolver a redução da expressão de várias proteínas envolvidas nas vias intrínseca 

e extrínseca de ativação das caspases ou aumento da expressão de proteínas 

antiapoptóticas, como BCL-2 e BCL-XL (Shivapurkar et al., 2003). Alguns estudos 

sugeriram que a indução da apoptose por recetores de morte poderia ser depen-

dente do grau de multimerização do recetor, que poderia, por sua vez, depender da 

concentração do ligando de morte, da sua forma (solúvel vs ligado à membrana), 

da expressão relativa dos recetores de morte na superfície celular e do estímulo 

induzido pelos fatores de crescimento e pelas citocinas aos quais as células estão 

expostas (Villunger et al., 2000; Zhivotovsky & Orrenius, 2010). Assim, é possível 

que sob as condições prevalentes no microambiente tumoral, o TRAIL falhe na 

indução da apoptose e ative predominantemente a via do NF-kB. Curiosamente, 

enquanto a sinalização através dos recetores R1 e R2 pode ativar a via do NF-kB, a 

dos recetores R3 e R4 parece não possuir esta propriedade (Marsters et al., 1997; 
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LeBlanc & Ashkenazi, 2003). Considera-se que os recetores R3 e R4 bloqueiam 

a ativação do NF-kB através de R1 e R2, em resposta ao TRAIL, privando a célula 

tumoral de estímulos para a sobrevivência e para o crescimento. Baseado neste 

modelo explicativo, será de esperar que as células tumorais ultrapassem este bloqueio 

ao seu potencial proliferativo, reduzindo a expressão dos recetores decoy, o que 

está de acordo com os resultados do nosso estudo, no que respeita à metilação e 

consequente silenciamento particularmente do gene que codifica o recetor R3 (ou 

DcR1), observado nos doentes com MM.

Outro objetivo do presente trabalho foi pesquisar possíveis associações entre as 

características clínicas e laboratoriais presentes ao diagnóstico dos doentes com MM 

e o padrão de metilação dos oito genes analisados. Os nossos resultados mostram 

que os doentes com metilação de DAPK se apresentam mais frequentemente com 

anemia ao diagnóstico (88% vs 55%; p=0,023). Observámos também uma asso-

ciação entre a metilação de TRAIL-R3 e uma maior probabilidade de recidiva após 

a terapêutica de primeira linha (88% dos doentes com metilação de TRAIL-R3 

recidivaram vs 46% sem metilação; p=0,04). Estes achados parecem sugerir 

que a metilação deste gene se associa a uma forma mais agressiva do MM; no 

entanto, não foi observado impacto nas sobrevivências global e livre de progressão. 

No que respeita às alterações citogenéticas, não foram encontradas associações 

entre o perfil de metilação de nenhum dos oito genes estudados e a presença de 

del 13/13q, t(11;14), t(4;14) ou del 17p detetadas por FISH. Estes resultados estão em 

concordância com os achados de outros autores (Braggio et al., 2010; Walker et al., 

2011b) para todos os subgrupos citogenéticos mencionados, exceto para a t(4;14), 

que foi associada a um aumento da metilação de diversos genes no trabalho de 

Walker (2011). Este autor demonstrou também a presença de alterações relevantes 

na metilação na transição de MM para leucemia de plasmócitos, particularmente na 

metilação de genes envolvidos na sinalização e na adesão celulares. Pesquisámos 

ainda possíveis relações entre a presença dos marcadores imunofenotípicos CD27, 

CD28, CD56 e CD117 e o perfil de metilação dos oito genes analisados e, numa 

análise multivariada, não foram encontradas correlações envolvendo o perfil de 

metilação dos genes analisados e os marcadores imunofenotípicos mencionados. 

De acordo com o nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que investiga 

possíveis associações entre os referidos marcadores imunofenotípicos e o estado 

de metilação de genes supressores tumorais em discrasias de plasmócitos.

Finalmente, pesquisámos o impacto que o perfil de metilação dos genes p15, p16, 

p53, DAPK, TRAIL-R1, -R2, -R3 e -R4, individualmente ou em combinação, apre-

senta no prognóstico dos doentes com MM. Com efeito, não encontrámos dife-

renças estatisticamente significativas na resposta à terapêutica de primeira linha, 

na sobrevivência livre de progressão e na sobrevivência global, nos doentes com e 
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sem a presença de metilação anómala das regiões promotoras dos genes estudados. 

Em concordância com os nossos, encontram-se os resultados das investigações 

de Seidl (2004) para os genes p15 e p16, de Galm (2004) para p15 e DAPK e de 

Gonzalez-Paz (2007) para o p16, que não encontraram relação entre a metilação 

dos genes mencionados e o prognóstico. Em desacordo com estes dados, estão os 

trabalhos de Chim (2001) e de Braggio (2010), que evidenciaram que a metilação 

do gene DAPK se relacionou com uma sobrevivência global inferior, assim como 

os de Mateos (2001) e de Galm (2001) que também encontraram uma associação 

entre a metilação de p16 e um prognóstico desfavorável. Relativamente à meti-

lação dos genes dos recetores do TRAIL, não encontrámos estudos publicados que 

tivessem feito esta análise, especificamente em doentes com MM. Contudo, de 

acordo com os nossos resultados, embora em doentes com glioblastoma, Vaitkienè 

(2013) descreve uma ausência de impacto da metilação de TRAIL-R3 e Skiriute (2012) 

de TRAIL-R1 no prognóstico destes doentes (Vaitkienè et al., 2013; Skiriute et al., 

2012). Num outro estudo, Criekinge (2013) descreveu uma sobrevivência livre de 

progressão inferior em doentes com carcinoma colorectal e metilação de TRAIL-R3 

(W. et al., 2013). 

Em resumo, a metilação anómala dos ilhéus CpG das regiões promotoras de 

alguns genes cruciais na regulação do ciclo celular, na apoptose e na supressão 

tumoral são eventos frequentes e precoces na imortalização dos plasmócitos, 

contribuindo para o desenvolvimento de GM. O que permanece controverso é a 

relevância da metilação anómala destes genes na evolução clonal de MGUS para 

MM, assim como a associação entre os eventos citogenéticos e epigenéticos no 

processo de mielomagénese e o impacto prognóstico da metilação do DNA nos 

doentes com MM.

5.2.	Estudos efetuados na linha celular de Mieloma 
Múltiplo NCI-H929

Os avanços terapêuticos ocorridos nas duas últimas décadas na abordagem do 

MM são inequívocos mas, como já previamente referido, insuficientes para a 

maioria dos doentes, que vêm a falecer na sequência de progressão do MM. Deste 

modo, a procura de fármacos com mecanismos de ação inovadores, assim como 

a combinação mais eficaz com agentes reconhecidamente ativos nesta patologia 

constituem desafios constantes para a comunidade científica.
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O bortezomib, um inibidor do proteasoma de primeira geração, representa o 

tratamento de eleição para um elevado número de doentes com MM, quer como 

abordagem de primeira linha, quer no contexto de recidiva ou refractariedade. 

Contudo, o desenvolvimento de resistência a este fármaco constitui um impor-

tante obstáculo ao sucesso da terapêutica e tem conduzido à pesquisa de novas 

estratégias de tratamento. 

No presente trabalho, investigámos numa linha celular de MM, as células NCI-H929, 

os efeitos citotóxicos de fármacos antineoplásicos, com diferentes mecanismos de 

ação e atuando em vias de sinalização relevantes para o MM, em monoterapia e 

em terapêutica de combinação com o bortezomib. Este fármaco está aprovado 

na terapêutica de doentes com MM, com eficácia amplamente demonstrada em 

inúmeros estudos e incluído em protocolos com diferentes combinações (Rosiñol 

et al., 2012; San Miguel et al., 2008b).

O mecanismo de ação do bortezomib subjacente à atividade antimieloma múltiplo 

é atualmente objeto de intenso estudo, com a inibição do proteasoma, a autofagia 

e a ativação da via de resposta às proteínas de stresse a desempenharem um papel 

crucial. Uma consequência da inibição do proteasoma relevante na fisiopatologia do 

MM é o bloqueio da atividade do NF-kB. Este bloqueio poderá parcialmente mediar 

a atividade do bortezomib no MM, uma vez que foram identificadas mutações 

ativadoras na via do NF-kB em cerca de 17% dos doentes com MM e em 41% das 

linhas celulares de mieloma humanas e parecem mediar o crescimento acelerado 

e a sobrevivência dos plasmócitos neoplásicos (Keats et al., 2007a; Annunziata 

et al., 2007; Li et al., 2008). Contudo, cerca de 35 a 50% das taxas de resposta ao 

bortezomib não podem ser totalmente explicadas por anomalias na via do NF-kB, 

sugerindo que outros alvos moleculares específicos, ou aspetos farmacocinéticos 

particulares, inerentes a cada doente possam desempenhar também um papel 

crucial. Foi igualmente observado que a resistência à terapêutica com bortezomib 

se desenvolve com frequência em doentes inicialmente sensíveis e que as mutações 

nas subunidades do proteasoma (Oerlemans et al., 2008) assim como a expressão 

de transportadores ABC possam ser apontados como mecanismos subjacentes. 

No entanto, os mecanismos envolvidos e que definem esta perda de resposta são 

largamente desconhecidos, bem como a forma de os ultrapassar. 

Assim, a compreensão dos mecanismos que contribuem para a sensibilidade à 

inibição do proteasoma poderão, não apenas prever a resposta à terapêutica, mas 

permitir um uso mais dirigido dos inibidores do proteasoma, tornando possível a 

utilização de combinações de fármacos, racionalmente desenhados, com ações 

sinérgicas (Zhu et al., 2011) que possam ressensibilizar as células tumorais à tera-

pêutica antineoplásica.
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Neste estudo, investigámos os efeitos do bortezomib em combinação com outros 

agentes, incluindo partenolide, everolimus, silibinina, ácido gambógico, decitabina 

e tricostatina A.

O partenolide, uma lactona sesquiterpena, constitui um inibidor natural do NF-kB, 

que se encontra aberrantemente ativado em diversas neoplasias. A silibinina induz a 

apoptose dependente e independente das caspases, diminui a expressão de survivina 

e conduz à translocação nuclear de AIF (apoptosis inhibitor factor). O everolimus, um 

inibidor do mTOR (mammalian target of rapamycin) bloqueia a tradução de proteínas 

relacionadas com a proliferação e a sobrevivência celulares. O ácido gambógico é 

uma xantona que inibe a proliferação e induz a apoptose das células neoplásicas, 

por inibição de proteínas antiapoptóticas, como a BCL-2 e a survivina e indução de 

P53, de BAX e de pró-caspase 3 (Wang et al., 2008; Zhao et al., 2004). 

Estes fármacos apresentaram atividade antineoplásica em diversas neoplasias; 

contudo, a sua utilização no contexto do MM é escassamente conhecida. Assim, foi 

nosso objetivo investigar os efeitos citotóxicos e antiproliferativos destes fármacos, 

quer em monoterapia, quer em associação com o bortezomib, na linha celular NCI-

H929, explorando a potencial atividade sinergística anti-mieloma entre compostos 

com mecanismos de acção complementares ou distintos.

Os nossos resultados mostraram que o everolimus, o partenolide, a silibinina e o 

ácido gambógico induzem uma redução significativa na viabilidade das células H929, 

dependente da dose e do tempo. Com efeito, após 72 horas de tratamento das 

células, o IC
50

 foi de 17,5 μM para o everolimus, 150 μM para a silibinina, 12,5 μM 

para o partenolide e 150 nM para o ácido gambógico. Observámos, ainda, que 

cada um destes compostos aumentava de forma variável o efeito citotóxico do 

bortezomib, quando combinado com baixas doses deste fármaco. No entanto, 

apenas o partenolide conduziu a um aumento significativo do efeito citotóxico do 

bortezomib (p<0,01). Por outro lado, os nossos resultados demonstram que estes 

fármacos induzem morte celular preferencialmente por apoptose, como eviden-

ciado pelos estudos morfológicos e por citometria de fluxo.

Todos estes agentes induziram morte celular por apoptose, que poderá ter sido 

mediada pelo aumento observado na expressão de caspases ativadas. Para além 

do efeito citotóxico, o everolimus evidenciou também um efeito antiproliferativo, 

induzindo o bloqueio G0/G1 na linha celular de MM estudada.

Os efeitos citotóxicos do partenolide já foram previamente demonstrados noutras 

linhas celulares e em xenotransplantes, nomeadamente de neoplasia da mama 

(D’Anneo et al., 2013). Da mesma forma que outros produtos naturais com 

propriedades antineoplásicas, o partenolide pode também afetar a progressão ao 

longo do ciclo celular e conduzir à apoptose, bloqueando as células na fase G2/M 
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(Kim et al., 2008; Liu et al., 2009; Negrin et al., 2010; Rozenblat et al., 2008) ou, 

por outro lado, bloqueando as células na fase G1/S (Cho et al., 2004). A ativação 

da P53 e a subsequente inativação da proteína 2 do controlo da divisão celular 

(CDK1) estão implicados no bloqueio G2/M, enquanto o bloqueio G1/S envolve 

a modulação de cinases dependentes da ciclina e dos seus ativadores, as ciclinas. 

Como referido, as neoplasias humanas caracterizam-se frequentemente pela inati-

vação do gene supressor tumoral p53. O partenolide ativa a P53, promovendo a 

ubiquitinação e a degradação do seu regulador negativo (Gopal et al., 2009).

No caso dos inibidores mTOR, foram publicados diversos estudos que mostraram 

atividade antitumoral destes agentes em neoplasias da próstata (Templeton 

et al., 2013), mama (Zagouri et al., 2012), pâncreas (Yim, 2012)  e gástricas (Doi 

et al., 2010). O everolimus foi formalmente aprovado em 2009 nos Estados Unidos 

da América para o tratamento do carcinoma de células renais avançado (Lu et al., 

2013). Lu e colaboradores avaliaram o efeito do everolimus em duas linhas celulares 

de MM, as células MM1.S e RPMI8226, e descreveram um efeito antiproliferativo 

mínimo deste fármaco (Lu et al., 2013). Contudo, as doses utilizadas por estes 

autores foram de 1000 nM, inferiores às utilizadas na presente investigação, na 

qual o IC
50

 foi atingido às 48 horas para a dose de 20 µM e às 24 horas na dose 

de 25 µM.

A silibinina é uma flavanona derivada da planta Silybum marianum e apresenta 

propriedades antineoplásicas, através dos seus efeitos antiproliferativos e antiangio-

génicos potentes (diminui a secreção de VEGF e a formação de capilares in vitro) em 

diversas linhas celulares humanas de neoplasias do cólon (Yang et al., 2003b), pulmão 

(Cufí et al., 2013), bexiga (Zeng et al., 2011) e próstata (Mora et al., 2002).

Os nossos resultados revelaram que a silibinina induz um efeito citotóxico signifi-

cativo, desencadeando a morte em cerca de 70% das células H929, após 72 horas 

de tratamento, de uma forma dependente da dose e do tempo. Verificámos que 

este efeito citotóxico se acompanha de um aumento da percentagem de células em 

apoptose (p<0,01), o que poderá estar relacionado com o aumento da expressão 

de caspases ativadas (p<0,05), como demonstram os nossos estudos de citometria 

de fluxo. Por outro lado, este fármaco não parece ter um efeito citostático, uma  

vez que não observámos um bloqueio significativo do ciclo celular.

Outros autores observaram citotoxicidade importante com a silibinina em células 

humanas de carcinoma da próstata (Agarwal et al., 2007), mama, pele, cólon, 

pulmão, rim e bexiga (Zeng et al., 2011). Ge e colaboradores (2011) demonstraram 

que a silibinina induz morte celular por apotose e por bloqueio do ciclo celular 

em linhas celulares humanas de carcinoma do pâncreas. As doses de silibinina 

usadas foram idênticas às do nosso trabalho e com resultados sobreponíveis no 
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que respeita à citotoxicidade e à ativação das caspases (Ge et al., 2011). Estes 

autores observaram ainda uma redução das células em fase S e um bloqueio do 

ciclo celular em G1 em apenas uma das três linhas celulares avaliadas (as células 

AsPC-1), sem efeitos evidenciados no ciclo celular nas outras duas linhas de células 

humanas de carcinoma do pâncreas (as células BxPC-3 e Panc-1), em concordância 

com os nossos resultados, uma vez que não verificámos efeitos significativos deste 

fármaco a nível do ciclo celular, nas células NCI-H929 (Ge et al., 2011). Estes dados 

evidenciam alguma seletividade e especificidade da silibinina  nas suas respostas 

biológicas em diferentes subtipos de células tumorais. De facto, foi previamente 

demonstrado que a silibinina induz os seus efeitos antineoplásicos através de 

mecanismos distintos em diferentes neoplasias (Zhang et al., 2013; Kaur et al., 

2009; Agarwal et al., 2007). No nosso trabalho, a combinação da silibinina com 

o bortezomib não conduz a uma ativação significativa das caspases. Agarwal 

e colaboradores (2003) já tinham observado na linha celular de carcinoma do 

cólon humano HT-29 que a silibinina induz a expressão de inibidores das cinases 

dependentes das ciclinas e causa apoptose independente da ativação das caspases 

(Agarwal et al., 2003).

O ácido gambógico é uma xantona derivada da resina de Garcinia hanburryi, uma 

planta que cresce, maioritariamente no sul da China, Cambodja, Vietname e Tailândia 

(Zhu et al., 2009). Diversos estudos demonstraram que o ácido gambógico apre-

senta atividade antitumoral, inibindo o crescimento de múltiplos subtipos celulares 

tumorais in vitro e in vivo. Estudos prévios demonstraram que o ácido gambógico 

suprime o crescimento de células tumorais de diversas neoplasias, como o carci-

noma do pulmão de pequenas células (Zhu et al., 2009), o carcinoma hepatocelular 

(Mu et al., 2010), o carcinoma da mama (Gu et al., 2009), o melanoma (Wang 

et al., 2009), o carcinoma gástrico (Wang et al., 2009) e a leucemia mieloide crónica 

(Li et al., 2009b; Shi et al., 2014). Foi recentemente descrito que o proteasoma 

poderia constituir um alvo molecular específico do ácido gambógico e que, em 

doses terapêuticas, este composto poderia exercer os seus efeitos antitumorais 

através, entre outros, da inibição do proteasoma (Li et al., 2013). 

O ácido gambógico foi utilizado em doses compreendidas entre 50 e 1000 nM, 

atingindo-se o IC
50

 às 48 horas, com a dose de 500 nM, tendo-se observado uma 

redução da viabilidade celular para valores inferiores a 20% às 72 horas, nas doses 

superiores ou iguais a 300nM. Os estudos de Zhang e colaboradores evidenciam 

que o IC
50

 relativo à inibição da atividade do proteasoma (250 nM a 750 nM), 

está dentro da gama de concentrações necessárias para induzir citotoxicidade nas 

células tumorais (IC
50

 de 500 a 1500 nM) (Zhang et al., 2004). Os mesmos autores 

consideram que estes dados são indicadores que a inibição do proteasoma possa 

ser um pré-requisito para o bloqueio da proliferação e da morte celular indu-
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zidas pelo ácido gambógico. Estudos mais recentes avaliaram os efeitos do ácido 

gambógico na linha celular de MM, NCI-H929, e observaram resultados idênticos 

aos nossos. Com efeito, doses inferiores a 1000 nM resultaram na inibição quase 

completa da viabilidade celular e na indução da morte das células H929 (Li et al., 

2013). Estes autores avaliaram ainda se o ácido gambógico seria um inibidor 

direto do proteasoma e verificaram que apenas doses de 10-50 μM apresentavam 

uma inibição parcial do proteasoma 20S (IC
50

 25 μM), demonstrando que o ácido 

gambógico não é um inibidor potente do proteasoma (Li et al., 2013). Outros 

autores demonstraram que a angiogénese constitui também um alvo importante 

deste composto, o que se traduz num bloqueio da sinalização mediada pelo VEGF, 

um fator de crescimento importante para as células tumorais no MM, podendo 

contribuir para os efeitos antiproliferativos e citotóxicos observados com o ácido 

gambógico (Yi et al., 2008).

Por outro lado, a associação do ácido gambógico (na dose de 50 nM) com o borte-

zomib (1 nM) não resultou num aumento do efeito citotóxico deste, comparativa-

mente à sua utilização em monoterapia, provavelmente devido às reduzidas doses 

utilizadas, inferiores às que resultam num efeito citotóxico significativo (Zhang 

et al., 2004; Li et al., 2013).

Em resumo, quando associámos o everolimus, a silibinina e o ácido gambógico 

ao bortezomib, não observámos um aumento significativo na percentagem de 

células H929 em apoptose, comparativamente ao tratamento com bortezomib 

em monoterapia. Este facto deve-se, muito provavelmente, à utilização de doses 

reduzidas dos compostos associados, uma vez que os mesmos em monoterapia 

e em doses superiores apresentam um efeito citotóxico significativo. Contudo, a 

associação do partenolide (na dose de 5 µM) ao bortezomib (1 nM) conduziu a um 

efeito citotóxico sinérgico traduzido num aumento significativo da percentagem 

de células em apoptose (p=0,004).

A avaliação morfológica das células H929 tratadas com everolimus, partenolide, 

silibinina e ácido gambógico permitiu identificar, nos esfregaços, algumas caracte-

rísticas de células em apoptose inicial, como a presença de projeções citoplasmá-

ticas (blebbing) e também alterações típicas de estádios mais avançados de morte 

celular por apoptose, nomeadamente a condensação da cromatina, a retração do 

volume celular e o aparecimento de corpos apoptóticos.

Por último, com o objetivo de analisarmos o efeito de compostos com mecanismos 

de ação inovadores na linha celular de MM, investigámos a atividade de dois modu-

ladores epigenéticos, o inibidor da metiltransferase do DNA decitabina e o inibidor 

da desacetilase das histonas tricostatina A, em monoterapia, em associação com 

o bortezomib e em associação um com o outro. A decitabina induz a hipometi-
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lação do DNA em genes específicos das células neoplásicas. Em particular, causa 

hipometilação da região promotora do gene da caspase 8, restaurando a apoptose 

nestas células (Gopisetty et al., 2006).

No caso da decitabina, foram utilizadas doses compreendidas entre 1 e 50 μM, não 

se tendo atingido o IC
50

 até às 72 horas, mesmo com doses fracionadas, adminis-

tradas às 0, 24 e 48 horas. Apesar de se ter verificado uma redução significativa na 

viabilidade celular com doses reduzidas (1 μM) de decitabina (p=0,03), não obser-

vámos um aumento relevante da apoptose, o que sugere que, em baixas doses, 

este fármaco desencadeia morte celular preferencialmente não apoptótica. Quando 

as células H929 foram tratadas com doses superiores (50 μM), verificou-se que a 

decitabina induzia morte celular por apoptose (p<0,05). Vários autores referiram 

que os hipometilantes têm sobretudo um efeito desmetilante em baixas doses, 

sendo o efeito citotóxico evidenciado apenas para doses mais elevadas (Christman 

et al., 1983; Christman, 2002; Raj & Mufti, 2006; Leone et al., 2008).

A tricostatina A foi utilizada em doses que variaram entre 100 e 1000 nM e, tal 

como com a decitabina, não se atingiu o IC
50

 até às 72 horas, nem efeitos cito-

tóxicos diferentes entre a administração em dose única às 0 horas ou em doses 

fracionadas às 0, 24 e 48 horas. Da mesma forma que no caso anterior, também 

a tricostatina A não potenciou o efeito do bortezomib mas, ao invés do observado 

com a decitabina, induziu morte celular por apoptose, mesmo em doses reduzidas 

(100 nM) (p<0,01). A associação dos dois moduladores epigenéticos desencadeia 

apoptose numa percentagem significativamente superior de células comparativa-

mente à decitabina em monoterapia mas não em comparação com a tricostatina 

A, sugerindo que o efeito antiapoptótico seja predominantemente mediado pela 

tricostatina A. O mesmo se verificou em relação à ativação das caspases, apenas 

desencadeada por doses mais elevadas de decitabina e, no caso da tricostatina A, 

este efeito foi observado mesmo com doses reduzidas. A nível do ciclo celular, os 

efeitos da decitabina em baixa dose foram limitados, como esperado. Relativamente 

à tricostatina A e à decitabina em doses mais elevadas, os seus efeitos antiprolife-

rativos na linha celular em estudo traduziram-se num aumento do pico apoptótico, 

numa diminuição das células em fase S e num bloqueio em fase G0/G1 e G2/M. 

Em concordância com os nossos resultados, os estudos de Liu e colaboradores 

(2011) em células humanas de melanoma demonstraram que a decitabina exerce 

os seus efeitos antiproliferativos de uma forma dependente do tempo e da dose, 

predominantemente associados ao bloqueio do ciclo celular na fase G2/M e à 

indução de diferenciação e não à apoptose (Liu et al., 2011).

A associação dos dois moduladores epigenéticos já tinha sido avaliada em três 

linhas celulares de tumores endócrinos pancreáticos, tendo-se demonstrado um 

efeito sinérgico na inibição da proliferação destas células, maioritariamente devido 
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à morte celular por apoptose (Cecconi et al., 2009). Tal como no nosso estudo, o 

tratamento combinado não aumentou significativamente o efeito citostático obtido 

com a tricostatina A, sugerindo que o mesmo seja devido maioritariamente a este 

modulador epigenético. Os mesmos autores verificaram ainda que o bloqueio no 

ciclo celular ocorreu em fases distintas nas diferentes linhas celulares estudadas 

(G0/G1 numa e G2/M nas outras duas linhas) (Cecconi et al., 2009). Um outro 

estudo avaliou também os efeitos combinados da decitabina e da tricostatina A 

em linhas celulares de leucemia mieloblástica aguda e os autores verificaram um 

aumento da apoptose após a administração conjunta destes fármacos relativa-

mente à decitabina em monoterapia mas não em relação à tricostatina A isolada. 

Por outro lado, demonstraram que a associação induzia a reexpressão de maior 

número de genes, alguns dos quais que programam a diferenciação celular, o que 

resulta na redução da sobrevivência das células leucémicas, comparativamente à 

monoterapia (Momparler et al., 2014). 

No nosso estudo, uma vez que a associação incluíu a decitabina com uma dose 

muito reduzida, com a qual não evidenciámos efeitos pró-apoptóticos, a sua asso-

ciação com a tricostatina A foi sinérgica na indução da apoptose se a compararmos 

com a decitabina em monoterapia. Contudo, demonstrámos que as propriedades 

pró-apoptóticas da associação são devidas maioritariamente aos efeitos da tricos-

tatina A. A ação demonstrada pela tricostatina A nas células H929 sugere outro 

mecanismo epigenético de silenciamento de genes já descrito em diversas linhas 

celulares, nomeadamente de leucemia mieloblástica aguda, que é a conversão 

da cromatina aberta numa configuração compacta por ação das HDAC. A sua 

importância é realçada pela interação da decitabina com HDACIs para reativar 

genes supressores tumorais silenciados e inibir o crescimento de células leucémicas 

(Momparler et al., 2014). 

Os nossos resultados sugerem que compostos com diferentes mecanismos de ação, 

como o everolimus, a silibinina e o ácido gambógico possam potenciar a atividade 

do bortezomib, ainda que apenas o partenolide tivesse resultado num aumento 

significativo do efeito citotóxico do bortezomib (p<0,01). Esta associação poderá 

contribuir para ultrapassar ou reduzir a probabilidade de resistências a este fármaco, 

podendo constituir uma nova estratégia terapêutica em doentes com MM.
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O mieloma múltiplo (MM) é uma patologia hemato-oncológica muito hetero-

génea e complexa, com inúmeros mecanismos envolvidos na sua etiopatogenia. 

Os eventos determinantes na transição do estado pré-maligno de MGUS para MM  

são amplamente desconhecidos, bem como a caracterização do clone maligno e 

da sua contraparte normal, no que respeita à expressão de moléculas relevantes 

em processos celulares fundamentais, como a apoptose, o ciclo e o crescimento 

celulares e de outras moléculas relevantes na resposta à terapêutica ou resultantes 

de interações com células do microambiente tumoral.

Neste trabalho, demonstramos que os plasmócitos fenotipicamente não neoplá-

sicos dos doentes com GM apresentam características moleculares distintas, não 

apenas em relação aos plasmócitos neoplásicos destes doentes, mas também 

comparativamente aos plasmócitos dos controlos não neoplásicos, o que realça a 

sua eventual importância no processo de desenvolvimento das GM.

As diferenças observadas na expressão das moléculas avaliadas entre os plasmó-

citos CD138+/CD19+ e CD138+/CD19- foram significativas, quer nos  doentes 

com MM, quer nos doentes com MGUS.

Assim, nos doentes com MM, verificámos que os plasmócitos CD138+/CD19+ 

apresentam um aumento da expressão de TRAIL-R3, TNF-a, P53 e NF-kB, assim 

como uma diminuição da expressão de VEGF quando comparados com os plas-

mócitos CD138+/CD19- (p<0,05). Por outro lado, nos doentes com MGUS, obser-

vámos uma expressão aumentada de BCL-2, de TRAIL-R2, de FAS e diminuída de 

TRAIL–R3 e de VEGF nos plasmócitos com fenótipo não neoplásico relativamente 

aos plasmócitos neoplásicos (p<0,05).

Nos subgrupos de doentes com MGUS e com MM, observámos um aumento 

da expressão de glicoproteína P citoplasmática nos plasmócitos CD138+/CD19- 

relativamente aos CD138+/CD19+ (p<0,05). Estes dados confirmam a expressão 

CONCLUSÃO 6
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diferencial de proteínas relevantes na patogénese do MM e na resistência à tera-

pêutica, entre plasmócitos tumorais e não tumorais, não apenas nos doentes 

com MM, mas também nos doentes com MGUS. O aumento da expressão de 

glicoproteína P citoplasmática, nos plasmócitos CD138+/CD19- relativamente aos 

que apresentam fenótipo não neoplásico evidencia a relevância desta proteína na 

resistência do clone maligno à terapêutica, que é frequentemente observada nos 

doentes com MM.

Os plasmócitos CD138+/CD19+ dos doentes com MGUS, MMI e MM apresentam 

níveis de expressão de NF-kB inferiores relativamente aos controlos (p<0,05), 

sem diferenças significativas entre os diversos subgrupos de GM. Por outro lado, 

observámos nos doentes com GM (MGUS, MMI e MM) níveis de expressão de 

NF-kB inferiores nos plasmócitos CD138+/CD19- relativamente aos plasmócitos 

CD138+/CD19+ (p<0,05) e aos controlos não neoplásicos (p<0,01). O facto de não 

terem sido observadas diferenças significativas neste fator de transcrição entre os 

doentes com GM, sugere que a expressão de NF-kB poderá ser um evento precoce 

na mielomagénese, não sendo particularmente relevante na progressão de MGUS 

para MM. No entanto, os níveis de expressão deste fator de transcrição parecem 

influenciar o prognóstico do MM e, deste modo, a sobrevivência dos doentes. Veri-

ficámos que os níveis de expressão de NF-kB superiores a 25 MIF e de FAS ligando 

iguais ou superiores a 20 MIF nos plasmócitos CD138+/CD19- se associam a um 

benefício na sobrevivência global dos doentes com MM (p=0,022). Estes resultados 

parecem estar relacionados com o efeito do NF-kB na expressão de FAS ligando, o 

que poderá contribuir para sensibilizar os plasmócitos tumorais à apoptose.

Nos plasmócitos CD138+/CD19+, a análise multivariada dos resultados do presente 

trabalho (regressão logística) identificou o aumento da expressão de TRAIL-R2 

(superior a 29,5 MIF), de P53 (superior a 36,5 MIF), do recetor do VEGF (superior 

a 26,5 MIF), da MRP-1 membranar (superior a 29,5 MIF) e da gp-P citoplasmática 

(superior a 27,5 MIF), assim como a redução da expressão de ciclina D1 (inferior 

a 38,5 MIF), como marcadores com capacidade preditora independente de diag-

nóstico de GM.

Por outro lado, os plasmócitos com o fenótipo CD138+/CD19- dos doentes com 

GM apresentam, no geral, diminuição da expressão das moléculas pró-apoptóticas 

estudadas relativamente aos plasmócitos CD138+/CD19+, o que pode contribuir 

para a resistência à apoptose e consequente falência da terapêutica.

Quando comparada a expressão das moléculas analisadas neste trabalho, nos plas-

mócitos CD138+/CD19+ dos doentes com MM e com MGUS, verificámos que, nos 

doentes com MM, a diminuição da expressão da proteína TRAIL-R2 (inferior a 56,5 MIF), 

da survivina (inferior a 45,5 MIF), da razão entre as moléculas pró e antiapoptóticas 
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TRAIL-R1+R2/TRAIL-R3+R4 (inferior a 1,22), dos níveis de ciclina D1 (inferiores a 

43,5 MIF) e da gp-P citoplasmática (inferior a 67,5 MIF), bem como o aumento 

da expressão da gp-P membranar (superior a 34,5 MIF) foram reconhecidas, em 

análise multivariada, como apresentando potencial discriminatório entre os doentes 

com estes dois subtipos de GM (p<0,05); nos plasmócitos CD138+/CD19-, apenas 

o TRAIL-R2 superior a 34,5 MIF e o VEGF superior a 23,5 MIF apresentaram esse 

potencial (p<0,05).  Estes dados destacam a relevância da expressão destas molé-

culas nos plasmócitos com diferentes fenótipos na progressão de MGUS para MM, 

podendo constituir eventuais biomarcadores de progressão.

Quando avaliada a influência da expressão das moléculas em estudo na resposta 

à terapêutica com bortezomib em primeira linha, verificámos que os plasmócitos 

CD138+/CD19- dos doentes com resposta ao bortezomib apresentam níveis de 

expressão de NF-kB significativamente superiores relativamente ao observado 

nos doentes que não responderam a este fármaco (p=0,032). Nos plasmócitos 

CD138+/CD19+, não foi observada diferença na expressão de NF-kB entre os 

doentes com e sem resposta ao bortezomib. Além disso, os níveis de expressão 

de NF-kB superiores a 25 MIF nos plasmócitos CD138+/CD19- associam-se a uma 

sobrevivência global mais longa, enquanto os níveis de expressão do NF-kB nos 

plasmócitos CD138+/CD19+ não apresentaram impacto na sobrevivência. Estes 

resultados sugerem a relevância do nível de expressão de NF-kB em plasmócitos 

CD138+/CD19- como um potencial biomarcador de resposta ao bortezomib e/ou 

de prognóstico em doentes com MM. No entanto, estudos multicêntricos envol-

vendo mais doentes deverão ser realizados para confirmar estes dados.

A relação entre a expressão das moléculas em estudo e as características clinico-labora-

toriais evidenciou que os doentes com MM com ISS I ao diagnóstico apresentam uma 

percentagem significativamente superior de plasmócitos com o fenótipo patológico 

a expressar FAS e inferior a expressar TRAIL-R2 comparativamente aos doentes num 

estádio mais avançado (ISS III) (p<0,05). Pelo contrário, nos plasmócitos CD138+/

CD19+, observámos níveis de expressão de caspase 3 significativamente inferiores 

nos doentes com ISS I relativamente aos doentes com ISS II ou III (p<0,05).  

Os doentes com a t(11;14) apresentaram níveis de expressão superiores de BCL-2 

e de ciclina D1 nos plasmócitos CD138+/CD19-, enquanto os doentes com 

a t(14q32) apresentam níveis de expressão significativamente mais elevados 

de TRAIL-R2 e R3 e com anomalias do cromossoma 1 de TNF-a e de TRAIL-R3, 

comparativamente aos que não apresentam qualquer alteração citogenética. 

Estes dados demonstram que poderão existir interações entre a expressão das 

referidas moléculas e as características citogenéticas presentes ao diagnóstico, 

nos doentes com MM.
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A avaliação do perfil de metilação mostrou que mais de 80% dos doentes com 

GM apresentam, pelo menos, um gene metilado e mais de 50%, pelo menos, 

dois genes metilados dos oito analisados (p15, p16, p53, DAPK, TRAIL-R1, R2, R3 

e R4). Os nossos estudos mostram que a metilação anómala dos ilhéus CpG das 

regiões promotoras de genes cruciais na regulação do ciclo celular, na apoptose e 

na supressão tumoral são eventos frequentes e precoces, importantes na imorta-

lização dos plasmócitos, que conduzem ao desenvolvimento de GM, mas sem um 

papel demonstrado na sua progressão para MM. O gene do recetor antiapoptótico 

R3 do TRAIL (TRAIL-R3 ou TRAIL-DcR1) é o que se encontra mais frequentemente 

metilado nos doentes com GM (61%). Não foram observadas diferenças rele-

vantes entre os subgrupos de GM, o que sugere que a metilação anómala, apesar 

de ser um evento epigenético frequente nas GM, parece não ser determinante na 

progressão de MGUS para MM. Contudo, foi encontrada uma associação entre a 

presença de metilação anómala do gene do recetor R3 do TRAIL nos doentes com 

MM e uma maior probabilidade de recidiva (p<0,05), o que sugere uma eventual 

maior agressividade do clone tumoral. Contudo, este facto não se traduziu num 

impacto significativo nas sobrevivências global e livre de progressão. Relativamente 

aos outros genes estudados, não foi encontrada nenhuma associação entre a estado 

de metilação e a resposta à terapêutica, a sobrevivência livre de progressão ou a 

sobrevivência global, o que reforça a importância da metilação na fase inicial da 

doença e não na sua progressão.

Os estudos in vitro para avaliação do potencial terapêutico de novos fármacos diri-

gidos a alguns dos alvos moleculares estudados, assim como dos seus mecanismos 

de ação mostram que o everolimus, o partenolide, a silibinina, o ácido gambógico, 

a tricostatina A e a decitabina em doses elevadas desencadeiam uma citotoxicidade 

significativa na linha celular humana de MM analisada (as células NCI-H929), de 

forma dependente da dose e do tempo, induzindo morte celular por apoptose, 

através de mecanismos dependentes das caspases. Os nossos resultados eviden-

ciam ainda, para além do efeito citotóxico, um efeito antiproliferativo traduzido 

por um bloqueio do ciclo celular na fase G0/G1 e por uma diminuição significativa 

da percentagem de células NCI-H929 em fase S, após tratamento com everolimus, 

partenolide, tricostatina A e decitabina. Observámos, ainda, que dos compostos 

analisados, apenas o partenolide demonstrou um incremento significativo do efeito 

citotóxico do bortezomib, quando combinado com baixas doses deste fármaco, 

potenciando a sua atividade, o que poderá contribuir para ultrapassar ou reduzir 

a probabilidade de resistências a este fármaco e constituir novas estratégias tera-

pêuticas em doentes com MM.
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DIREÇÕES FUTURAS

Os estudos desenvolvidos nesta Tese abrem perspetivas na etiopatogenia das GM, 

destacando a relevância dos plasmócitos com fenótipo não neoplásico e de alguns 

biomarcadores moleculares com potencial no diagnóstico, na progressão e no 

prognóstico  de doentes com GM, bem como eventuais novos alvos terapêuticos. 

Contudo, para a validação dos nossos resultados, é necessário: 

–	 Incluir mais doentes da amostra, alargando o estudo a outros centros, através 

de uma colaboração mais ativa com o Grupo Português de Mieloma Múltiplo 

(GPMM).

–	 Estudar doentes com MMRR e com MGUS em progressão para MMI e/ou para 

MM.

–	 Prosseguir o estudo da população de plasmócitos com fenótipo não neoplá-

sico de forma a compreender-se melhor as interações que estabelece com as 

outras células do microambiente tumoral, a sua importância na evolução e no 

comportamento do próprio clone maligno, bem como a forma como este pode 

ser modulado pela sua contraparte normal, tal como o é por outras células do 

microambiente.

–	 Quantificar a metilação génica dos genes estudados e de outros com um papel 

relevante nos mecanismos etiopatogénicos das GM, como genes que codificam 

as ciclinas, a interleucina-6, o NF-kB, o IkB, entre outros.

–	 Avaliar o contributo de polimorfismos em genes que codificam as proteínas 

analisadas neste trabalho no risco de desenvolvimento e/ou de progressão de 

GM.

–	 Avaliar o efeito de novos fármacos com mecanismos de ação inovadores nas 

células dos doentes com MM, ao diagnóstico e na recidiva, em monoterapia 

e em associação com fármacos já utilizados na prática clínica, como inibidores 

do proteasoma (como o bortezomib e o carfilzomib) e fármacos imunomodu-

ladores (como a lenalidomida e a pomalidomida).

–	 Estudar a eficácia terapêutica de novas combinações de fármacos avaliados neste 

trabalho, nomeadamente com imunomoduladores, analisar os seus mecanismos 

de ação e identificar o esquema de associação mais eficaz (doses e intervalo de 

administração).

–	 Realizar culturas celulares tridimensionais para avaliação da eficácia dos fármacos 

em estudo e para uma melhor aproximação ao modelo in vivo.
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Avaliação da percentagem de plasmócitos (%) que expressam moléculas pró-apop-
tóticas e respetivos níveis de expressão, em doentes com gamapatias monoclonais 
e em controlos não neoplásicos

TABELA  A1

A N E X O
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Avaliação da percentagem de plasmócitos (%) que expressam moléculas anti-	
apoptóticas e respetivos níveis de expressão, em doentes com gamapatias monoclo-
nais e em controlos não neoplásicos

TABELA  A2

Determinação da percentagem de plasmócitos (%) que expressam p53 e ciclina D1 
e respetivos níveis de expressão, em doentes com gamapatias monoclonais e em 
controlos não neoplásicos

TABELA  A3

Determinação da percentagem de plasmócitos (%) que expressam conjugados de 
ubiquitina (UBQ) e NF-kB e respetivos níveis de expressão, em doentes com gama-
patias monoclonais e em controlos não neoplásicos

TABELA  A4
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Avaliação da média da percentagem de plasmócitos (%) com fenótipos CD138+/
CD19+ e CD138+/CD19- de doentes com gamapatias monoclonais e de plasmó-
citos CD138+/CD19+ de controlos não neoplásicos (Ctr) que expressam o fator de 
crescimento do endotélio vascular (VEGF), a interleucina-6 (IL-6), os seus recetores	
(VEGF-Rec e IL-6 Rec), e respetivos níveis de expressão, expressos em média de 
intensidade de fluorescência (MIF)

TABELA  A5

Avaliação da expressão das proteínas MRP-1 citoplasmática, MRP-1 membranar, 
Glicoproteína P citoplasmática e Glicoproteína P membranar nos plasmócitos CD138+/
CD19+ e CD138+/CD19- em doentes com gamapatias monoclonais e em controlos 
não neoplásicos

TABELA  A6



252

Estado de metilação dos genes p15, p16, p53, DAPK, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3 e 
TRAIL-R4 nos doentes com gamapatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS) 
(A), mieloma múltiplo indolente (MMI) (B) e mieloma múltiplo sintomático (MM) (C), 
mieloma múltiplo em recidiva/refratário (D) e em controlos não neoplásicos (E).

Os retângulos a vermelho representam presença de metilação e os retângulos em branco indicam 
ausência de metilação do gene em análise. Cada linha representa um doente.

FIGURA A1

(cont.)
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