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RESUMO 

 

O mieloma múltiplo (MM) é a segunda neoplasia hematológica mais frequente, decorrente da 

proliferação de plasmócitos produtores de proteína monoclonal, afetando majoritariamente a 

população idosa. Na última década, os avanços terapêuticos têm possibilitado aumento da 

sobrevida global dos pacientes, contudo a doença permanece incurável. Protocolos terapêuticos 

combinando agentes alquilantes, imunomoduladores, imunossupressores e imunoterapia 

induzem a uma alteração imunológica ainda pouco compreendida. O objetivo deste estudo foi 

caracterizar subpopulações linfocitárias em pacientes com Mieloma Múltiplo elegíveis ao 

Transplante Autólogo de Células-Tronco Hematopoiéticas (TACTH), utilizando a terapia de 

primeira linha com ciclofosfamida, talidomida, dexametasona associado ao daratumumabe 

(CTd-Dara), anticorpo monoclonal anti-CD38. Entre 2018 e 2022, 23 pacientes com MM 

recém-diagnosticados tiveram seus perfis linfocitários analisados em cinco momentos distintos 

e a resposta terapêutica monitorada por Next-Generation Flow (NGF), através da pesquisa de 

doença residual mensurável (DRM). Observou-se que o tratamento induziu mudanças 

significativas no perfil linfocitário, com destaque para a diminuição de linfócitos B e células 

NK. A composição das subpopulações de linfócitos B alterou significativamente ao longo do 

tratamento. Na avaliação de variáveis prognósticas, a expressão da molécula CD38 na 

superfície dos plasmócitos, revelou-se um marcador promissor, correlacionando-se a menores 

níveis de DRM para esta terapia e ao sistema R-ISS. Embora as subpopulações linfocitárias e 

as Células Tumorais Circulantes (CTCs) não tenham alcançado significância estatística em 

termos prognósticos, elas indicam um padrão que merece uma investigação mais aprofundada. 

Estes resultados enriquecem nossa compreensão sobre os efeitos imunomoduladores de terapias 

no MM e sinalizam caminhos para otimizar tratamentos e monitoramento de pacientes. 

 

Palavras-Chave: Mieloma Múltiplo. CTd. Daratumumabe. CD38. Plamócitos. 

Imunomoduladores.  

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Multiple Myeloma (MM) is the second most common hematological malignancy, resulting 

from the proliferation of monoclonal protein-producing plasma cells, predominantly affecting 

the elderly population. In the last decade, therapeutic advances have led to an increase in the 

overall survival of patients, however the disease remains incurable. Therapeutic protocols 

combining alkylating agents, immunomodulators, immunosuppressants, and immunotherapy 

induce an immunological shift that is still not fully understood. The aim of this study was to 

characterize lymphocyte subsets in patients with Multiple Myeloma eligible for Autologous 

Stem Cell Transplant (ASCT) using first-line therapy with cyclophosphamide, thalidomide, 

dexamethasone combined with daratumumab (CTd-Dara), an anti-CD38 monoclonal antibody. 

Between 2018 and 2022, 23 newly-diagnosed MM patients had their lymphocyte profiles 

analyzed at five distinct time points, and the therapeutic response was monitored by Next-

Generation Flow (NGF), through the detection of measurable residual disease (MRD). It was 

observed that the treatment induced significant changes in the lymphocyte profile, with 

emphasis on the decrease in B cells and NK cells. The composition of the B cell subsets changed 

significantly throughout the treatment. When evaluating prognostic variables, the expression of 

the CD38 molecule on the surface of plasma cells emerged as a promising marker, correlating 

with lower MRD levels for this therapy and the R-ISS system. Although the lymphocyte 

subpopulations and Circulating Tumor Cells (CTCs) did not achieve statistical significance in 

prognostic terms, they indicate a pattern warranting further investigation. These findings 

enhance our understanding of the immunomodulatory effects of therapies in MM and signal 

ways to optimize treatments and patient monitoring. 

 

Keywords: Multiple Myeloma. CTd. Daratumumab. CD38. Plasma Cell. Immunomodulators. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

CAR-T – Receptor Antigênico Quimérico de Células T 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O mieloma múltiplo, também conhecido como doença de Kahler ou mielomatose, é uma 

neoplasia hematológica caracterizada pela proliferação de células plasmocitárias produtoras de 

uma proteína monoclonal. Esta proliferação afeta a medula óssea e frequentemente invade o 

tecido ósseo adjacente, resultando em dor e fraturas ósseas, além de causar hipercalcemia, 

anemia, disfunção renal e lesões ósseas (1). Embora seja uma doença rara, o MM é a segunda 

neoplasia hematológica mais comum, com altas taxas de morbidade e mortalidade, sendo, até 

o momento, considerado incurável (2). A taxa de mortalidade é especialmente elevada em 

países latino-americanos devido às dificuldades de acesso ao diagnóstico e às terapias 

disponíveis (3). 

O tratamento do MM tem evoluído ao longo das últimas décadas, saindo de abordagens 

exclusivamente quimioterápicas para protocolos que combinam diferentes drogas com 

mecanismos de ação específicos nas células tumorais. Nesse contexto, o marcador CD38 tem 

emergido como um alvo terapêutico promissor para o tratamento do MM. O CD38 é um 

marcador confiável para a identificação de plasmócitos, sejam eles normais ou neoplásicos, e 

seu alto nível de expressão e função como receptor e ectoenzima o tornam uma opção potencial 

para terapias direcionadas ao MM (4).  

Dada a gravidade da doença e a falta de cura até o momento, com baixas taxas de 

sobrevida global, torna-se essencial a realização de novos estudos de protocolos terapêuticos. 

O tratamento do MM envolve a combinação de drogas como quimioterapia, 

imunomoduladores, inibidores de proteassoma e imunoterapias. No entanto, apesar dos avanços 

terapêuticos, a heterogeneidade do MM, continua a apresentar desafios, levando a falhas 

terapêuticas e à busca constante por novas opções de tratamento (5,6). 

O objetivo principal é contribuir para um maior entendimento das bases imunológicas 

do MM, visando potencialmente auxiliar no desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e 

personalizados para os pacientes afetados por essa neoplasia. Portanto, torna-se essencial a 

avaliação inédita da combinação das drogas Ciclofosfamida, Talidomida e Dexametasona, 

TACTH associados ao anticorpo monoclonal anti-CD38 (Daratumumab) em primeira linha. A 

adição da imunoterapia específica, em conjunto com essas drogas imunomodulatórias e o 
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transplante, pode induzir respostas imunológicas ainda desconhecidas, tornando imprescindível 

o conhecimento do comportamento linfocitário diante dessas combinações terapêuticas. 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

Os distúrbios de células plasmocitárias são neoplasias monoclonais que se desenvolvem 

a partir de progenitores comuns na linhagem linfoide B. Mieloma Múltiplo, Macroglobulinemia 

de Waldenström, amiloidose primária e doenças de cadeia pesada são exemplos desse grupo 

que podem ser denominados como gamopatias monoclonais, paraproteinemias, discrasias 

plasmocitárias e disproteinemias (7,8). 

Embora já existissem outros casos anteriores, o primeiro relato de caso envolvendo o 

MM foi descrito por Samuel Solly, em 1844, quando foi caracterizado dois pacientes que 

apresentaram sintomas como fadiga, dores ósseas e fraturas múltiplas. Entretanto, o caso que 

levou melhor conhecimento sobre a doença, neste mesmo ano, foi de Thomas Alexander 

McBean, “um comerciante respeitável”, no qual foi possível realizar o estudo não apenas da 

autópsia, como também da urina (9). 

 

2.1 EPIDEMIOLOGIA 

 

O Mieloma Múltiplo é uma doença que está mais relacionada com a população idosa, e 

com aumento da longevidade da população mundial, teve como consequência a maior 

incidência de casos. De 1990 a 2016, os casos incidentes aumentaram 126% no mundo e 40% 

nos EUA (10). O Brasil, em 2020, apresentou 2,0 casos novos por 100.000 habitantes, 

prevalência de 6,4 casos por 100.000 habitantes e mortalidade de 4.293 indivíduos 

diagnosticados com MM (11). 
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Figura 1: Mapa exibindo a taxa de incidência estimada por 100.000 habitantes no mundo, em 

2020.  
Fonte: Dados obtidos de GLOBOCAN 2020. (11)  

 

2.2 PATOGÊNESE E DESFECHO CLÍNICO 

 

A patogênese do mieloma múltiplo tem sua origem na translocação que ocorre no locus 

de uma das cadeias de imunoglobulina (Ig), levando a instabilidade genética e desenvolvimento 

da gamopatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI). Inicialmente, a GMSI é uma 

condição assintomática que pode progredir para um estágio intermediário conhecido como MM 

assintomático, também denominado de MM smoldering. Com sucessivas mutações nos 

precursores das células linfoides B, os plasmócitos tumorais maduros são formados, 

caracterizados por sua capacidade de proliferar independentemente de estímulos estromais e 

apresentando resistência à apoptose. Esses eventos levam à infiltração da medula óssea e ao 

desenvolvimento de lesões líticas. A progressão da doença também pode permitir a infiltração 

da doença em sítio extramedular, como no sangue periférico levando a uma leucemia de células 

plasmocitárias ou em ossos, tecidos moles e órgãos levando ao plasmocitoma (12,13). 

O Mieloma Múltiplo é um distúrbio neoplásico de células plasmocitárias que se 

caracteriza pela proliferação clonal de plasmócitos malignos na medula óssea, associada à 

presença de proteína monoclonal em sangue periférico ou na urina e, no mínimo, uma disfunção 

orgânica associada, como dores ou fraturas ósseas, insuficiência renal, susceptibilidade a 
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infecções, anemia e hipercalcemia. Outras anormalidades com menores frequências incluem 

distúrbios de coagulação, sintomas neurológicos e hiperviscosidade sanguínea (14). 

Estudos crescentes sobre MM têm mostrado que o sistema imunológico é disfuncional 

ou prejudicado na doença de fase ativa, com diminuição dos níveis de imunoglobulina normais 

(15). Pacientes com MM apresentam uma redução de linfócitos B tanto em sangue periférico 

quanto na medula óssea. Isso pode estar relacionado a pacientes com MM apresentarem 

menores percentuais de linfócitos B naive, em comparação com indivíduos saudáveis e 

portadores de GMSI (16) e menores níveis de IL‐4, citocina importante na indução de respostas 

imunes e proliferação das células B. A supressão das células B sanguíneas também pode ser 

maior em pacientes com células plasmocitárias circulantes, pois esses pacientes têm níveis mais 

altos de tumor medular e, portanto, provavelmente terão maior supressão da produção de células 

B (17).  

Uma variedade de fatores possibilita um aumento na susceptibilidade para doenças 

infecciosas em pacientes com MM. Dentre esses fatores pode-se destacar 

hipogamaglobulinemia, funcionalidade prejudicada dos linfócitos, imunossupressão por 

agentes esteroides, neutropenia secundária à quimioterapia ou infiltração da medula óssea por 

células neoplásicas. A relação entre as células plasmáticas do mieloma e o microambiente da 

medula óssea é fundamental para a manutenção da doença. As células tumorais e células 

estromais interagem através de moléculas de adesão e redes de citocinas para promover 

simultaneamente a sobrevivência de células tumorais, resistência a drogas, angiogênese e 

metabolismo ósseo desordenado (18). 

2.3 DIAGNÓSTICO 

 

O diagnóstico do MM é composto de um conjunto de exames para definição e avaliação 

prognóstica da doença, como avaliação clínica, exames laboratoriais, mielograma e exames de 

imagem. O diagnóstico é baseado na infiltração de plasmócitos clonais na medula óssea, 

associados a outros eventos de outros eventos que são definidores do MM, como detecção e 

quantificação de proteína monoclonal (proteína M) no soro ou na urina e na evidência de lesões 

em órgãos-alvo, particularmente hipercalcemia, insuficiência renal, anemia e lesões ósseas, 

conhecidos pela sigla CRAB (hypercalcaemia, renal failure, anaemia, and bone lesions) (19). 
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Segundo os critérios da revisão do International Myeloma Working Group, o 

diagnóstico do MM deve demonstrar a presença de no mínimo 10% de plasmócitos na medula 

óssea ou plasmocitoma extramedular, acompanhado de alteração orgânica, sendo a anemia 

(ocorrendo em 75% dos pacientes) e as lesões osteolíticas (ocorrendo em 75% dos pacientes) 

as mais sintomáticas, pois contribuem para uma fadiga e dores ósseas, respectivamente. Uma 

vez suspeitado da presença do MM, o paciente deverá identificar a proteína monoclonal através 

da combinação dos testes de eletroforese de proteínas séricas, imunofixação sérica e cadeia leve 

livre. Os exames de imagem vão possibilitar avaliar lesões ósseas e a punção da medula óssea 

permitirá realizar os testes de imunofenotipagem, mielograma, citogenética clássica e FISH. Os 

critérios atualizados representam uma mudança de paradigma, uma vez que permitem o 

diagnóstico precoce e o início da terapia antes da lesão de órgãos terminais (20,21).  

 

2.4 PROGNÓSTICO E CLASSIFICAÇÃO DE RISCO 

 

Mieloma Múltiplo é uma neoplasia hematológica heterogênea envolvendo a 

proliferação de células plasmáticas derivadas de diferentes alterações genéticas, apresentando 

características distintas com relação à patogênese, prognóstico e progressão da doença. Estas 

características permitem a estratificação de risco do MM e a conduta terapêutica mais adaptada 

para o subtipo neoplásico (22). 

O conhecimento dos fatores prognósticos no MM tem grande importância para a 

identificação da taxa de sobrevida dos pacientes e o aconselhamento de estratégias terapêuticas 

com a finalidade de aumentar a sobrevida global e a sobrevida livre de progressão dos pacientes 

(23). Os fatores prognósticos mais utilizados se baseiam em parâmetros de dosagens 

laboratoriais, características genéticas da doença, o monitoramento da resposta terapêutica e o 

perfil imunofenotípico dos plasmócitos neoplásicos (24). 

Existem diversos sistemas de estadiamento para avaliar o prognóstico do MM, sendo os 

mais utilizados o Sistema de Estadiamento Internacional Revisado (Quadro 01) e a 

Estratificação Clínica da Clínica Mayo (Quadro 02). 
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Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 

Albumina sérica ≥3,5g/dL 

e 

β-2- microglobulina sérica 

<3,5mg/L 

e 

Ausência de alterações 

citogenéticas de alto risco 

e 

Níveis séricos de LDH normais 

Os critérios que não se 

encaixam no estágio 1 e 

estágio 3 

β-2- microglobulina sérica 

≥5,5mg/L 

e 

Alto risco citogenético – 

t(4;14). T(14;16) ou del(17p) 

e/ou 

Níveis séricos de LDH 

elevados 

Quadro 1: Sistema de estadiamento internacional revisado (R-ISS).  
Fonte: Adaptado de Palumbo et al. (25) 

 

 

 

 Alterações citogenéticas Porcentagem de pacientes 

recém diagnosticados com 

estas anormalidades 

Risco padrão Trissomias, t(11;14) e t(6;14) 75% 

Alto risco t(4;14), t(14;16), t(14;20), del(17p), 

gain(1q), Double-hit (2 alterações de 

alto risco) e Triple-hit (3 ou mais 

alterações de alto risco) 

25% 

Quadro 2: Estratificação de risco da clínica Mayo para MM (mSMART) baseada nas 

alterações citogenéticas. 
Fonte: Adaptada de Rajkumar et al. (21). 

 

2.5 TRATAMENTO 

 

Apesar de o mieloma múltiplo ser considerado uma doença incurável até o presente 

momento, esta doença oncohematológica foi uma das que mais obteve evolução terapêutica nos 

últimos anos (Quadro 03). Com a introdução de novas drogas de maior efetividade e menor 

toxicidade, permitiu que alguns pacientes conseguissem o aumento de sobrevida global e 

sobrevida livre de progressão, atingindo uma "cura operacional", termo designado ao paciente 

que apresenta resposta terapêutica estável e baixos níveis de doença detectáveis (21,26). 
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Os pacientes com MM podem ser divididos, em relação à conduta terapêutica, em 

elegíveis ou não elegíveis ao TACTH. Os pacientes elegíveis são tratados, em geral, com 3 a 4 

ciclos de terapia de indução para coleta das células-tronco hematopoiética (CTH). Após a coleta 

das CTHs, poderá iniciar o TACTH em primeira linha ou retomar a terapia de indução e 

aguardar uma primeira recidiva para realizar o TACTH. Mesmo com diversos protocolos 

terapêuticos disponíveis para o esquema de indução, ainda permanece limitada a combinação 

de drogas utilizadas no sistema público de saúde (27).  

Existem diversos protocolos de tratamento para o MM, combinando drogas 

imunomoduladoras e potencializando a resposta através imunoterapia com anticorpo 

monoclonal humanizado para pacientes refratários ou recidivados  (14,28). No Brasil, o 

tratamento de primeira linha mais elegível pelo Sistema Único de Saúde (SUS) para o MM era 

a combinação das drogas Ciclofosfamida, Talidomida e Dexametasona (CTd), seguido de 

TACTH para os pacientes elegíveis. A imunoterapia com anticorpo monoclonal humanizado 

não é acessível para os usuários do sistema público de saúde (29).  

 

Tipos de drogas Mecanismo de ação 

Drogas alquilantes 

Melfalan 
Induz a ligação cruzada do DNA e quebras de dupla fita de 

DNA 

Ciclofosfamida 

Formação de ligação cruzada do DNA que levam à apoptose. 

Em doses baixas, também possui atividade 

imunoestimuladora e efeitos antiangiogênicos 

Esteroides 

Dexametasona Antagonista do receptor de glicocorticoide 

Prednisolona Antagonista do receptor de glicocorticoide 

Antraciclinas 

Doxorrubicina Inibidor da Topoisomerase II 

Inibidores de proteassoma 



14 
 

 
 

Bortezomib 
Primeira geração de ácido borônico reversível, inibidor de 

proteassoma 

Carfilzomib 

Segunda geração de epoxicetona, inibidor do proteasoma que 

se liga seletivamente e irreversivelmente ao proteassoma 

constitutivo e ao imunoproteassoma 

Ixazomib Ácido borônico reversível, inibidor de proteassoma 

Drogas imunomodulatórias 

Talidomida 

Liga-se ao gene CRBN e desencadeia assim a degradação 

proteasomal dos genes IKZF1 e IKZF3, conduzindo a uma 

ação direta contra a atividade do mieloma múltiplo, efeitos 

imunomoduladores e efeitos sobre as células estromais 

Lenalidomida 
Modo de ação semelhante à talidomida, mas com diferente 

afinidade e propriedades de ligação ao gene CRBN 

Pomalidomida 
Semelhante à lenalidomida, mas degrada as proteínas alvo 

proteínas alvo IKZF1 e IKZF3 de forma mais potente. 

Inibidor das histonas deacetilase 

Panobinostat Inibidor pan-deacetilase 

Anticorpos monoclonais 

Elotuzumabe 

Anticorpo monoclonal humanizado contra SLAMF7, com 

ação anti-mieloma múltiplo através de CCDA  e FCDA; 

também ativa diretamente as células matadoras naturais 

(células NK) 

Daratumumabe 

Anticorpo totalmente humano anti-CD38, que tem 

mecanismos imunoefetores dependentes de Fc, tais como 

CDC, CCDA, e FCDA, mas também efeitos 

imunomoduladores através da eliminação de Tregs CD38-

positivas, Bregs, e MDSCs 

Isatuximabe 

Anticorpo quimérico anti-CD38 que pode induzir diretamente 

a apoptose e também possui mecanismos imunoefetores 

dependentes de Fc, como o CCDA e o FCDA e efeitos 

imunomoduladores e imunomoduladores 

Anticorpo monoclonal conjugado com fármaco 
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Belantamab mafodotin 

Anticorpo monoclonal humanizado anti-BCMA afucosilado 

conjugado com um agente citotóxico, maleimidocaproil 

monometilauristatina F, por um ligante resistente às proteases 

para interromper as redes de microtúbulos 

Inibidor seletivo da exportação nuclear 

Selinexor Inibidor seletivo de XPO1, biodisponível para uso via oral 

Quadro 3: Classes de medicamentos licenciados para uso no tratamento do mieloma múltiplo   
Fonte: adaptado de Niels et al. (6) 

 

2.5.1 Protocolo Ciclofosfamida-Talidomida-Dexametasona  

 

A talidomida é um derivado do ácido glutâmico e tem sido amplamente utilizada na 

terapia do mieloma em combinação com diversas drogas. Possui entre os seus mecanismos de 

ação, atividade imunomodulatória tanto na produção de citocinas quanto em ativação dos 

linfócitos T. Outros efeitos da Talidomida incluem a inibição da adesão celular, propriedades 

antiangiogênicas e inibição direta do crescimento tumoral (30).   

A ciclofosfamida é uma das drogas mais antigas para o tratamento de câncer, sendo 

introduzida em 1959 e permanecendo até hoje nos protocolos terapêuticos das doenças 

oncohematológicas, como exemplo dos linfomas e mieloma múltiplo. Esta droga é um agente 

alquilante e atua no sistema imune promovendo imunossupressão, através da diminuição das 

células linfoides (31). 

A Dexametasona (d) é um glicocorticoide sintético amplamente utilizado no tratamento 

de condições inflamatórias graves e doenças autoimunes. Seu mecanismo de ação está 

relacionado à sua capacidade de se ligar ao receptor intracelular de glicocorticoides, presente 

no citoplasma da maioria das células, e modular a resposta inflamatória. Este fármaco também 

tem sido utilizado nos tratamentos oncológicos, devido ao fato de interferir na produção de IL-

1 e TNF-α diminuindo a resposta inflamatória secundária e reduzindo os efeitos colaterais de 

quimioterapias, radioterapias e imunoterapias (32). 
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2.5.2 Imunoterapia com anticorpo monoclonal Daratumumabe 

 

Daratumumabe é um anticorpo monoclonal humano da classe IgG1, com especificidade 

para a molécula CD38, que tem sido amplamente utilizado no tratamento do MM, tanto como 

monoterapia quanto em combinação com diversos protocolos de tratamento. A terapia anti-

CD38 elimina as células neoplásicas através de ação direta, influenciada pela sinalização 

celular, conduzindo à morte devido à apoptose por ligação cruzada ou por mecanismos efetores 

imunodependentes da porção Fc, como exemplo de citotoxicidade dependente de complemento 

(CDC), citotoxicidade celular dependente de anticorpos (CCDA) e fagocitose celular 

dependente de anticorpos (FCDA). A adição do Daratumumab nos protolocos de tratamento 

tem se demonstrado muito efetiva, com aumento da sobrevida global e a livre de eventos dos 

pacientes refratários e recidivados (33,34).  

O marcador CD38 está presente na diferenciação da célula B na medula óssea normal, 

apresentando alta expressão nos precursores iniciais e diminuição da expressão em células B 

maduras (35).    

2.5.3 Células CAR-T 

 

As células CAR-T (Chimeric antigen receptor) constituem uma nova e promissora 

terapia contra linfomas e leucemias de células B e MM, envolvendo a alteração genética das 

células T autólogas para que elas exibam na superfície um receptor quimérico específico. Esse 

receptor é programado para reconhecer e atacar um antígeno-alvo, levando assim à destruição 

do tumor graças à ação citotóxica das células T (36,37). 

Atualmente, o antígeno de maturação de células B (BCMA) é o alvo mais utilizado para 

terapia com células CAR-T em MM, alcançando respostas excelentes em pacientes com MM 

recidivado e refratário a várias linhas de tratamento (37,38). Entretanto, o alto custo da 

produção desta terapia ainda é um limitante para ampla utilização nos pacientes com MM. 

Outro ponto que tem sido destacado é que novos estudos têm demonstrado recidiva em parte 

dos pacientes com MM em terapia com as células CAR-T, devido ao escape de antígenos, à 

baixa persistência das células CAR-T no paciente e ao microambiente tumoral complexo 

(39,40). 
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2.5.4 Transplante de Células Tronco Hematopoieticas 

 

O transplante de células tronco hematopoieticas (TCTH) modalidade autólogo, em que 

o paciente assume papel de doador e receptor das CTH, é uma importante ferramenta 

terapêutica para o tratamento do mieloma múltiplo recém diagnosticado, sendo associado ao 

aumento da taxa de resposta ao tratamento, melhor sobrevida global e livre de progressão. 

Contudo, a elegibilidade do transplante depende de algumas condições, como ausência de 

comorbidades, performance clínica e idade do paciente não tão avançada. Tipicamente, nos 

EUA, a idade adotada é abaixo de 75 anos, enquanto na Europa é adotada idade inferior a 65 

anos (41).       

2.6 DOENÇA RESIDUAL MENSURÁVEL 

 

A doença residual mensurável (DRM) ou doença residual mínima se refere à pequena 

quantidade de células neoplásicas residuais que não foram erradicadas durante ou após o 

tratamento adotado. Desta forma, é possível avaliar o prognóstico e a eficácia terapêutica da 

doença. No MM, essa resposta é determinada pela dosagem da proteína monoclonal no soro e 

na urina, combinada com avaliação de plasmócitos monoclonais na medula óssea (6).  

Pelas definições do International Myeloma Working Group (IMWG) em 2016, a DRM 

de MM é definida como a persistência ou ressurgimento de níveis muitos baixos de células 

mielomatosas, em pacientes com remissão completa, com sensibilidade de detecção de 1 célula 

em pelo menos 100.000 células normais da medula óssea por citometria de fluxo de nova 

geração (NGF) ou sequenciamento de nova geração (NGS) para avaliação de remissão completa 

(42). A avaliação extramedular da DRM de MM é realizada por exames de imagem, dentre eles 

a tomografia computadorizada com tomografia de emissão de pósitrons (PET/CT) e ressonância 

magnética nuclear (43).   

2.7 CÉLULAS DO SISTEMA IMUNE 

 

Os linfócitos são células singulares da imunidade adaptativa, expressando receptores 

antigênicos clonalmente distribuídos, cada um dos quais específicos para um determinante 

antigênico diferente (44).  



18 
 

 
 

Os linfócitos T são células integrantes da imunidade adaptativa e têm importante papel 

na formação e manutenção da resposta imunológica e controle da homeostase. Este tipo celular 

possui receptores que são capazes de não apenas reconhecer antígenos patogênicos e de células 

tumorais, como também controlar a tolerância imunológica por antígenos próprios e não 

próprios. Os linfócitos T são produzidos inicialmente na medula óssea, onde iniciam o processo 

maturativo e, posteriormente, migram para o timo com a finalidade de complementar a sua 

maturação e seleção para serem exportados para o sangue periférico como células virgens (45). 

Os linfócitos B e seus anticorpos produzidos são elementos centrais da imunidade 

humoral. Em adultos, os linfócitos B são produzidos a partir de uma célula precursora 

hematopoiética na medula óssea, onde ocorre a diferenciação das células B em vários estágios 

de desenvolvimento, por ação de rearranjos funcionais em segmentos gênicos da 

imunoglobulina (46). 

Os linfócitos B são responsáveis pela produção de respostas por anticorpos de curto e 

longo prazo, na proteção contra patógenos e, também, na função de alvos terapêuticos. Além 

disso, participa de outras funções que não dependem diretamente de anticorpos, como 

apresentação de antígenos, modulação da diferenciação de linfócitos T e produção de citocinas 

regulatórias e proinflamatórias. (47,48). 

De acordo com o fenótipo e suas funções específicas, os linfócitos B maduros podem 

ser classificados como linfócitos B transicionais, naive, de memória com mudança e sem 

mudança de isotipo e os linfócitos B que não expressam os marcadores IgD e CD27, sendo 

também denominados de linfócitos B duplo negativos(48). 

Os linfócitos B naives expressam altos níveis de marcação para a IgD e IgM e ausência 

de expressão de CD27. Eles podem ser diferenciados das células transicionais pela baixa ou 

ausência de expressão dos marcadores CD24 e CD38. Os LB naives são células virgens, que 

não identificaram nenhum antígeno estranho, permanecendo em repouso, sem estarem 

ativamente em divisões celulares ou exercendo funções efetoras (44). 

As células B de memória diferem das células B naive por diversas características, como 

a mudança de classe de isotipo, mutações no gene IgV, afinidade ao antígeno aumentada dos 

receptores de células B, maior longevidade e alta capacidade de proliferação (49).  Os linfócitos 

B de memória são definidos pela expressão dos marcadores CD19 e CD27 positivos no sangue 
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periférico, podendo ainda ser subdivididos em linfócitos B de memória com e sem mudança de 

isotipo pela expressão da imunoglobulina IgD (48). 

Existe um subtipo de linfócitos B caracterizado pela ausência dos marcadores 

convencionais tanto para linfócitos B naive quanto para linfócitos B de memória. São os 

linfócitos B denominados IgD-CD27- (25), com atividade proinflamatória. Estes linfócitos 

aumentam em indivíduos com idades mais avançadas, sendo células associadas à senescência 

(50).  

Os plasmoblastos e plasmócitos compõe o grupo das células secretoras de anticorpos, 

que são derivadas de três tipos de linfócitos B maduros e ativados: Linfócitos B foliculares, 

linfócitos B de zona marginal e linfócitos B1. Cada um desses linfócitos atua em locais distintos 

executando funções especializadas. Os linfócitos B foliculares são os subtipos mais numerosos 

e estão presentes nos folículos linfoides dos linfonodos e baço, sendo mais especializadas em 

respostas a antígenos T dependentes. Os linfócitos B de zona marginal estão presentes no baço, 

local que possibilita identificar patógenos pela corrente sanguínea e também partículas 

antigênicas. Os linfócitos B1 estão localizados em mucosas, como cavidade peritoneal e pleural. 

Os linfócitos B1 e de zona marginal respondem a antígenos T independentes, produzindo 

respostas mais rápidas em locais específicos que residem (51). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar subpopulações linfocitárias em pacientes com Mieloma Múltiplo elegíveis ao 

TCTH, com terapia de primeira linha, utilizando CTd-Dara.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Avaliar o perfil de subpopulações de linfócitos B em tempos diferentes de diagnóstico e 

terapia. 

2. Identificar marcadores prognósticos para a terapia do estudo. 

3.Quantificar células tumorais circulantes em sangue periférico. 

4. Avaliar a intensidade de expressão de CD38 nas células NK, linfócitos B e T no 

diagnóstico. 

5. Avaliar a intensidade de expressão de CD38 na superfície dos plasmócitos no diagnóstico e 

correlacionar com a resposta à terapia. 
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4 CAPÍTULO 1: ARTIGO CIENTÍFICO 

Perfil e valor prognóstico de subpopulações linfocitárias em pacientes recém diagnosticados 

com Mieloma Múltiplo submetidos à terapia de primeira linha com ciclofosfamida, talidomida, 

dexametasona e daratumumabe. 

ABSTRACT 

 

Multiple Myeloma (MM) is the second most common hematological malignancy, resulting 

from the proliferation of monoclonal protein-producing plasma cells, predominantly affecting 

the elderly population. In the last decade, therapeutic advances have led to an increase in the 

overall survival of patients, however the disease remains incurable. Therapeutic protocols 

combining alkylating agents, immunomodulators, immunosuppressants, and immunotherapy 

induce an immunological shift that is still not fully understood. The aim of this study was to 

characterize lymphocyte subsets in patients with Multiple Myeloma eligible for Autologous 

Stem Cell Transplant (ASCT) using first-line therapy with cyclophosphamide, thalidomide, 

dexamethasone combined with daratumumab (CTd-Dara), an anti-CD38 monoclonal antibody. 

Between 2018 and 2022, 23 newly-diagnosed MM patients had their lymphocyte profiles 

analyzed at five distinct time points, and the therapeutic response was monitored by Next-

Generation Flow (NGF), through the detection of measurable residual disease (MRD). It was 

observed that the treatment induced significant changes in the lymphocyte profile, with 

emphasis on the decrease in B cells and NK cells. The composition of the B cell subsets changed 

significantly throughout the treatment. When evaluating prognostic variables, the expression of 

the CD38 molecule on the surface of plasma cells emerged as a promising marker, correlating 

with lower MRD levels for this therapy and the R-ISS system. Although the lymphocyte 

subpopulations and Circulating Tumor Cells (CTCs) did not achieve statistical significance in 

prognostic terms, they indicate a pattern warranting further investigation. These findings 

enhance our understanding of the immunomodulatory effects of therapies in MM and signal 

ways to optimize treatments and patient monitoring. 

 

Keywords: Multiple Myeloma. CTd. Daratumumab. CD38. Plasma Cell. Immunomodulators. 
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INTRODUÇÃO 

 

Mieloma Múltiplo (MM) é a segunda doença oncohematológica mais comum, 

caracterizada por infiltração de plasmócitos clonais na medula óssea, produção de 

imunoglobulinas monoclonais, anemia, hipercalcemia e danos orgânicos como lesões líticas e 

insuficiência renal (1). É conhecido que o MM é uma doença progressiva, com alguns estágios 

assintomáticos precedentes, como gamopatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI) 

e frequentemente seguido por um estágio intermediário, denominado de Mieloma Múltiplo 

smoldering (SMM). A partir disso, uma progressão leva para a fase sintomática do Mieloma 

Múltiplo recém diagnosticado (NDMM) e finalizando com a evolução da doença para Mieloma 

Múltiplo refratário/recidivado (2,3). 

  O tratamento do MM envolve a combinação de drogas como quimioterapia, 

imunomoduladores, inibidores de proteassoma e imunoterapias. No entanto, apesar dos avanços 

terapêuticos, a heterogeneidade do MM continua a apresentar desafios, levando a falhas 

terapêuticas e instigando à busca constante por novas opções de tratamento (4,5). 

O tratamento para o MM tem efeitos diretos nas células do sistema imunológico. Os 

agentes imunomoduladores, como a talidomida, atuam como co-estimuladores de linfócitos T, 

sendo significativos para a estimulação e expansão de clones de células T (6). Por outro lado, 

drogas imunossupressoras, como a dexametasona (glicocorticoide) e a ciclofosfamida (agente 

alquilante), são amplamente usadas no tratamento do MM. Estas provocam depleção de 

linfócitos, além dos seus efeitos anticancerígenos (7,8). Já o daratumumabe, além da sua ação 

alvo específica direcionada ao plasmócito, também possui alguns efeitos imunomoduladores 

como depleção de células imunes supressoras CD38 positivas levando a expansão e ativação 

de células T (9,10). 

Devido à incurabilidade da doença e à baixa sobrevida global, torna-se essencial a 

avaliação inédita da combinação das drogas Ciclofosfamida, Talidomida e Dexametasona, 

Transplante Autólogo de Células Tronco Hematopoiéticas (TACTH) associados ao anticorpo 

monoclonal anti-CD38 (Daratumumabe) em primeira linha. A adição da imunoterapia 

específica, em conjunto com essas drogas imunomodulatórias e o transplante, pode induzir 

respostas imunológicas ainda desconhecidas. Portanto, o objetivo principal é contribuir para 

um maior entendimento das bases imunológicas do MM, identificar as alterações linfocitárias 
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induzidas por este esquema terapêutico, visando potencialmente auxiliar no desenvolvimento 

de tratamentos mais eficazes e personalizados para os pacientes afetados por essa neoplasia. 

METODOLOGIA 

 

Entre dezembro de 2018 a setembro de 2022, vinte e três pacientes recém diagnosticados 

com MM, elegíveis ao transplante autólogo de células tronco hematopoiéticas, submetidos à 

terapia de primeira linha com CTd-Dara, tiveram o perfil de linfócitos avaliados ao diagnóstico 

e em quatro outros diferentes tempos. Também foi avaliado a resposta terapêutica através do 

exame de doença residual mensurável (DRM) para MM. A mediana do acompanhamento foi 

de 2 anos. O comitê de ética em pesquisa aprovou o protocolo e o termo de consentimento livre 

e esclarecido, que foram informados antes da inclusão do paciente neste estudo (CAAE 

96591818.0.0000.0048) e todos os procedimentos foram performados em acordo com 

declaração de Helsinki para pesquisa em humanos. 

 

Critérios de inclusão no estudo 

 

Paciente com idade igual ou superior a 18 anos, índice de status de desempenho do 

Grupo de Oncologia Cooperativa Oriental de 0, 1 ou 2 e definição documentada de mieloma 

múltiplo: Células plasmocitárias clonais na medula óssea ≥10% ou plasmocitoma ósseo ou 

extramedular comprovado por biópsia e qualquer um ou mais dos seguintes eventos definidores 

de mieloma: CRAB (elevação de cálcio sérico maior do que limite normal (>11mg/dL), 

insuficiência renal (depuração de creatinina < 40mL por minuto ou creatinina sérica (> 

2mg/dL), anemia (hemoglobina com 2g/dL abaixo do limite inferior da normalidade ou valor 

de hemoglobina <100g/L) e lesões ósseas  (uma ou mais lesões osteolíticas na radiografia 

esquelética, TC ou PET-CT), lesões focais em estudos de ressonância magnética (RMN) total 

do corpo ou o equivalente (análise de espinha dorsal total e pelve) ou achado de algum 

biomarcador positivo. 

Foram considerados aptos, os pacientes sem presença de condição de comorbidade 

importante que possa ter um impacto negativo na tolerabilidade de quimioterapia de alta dose 

com TACTH. 
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Esquema terapêutico e coletas: 

Daratumumabe foi administrado por via intravenosa na concentração de 16mg/Kg, 

semanalmente, durante os dois primeiros ciclos, a cada duas semanas durante os ciclos 3 e 4, 

combinado com ciclofosfamida oral 500mg no dia 1, 8 e 15 de cada ciclo, talidomida oral 100-

200mg diariamente, continuamente e via oral e a dexametasona 40mg semanalmente. 

Daratumumabe foi administrado nos dias +30 e +60 após o transplante autólogo de células-

tronco hematopoiéticas. E então, na fase de consolidação, daratumumabe foi administrado a 

cada duas semanas combinado com uma dose fixa de talidomida 100mg/dia durante 28 dias por 

quatro ciclos. Depois disso, o daratumumabe foi mantido uma vez por mês até a progressão ou 

limitação da toxicidade. Conforme demonstrado na Figura 1. 

 

 

 

 

 
 

Figura 1: Esquema terapêutico do estudo e pontos de coleta para monitoramento do perfil 

imunológico e doença residual. 
Legenda: Ciclo- Ciclofosfamida; Tali- Talidomida; Dexa- Dexametasona; Dara- Daratumumabe; TCTH- 

Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas; PIm- Perfil Imune; DRM- Doença Residual Mensurável. 

 

Processamento das amostras e controle de qualidade 

Foi coletado 10mL de sangue periférico em tubos contendo o anticoagulante EDTA, 

processados imediatamente após a coleta, utilizando o método de plataforma dupla (11) e 

marcados com anticorpos monoclonais conforme protocolo de marcação (material suplementar) 
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para a quantificação de linfócitos T, linfócitos B, células NK e células tumorais circulantes 

(CTC). Para a quantificação das subpopulações de linfócitos B foi realizada a separação de 

células mononucleares por gradiente de densidade (protocolo CMSP). Foram adquiridos 300 

mil eventos para quantificação de linfócitos T, linfócitos B e células NK e cerca de 1 milhão de 

eventos de células mononucleares para a quantificação de subpopulações de linfócitos B. A 

contagem de leucócitos foi realizado por contador hematológico automatizado Abbott CELL-

DYN Emerald (Abbott Diagnostics, Illinois, USA), a  aquisição das amostras foi realizada no 

FACSCanto II (BD Biosciences, USA) e a análise dos dados foi feita no INFINICYT versão 

2.0.3 (Cytognos S.L, Salamanca, Spain). 

Para a investigação de DRM foi coletada de 2 a 4mL de medula óssea na região da crista 

ilíaca, em tubos contendo o anticoagulante EDTA, e processadas imediatamente após a coleta. 

A avaliação da DRM foi realizada utilizando o método de citometria de fluxo de nova geração 

(NGF), desenvolvido pelo Euroflow (12), para detecção de DRM de alta sensibilidade e 

padronizada em MM. O kit de marcação celular foi o MM MRD - Multiple Myeloma Minimal 

Residual Disease (Cytognos S.L, Salamanca, Spain), a  aquisição das amostras foi realizada no 

FACSCanto II (BD Biosciences, USA) e a análise dos dados foi feita no INFINICYT versão 

2.0.3 (Cytognos S.L, Salamanca, Spain). 

A calibração e o controle de qualidade dos equipamentos foram realizados diariamente 

durante o estudo, utilizando o Cytometer Setup and Tracking Beads (BD Biosciences, USA) 

para o citômetro de fluxo e o CELL-DYN 18 Plus Control (Abbott Diagnostics, Illinois, USA) 

para o contador hematológico automatizado.  

 

Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software SPSS versão 20.0 (IBM, 

EUA) e os gráficos foram criados com o GraphPad PRISM versão 10.0 (GraphPad Software—

San Diego, CA, EUA). A evolução das subpopulações linfocitárias foi comparada utilizando o 

teste de Friedman. Para as comparações entre variáveis qualitativas, foi empregado o teste exato 

de Fisher; para dados não paramétricos, utilizamos o teste de Mann-Whitney, e para variáveis 

quantitativas, aplicamos a correlação de Spearman. Em todos os casos, as diferenças foram 

consideradas estatisticamente significativas quando p≤0,05. 
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RESULTADOS  

 

Ao longo de quatro anos, entre dezembro de 2018 a setembro de 2022, pacientes recém-

diagnosticados com MM foram acompanhados em cinco momentos distintos para avaliar o 

perfil das subpopulações linfocitárias e doença residual mensurável. Os dados demográficos e 

a avaliação dos pacientes, divididos em dois grupos para a intensidade de expressão do CD38 

na superfície do plasmócitos, estão resumidos na Tabela 01.  

 

Tabela 01: Características da população de estudo de acordo com a intensidade de expressão 

do CD38. 

   MIF CD38   

Todos  ≤ 31.743 > 31.743  

(n = 23) (n = 12) (n = 11) p-

Value 

Idade ao diagnóstico (mediana 

e faixa de variação) 
58 (37-67) 61 (37-67) 54 (37-66) 0.254* 

Sexo (n) 
    

      Masculino 10(43,5%) 8 2 
0.036ⱡ 

      Feminino 13(56,5%) 4 9 

Raça (n) 
    

      Branco 2 1 1 

0.525ⱡ       Pardo 13 6 7 

      Preto 7 4 3 

R-ISS (n) 
    

      Estágio I 5 0 5 

0.018ⱡ 
      Estágio II 14 8 6 

      Estágio III 3 3 0 

Óbito (n) 
   

      Sim 5 4 1 
0.317ⱡ 

      Não 18 8 10 

DRM 1 (%, mediana e range) 21 0,39 (0,005-6,55) 0,003 (0,0-0,12) 0.001* 

DRM 2 (%, mediana e range) 20 0 (0 - 1,32) 0 (0-0) 0.017* 

DRM 3 (%, mediana e range) 20 0 (0 - 1,1) 0 (0-0) 0.017* 

DRM 4 (%, mediana e range) 19 0 (0 - 0,41) 0 (0-0) 0.032* 
DRM: Doença Residual Mensurável. MIF: Média de Intensidade de Fluorescência  

* Teste de Mann-Whitney (amostras independentes)     ⱡ Teste exato de Fisher 
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Avaliação das subpopulações linfocitárias durante o tratamento com CTd-Dara 

Foi avaliada a composição linfocitária do sangue periférico dos pacientes recém 

diagnosticados com MM, antes do início terapêutico, e em mais quatro tempos durante o 

tratamento. O perfil de linfócitos em contagens absolutas está detalhado na Figura 02.  
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A contagem dos três principais grupos linfocitários (linfócitos T, linfócitos B e células 

NK) nos pacientes recém-diagnosticados com MM, antes de começarem o tratamento (figura 

2A), estava dentro dos valores padrão de indivíduos saudáveis. Os valores de referência 

utilizados foram: 7,2x108 a 2,49x109 células/L para os linfócitos T, 1,1x108 a 6,1x108 células/L 

para os linfócitos B e 8,2x107 a 7,6x108 células/L para as células NK(11). Os valores das 

medianas e intervalos das variações celulares nos cinco tempos avaliados podem ser 

visualizados na Tabela 02. 

Após serem submetidos a quatro ciclos de terapia de indução com Ctd-Dara, o perfil 

linfocitário dos pacientes sofreu alteração. Todas as subpopulações celulares tiveram uma 

queda significativa (Linfócitos T com P<0,05 e Linfócitos B e Células NK com P<0,005). 

Contudo, o valor de linfócitos T ainda se manteve dentro dos valores de referência, enquanto 

os linfócitos B e células NK ficaram fora da faixa de normalidade dos indivíduos saudáveis.  

Após isso, os pacientes foram encaminhados para o procedimento de TACTH. No 90º 

dia após o TACTH, a população de linfócitos T apresentou rápida recuperação (P<0,01), 

enquanto os linfócitos B e células NK apresentaram recuperação muito lenta, se mantendo em 

níveis baixos durante toda a vigência terapêutica. A mediana da contagem absoluta de linfócitos 

B e células NK apresentou níveis mais altos só após um ano do início da fase de manutenção.  

Todas as subpopulações de linfócitos B apresentaram redução significativa após a fase 

da terapia de indução com CTd-Dara (figura 2B). No momento do diagnóstico, os linfócitos B 

naive e os linfócitos B de memória com mudança de isotipo apresentaram as medianas das 

contagens absolutas semelhantes, entretanto após o quarto ciclo da terapia de indução com CTd-

Dara, os linfócitos B naive sofreram maior depleção. Após o TACTH, os linfócitos B naive 

obtiveram recuperação mais rápida do que as outras subpopulações, enquanto os linfócitos de 

memória sem mudança de isotipo foram os menos frequentes na composição linfocitária B. 

Após um ano do início da terapia de manutenção, apenas os linfócitos B naive retornaram aos 

valores semelhantes ao diagnóstico. 
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Tabela 02: Valores das medianas e a faixa de variação dos linfócitos nos cinco momentos da 

avaliação.  

 
T1: Ao diagnóstico; T2: Pós Indução; T3: D+90 após TCTH; T4: Após terapia de consolidação; T5: Um ano após 

manutenção 

 

 

 

A figura 3 exibe as frequências relativas das populações de células do sistema 

imunológico, incluindo linfócitos T, linfócitos B e células NK. A análise desses dados revela 

uma tendência ao longo do tratamento: a proporção de linfócitos T aumenta progressivamente. 

Inicialmente, ao diagnóstico (T1), os linfócitos T representam 70% das células, e essa proporção 

cresce de forma constante ao longo do tratamento. Por outro lado, as células NK e os linfócitos 

B mostram flutuações menores em suas frequências relativas durante o mesmo período. Quando 

avaliado as subpopulações de linfócitos B, ao diagnóstico (T1), as células naive representam 

39% da população de linfócitos B. Após a terapia de indução (T2), ocorre uma diminuição na 

proporção de células naive para 20%, mas nos tempos subsequentes, após o TACTH (T3), essa 

proporção aumenta progressivamente, atingindo 52%, 62% e, finalmente, 70% no Tempo 5. 
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Avaliação prognóstica 

Os resultados revelaram diferenças significativas na expressão da média de intensidade 

de fluorescência (MIF) do CD38 na superfície dos plasmócitos e diversos parâmetros ao longo 

do estudo de acompanhamento, incluindo a pesquisa de DRM em quatro tempos distintos e a 

estratificação de risco de acordo com o R-ISS. 

Especificamente, ao analisar a MIF da expressão do CD38 no diagnóstico, observamos 

uma correlação inversa com a presença de plasmócitos monoclonais residuais na medula óssea. 

Desta forma, quanto maior a expressão do marcador anti-CD38, menor era a quantidade de 

plasmócitos monoclonais detectados na medula óssea durante a terapia, podendo até mesmo 

alcançar níveis indetectáveis (Figura 4A). 

Além disso, a mesma correlação inversa foi observada entre a MIF do CD38 e a 

estratificação de risco de acordo com o sistema R-ISS. Isso implica que pacientes com níveis 

mais elevados de expressão do CD38 podem estar associados a um melhor prognóstico, de 

acordo com o R-ISS (Figura 4B). A MIF do CD38 também foi avaliada no momento do 

diagnóstico nas células NK, linfócitos B e Linfócitos T e apresentou médias de 2778, 402 e 

141, respectivamente.  

 

Figura 04: Intensidade de expressão do CD38 nos plasmócitos ao diagnóstico em relação aos 

valores de DRM1. Correlação de Spearman p=0.0039 (A) e R-ISS. Kruskal-Wallis p=0.069 

(B).    

 

As medianas das contagens absolutas de linfócitos no diagnóstico foram analisadas e 

estratificadas em grupos de acordo com algumas variáveis que podem inferir o prognóstico, 

como faixa etária e R-ISS, e variáveis que podem indicar resposta à terapia, como ocorrência 

de óbito e DRM positiva (Tabela 03). A variável etnia não parece exercer impacto nas contagens 

absolutas linfocitárias. Entretanto, foi possível observar algumas diferenças interessantes nas 
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contagens de linfócitos, como mediana de linfócitos T e células NK mais elevada na faixa etária 

de 50 a 60 anos, medianas de linfócitos T em indivíduos classificados com R-ISS de prognóstico 

favorável (estágio 1), e o grupo de indivíduos que não foram a óbito apresentou uma mediana 

de linfócitos T maior. Quando agrupados em DRM positiva e negativa, foi possível verificar 

aumento das medianas tanto em linfócitos T quanto em linfócitos B e células NK no grupo de 

pacientes com DRM negativa.  

 

Tabela 03: Valores das medianas das subpopulações linfocitárias ao diagnóstico. 

 
 

 

As Células Tumorais Circulantes (CTCs) foram avaliadas no momento do diagnóstico, 

revelando uma média de frequência de 0,64% entre os 21 pacientes analisados, com uma 

variação de 0% até 4,19%. Adicionalmente, efetuou-se uma comparação entre a distribuição 

das CTCs e a avaliação da expressão do marcador CD38, contudo, não se observaram diferenças 

estatisticamente significativas entre essas variáveis. Os resultados dessa avaliação das CTCs 

estão apresentados de forma detalhada na Tabela 04. A análise da imunofenotipagem das 

subpopulações linfocitárias, bem como da identificação das CTCs está exemplificada na Figura 

01 suplementar (materiais suplementares). 
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Tabela 04: Valores das medianas das Células Tumorais Circulantes ao diagnóstico.  

 

  
Todos   

(n = 23) 

 Mediana 

de CTCs 

% 

Faixa de 

variação 
p-Value 

  

Idade ao diagnóstico 23 0,03 0 - 4,19   

         <50 anos 7 0,007 0 - 0,07 

0,114Ⱡ          50 - 60 anos 7 0,030 0 - 1,35 

         >60 anos 9 0,370 0 - 4,19 

R-ISS     

         Estágio I 5 0,010 0 - 1,35 

0,407Ⱡ          Estágio II 14 0,030 0 - 4,19 

         Estágio III 3 0,680 0,65 - 0,71 

Óbito (n)     

         Sim 5 0,080 0,02 - 0,71 
0,638* 

         Não 18 0,030 0 - 4,19 

DRM 1     

         Positiva 4 0,030 0 - 4,19 
0,136* 

         Negativa 17 0,005 0 - 0,07 

DRM 4      

         Positiva 3 0,060 0 - 4,19 0,303* 

         Negativa 16 0,250 0,03 - 3,07 

DRM: Doença Residual Mensurável. CTC: Células Tumorais Circulantes. 

* Teste de Mann-Whitney (Amostras independentes). Ⱡ Teste de Kruskal-Wallis  
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DISCUSSÃO 

 

Este é o primeiro estudo a avaliar o perfil linfocitário de pacientes recém diagnosticados 

com MM, submetidos à terapia de primeira linha com CTd combinada com um agente 

imunoterápico, o daratumumabe, em pacientes elegíveis ao TCTH. Daratumumabe tem 

demonstrado boas respostas como monoterapia e em combinações com outras drogas em 

diversos estudos em pacientes refratários e recidivados (10,13) Outros estudos também 

demonstraram que o daratumumabe exerce não apenas função antimieloma, como também 

efeitos imunomoduladores (14).  

Diversos estudos demonstraram que a linfopenia é um efeito adverso comum dos 

protocolos com adição de daratumumabe (15,16). No nosso estudo observamos linfopenia na 

fase de indução, quando o Dara estava em combinação com CTd. Após o transplante e com a 

permanência da administração contínua de daratumumabe foi observado recuperação dos 

linfócitos totais. Isso pode se justificar pelo fato dos linfócitos T serem menos sensíveis a este 

imunoterápico. 

Em relação aos linfócitos T totais, demonstramos neste estudo que o daratumumabe não 

provocou diminuição destas células. Os linfócitos T foram pouco depletados quando em 

combinação com as drogas CTd na fase de indução. Na continuidade terapêutica, com 

administração apenas de daratumumabe, nas fases de pré consolidação e de manutenção, 

observamos aumento progressivo de linfócitos T. As medianas de linfócitos T permaneceram 

estáveis entre o terceiro e o quarto tempo. No entanto, observou-se uma expansão dos linfócitos 

T do quarto para o quinto tempo, quando houve com a administração de Talidomida. O que 

pode sugerir que a administração de Dara isoladamente não favoreceu a expansão dos linfócitos 

T, como descrito em estudo anterior(14), estando mais alinhado com o que foi identificado por 

Brown Ross e colaboradores(6) que demonstraram  a expansão de células T em paciente 

tratados com talidomida.   

Diferente dos linfócitos T, as células NK e os linfócitos B foram muito afetados pela 

terapia de indução com CTd-Dara. Após o TCTH, essas células tiveram recuperação muito 

lenta, com níveis baixos durante os dois anos de acompanhamento terapêutico, demonstrando 

que a ação do daratumumabe influencia na expansão destes grupos celulares. Em consonância 

com o nosso trabalho, outros estudos (17,18) já haviam demonstrado tanto em testes in vitro 

quanto em pacientes submetidos ao daratumumabe, a diminuição das células NK durante a 

https://doi.org/10.3109/10428190903216804
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terapia com anticorpos monoclonais anti-CD38, com rápida diminuição após a primeira dose, 

permanecendo em baixos níveis durante todo o curso terapêutico. Esse efeito imunomodulador 

sobre os linfócitos B e as células NK não é uma exclusividade do Dara. Pacientes submetidos 

ao isatuximabe (19), outro anticorpo monoclonal direcionado a molécula CD38, tiveram 

depleção das células NK e das células precursoras B. Esse fato pode ser justificado pela alta 

expressão da molécula CD38 nestas células (14).  

Estudos destacam o papel importante das células NK no combate às células tumorais 

(20,21). Um estudo conduzido por Rueff e colaboradores (22), avaliou que uma reconstituição 

rápida de células NK após TCTH está associada a uma melhor taxa de Sobrevida Livre de 

Progressão (PFS). Eles relataram que pacientes submetidos ao TCTH autólogo e a diferentes 

combinações de quimioterapia, que possuíam valores mais elevados de células NK logo após o 

transplante, tiveram um impacto positivo na SLP. Em nosso estudo, os pacientes apresentaram 

mediana de células NK no D+90 após o transplante, abaixo do cutoff proposto pelos autores 

como bom prognóstico, só atingindo o cutoff após 120 meses do TCTHa.  

Protocolos terapêuticos com inclusão de daratumumabe apresentaram diminuição da 

contagem de células NK, tanto em estudos que utilizaram a droga como monoterapia quanto 

utilizado em terapias combinadas (23). O efeito negativo da depleção de células NK 

(principalmente as células NK CD38bright) foi minimizado pelo uso do IMiD, que potencializa 

o CCDA mediado pelas células NK remanescentes, aumentando o número e a atividade de 

células NK CD16+ ativadas(24,25). 

As diferenças das medianas de linfócitos em relação às variáveis apontadas na tabela 

03, embora não tenham alcançado significância estatística, são interessantes e parecem sugerir 

um valor prognóstico favorável associado a contagens mais elevadas de linfócitos T, linfócitos 

B e células NK. Estudos anteriores podem reforçar esses resultados, demonstrando que níveis 

mais altos de linfócitos B estão associados com maior sobrevida livre global e sobrevida livre 

de progressão em pacientes com MM (26,27). As células NK também apresentam 

características semelhantes, em que tanto em contagem mais alta (22,28) quanto maior atividade 

dessas células estão associadas com melhor prognóstico (29). 

Na presente análise, foi notado um aumento na mediana de linfócitos T entre pacientes 

com potencial prognóstico favorável - especificamente, aqueles no estágio 1 do R-ISS, abaixo 

de 60 anos e com DRM negativa. Contudo, esta observação não alcançou significância 

estatística. Isso é consistente com descobertas anteriores, como as de Brown e colaboradores 
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(6), que também demonstraram que a presença de expansões de linfócitos T, 

independentemente do tratamento adotado, estava associada a uma mediana de SLP 

significativamente mais longa.   

Na avaliação das subpopulações linfocitárias, os linfócitos B naive mostraram-se bem 

sensíveis à fase de indução. No entanto, após o TACTH há uma forte recuperação dessas células 

e um aumento constante ao longo do tratamento. Este padrão sugere uma adaptação 

imunológica específica em resposta à terapia, onde o crescimento das células naive pode ser 

um componente chave da resposta imunológica. Existe uma lacuna na literatura sobre como o 

tratamento de MM influencia as subpopulações de linfócitos B (30). Portanto, interpretar nossos 

resultados torna-se desafiador, mas destaca a originalidade e relevância deste estudo. 

Pacientes com MM apresentam um número inferior de linfócitos B totais em 

comparação com pacientes com MGUS ou indivíduos saudáveis. No entanto, exibem um 

aumento significativo nos níveis de linfócitos B de memória, particularmente aqueles com 

mudança de classe (31). Esse aumento de células B de memória em pacientes com MM sugere 

que os precursores dos plasmócitos malignos podem ter origem na população de células de 

memória, como destacado em pesquisas anteriores (32). Aqui, observou-se que após a 

intervenção terapêutica, houve uma transformação expressiva na composição dessas 

subpopulações nos pacientes estudados. Ao diagnóstico, havia uma predominância de células 

de memória e menor frequência de linfócitos naive. No entanto, após um ano de manutenção, 

observou-se um aumento de linfócitos naive, representando 70% das células B, e uma retração 

da população de linfócitos de memória. 

Essa expressiva modificação na composição das subpopulações B pode estar 

relacionada com ação do daratumumabe, uma vez que outros estudos comprovaram (33) que o 

tratamento com anti-CD38 in vitro reduziu a proliferação e diferenciação de células B de 

memória com mudança de classe. Este fato pode implicar diretamente na capacidade imune 

humoral e provocar maior grau de imunoparesia. A imunoparesia tem sido associada a um 

indicador de pior prognóstico  em pacientes com MM (34).  

Nossa pesquisa sugere que a expressão do CD38 tem potencial como biomarcador 

prognóstico, dada sua correlação com o R-ISS. Quando separamos os pacientes com MM, ao 

diagnóstico em dois grupos, conforme a MIF de CD38, encontramos uma associação 

significativa, indicando diferenças nos estágios R-ISS entre pacientes baseados em um limite 

MIF de 31.744. Contudo, ao tratar a MIF como uma variável contínua, o valor de p foi de 0,069. 
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Embora essa diferença não seja estatisticamente significativa no limiar convencional de 0,05, o 

valor sugere uma tendência que não pode ser ignorada. Tais observações ressaltam a 

necessidade de estudos com número maior de pacientes para validar a relação entre a expressão 

de CD38 e os estágios indicados pelo R-ISS. 

Identificamos uma correlação significativa entre o MIF de CD38 no momento do 

diagnóstico e a DRM na medula óssea durante o tratamento. Esse achado fortalece a hipótese 

de que a MIF do CD38 pode atuar como um biomarcador de relevante valor prognóstico em 

terapias anti-CD38. 

Em nosso estudo, observamos também uma diferença significativa da MIF do CD38 

entre gêneros, com mulheres apresentando níveis mais elevados do que os homens. É conhecido 

que terapias com anticorpos monoclonais anti-CD38 apresentam melhor eficácia em células 

que possuem maior expressão desta molécula (35,36), levantando a possibilidade da 

necessidade de novos estudos com administração de drogas imunomodulatórias para aumentar 

a expressão da molécula CD38, em grupos específicos com baixa expressão de CD38, como 

exemplo de lenalidomida (37), inibidores da panobinostat (38), inibidores seletivos de JAK (39) 

e ácido all-trans retinoico (ATRA) (40), antes do início da terapia de indução, poderia melhorar 

a eficiência terapêutica com drogas anti-CD38.   

A quantidade de células circulantes tumorais também constitui uma ferramenta 

importante para avaliação de progressão do MM (41,42). Aqui, evidenciamos que a CTC parece 

ter uma importância em pacientes com piores prognósticos, com contagens maiores em 

pacientes com R-ISS estágio 3 e em pacientes com permanência de doença residual após a fase 

de indução. Contudo, não foi demonstrado significância estatística para estes resultados. Isso 

poderia ser justificado pelo número amostral pequeno deste estudo, sendo recomendado uma 

avaliação com um grupo maior de pacientes para confirmação desses achados. 

A idade constitui um fator prognóstico para os pacientes com MM, na qual quanto mais 

avançada for a idade, pior prognóstico e, consequentemente, menor tempo de sobrevida global 

(43). Em nosso estudo, apesar de não ter apresentado significância estatística para a idade, 

demonstramos que pacientes com idades mais avançadas apresentaram maiores frequências de 

células tumorais circulantes no momento do diagnóstico.  
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CONCLUSÃO 

 

O tratamento com CTd-Dara impactou significativamente o perfil linfocitário dos 

pacientes com MM, especialmente linfócitos B e células NK. A expressão do marcador CD38 

na superfície dos plasmócitos emergiu como um potencial biomarcador prognóstico, onde 

níveis mais elevados de expressão indicaram melhores resultados clínicos e menos doença 

residual mensurável. Entretanto, a correlação entre CTCs e expressão do CD38 não foi 

estabelecida. Esses resultados contribuem para uma compreensão mais abrangente dos efeitos 

imunológicos dessas abordagens terapêuticas em pacientes com mieloma múltiplo, fornecendo 

insights valiosos para a otimização do prognóstico, tratamento e monitoramento desses 

indivíduos a longo prazo. 

 

 

MATERIAIS SUPLEMENTARES 

 

Separação celular das células mononucleares 

 

Células mononucleares do sangue periférico foram obtidas através de gradiente de 

centrifugação, utilizando a solução FICOLL-PAQUE (densidade 1,077 g/mL), em tubos de 

15mL com tampa. Sobre 3mL de FICOLL-PAQUE foram adicionados, vagarosamente, 9,5mL 

da amostra de sangue total e centrifugado durante 20 minutos a 500G. As células 

mononucleares (camada de interface entre FICOLL e plasma) foram retiradas e submetidas a 

lavagem com o tampão salino fosfatado (PBS).  

 

Painéis de Citometria de fluxo 

 

Para a marcação dos linfócitos totais e subpopulações de linfócitos B foram utilizados  

anticorpos monoclonais conjugados com isotianato de fluorosceína (FITC), ficoeritrina (PE), 
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ficoeritrina in tandem (PE-Cy7), proteína Piridina de clorofila (PerCP 5.5), Aloficocianina 

(APC), Aloficocianina in tandem (APC-Cy7), V450 e V500, conforme a tabela abaixo.  

Painel para detecção das subpopulações dos linfócitos totais 

FITC PE PerCP PC7 APC APC-Cy7 V450 V500 

CD38ME CD16+CD56 

(3GO) + 

(Ncam16.2) 

CD5 

(F17F12) 

CD19 

(J3-119) 

CD8 

(RPA-

T8) 

CD3 

(SK7) 

CD4+CD20 

(RPA-T4) + 

(B9E9) 

CD45 

(HI30) 

 

Painel para detecção das subpopulações dos linfócitos B 

FITC PE PerCP PC7 APC V450 V500 

CD38ME 

 

IgD 

(IA6-2) 

CD27 

(M-T271) 

CD19 

(J3-119) 

CD24 

(ALB9) 

CD20 

(B9E9) 

CD45 

(HI30) 

Tabela suplementar 01: Painéis com anticorpos monoclonais e seus respectivos clones.  

 

Identificação de subpopulações linfocitárias: 

 

 
Figura suplementar 01:  Imunofenotipagem por citometria de fluxo das subpopulações 

linfocitárias. (A) Subpopulações de linfócitos totais em sangue periférico. (B) Subpopulações 

de linfócitos B em amostra de CMSP. 
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