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Resumo

O mieloma multiplo (MM) é uma neoplasia maligna secundaria a
expansao clonal de células plasmaticas caracterizada pela presenca de
imunoglobulina monoclonal no sangue e/ou na urina, lesdes liticas dsseas e
infiltracdo de plasmdcitos monoclonais na medula 6ssea. A caracterizagdao dos
mecanismos responsaveis pela expansao das células tumorais do MM é dificil
e envolve uma série de alteragbes genéticas e mudangas no microambiente da
medula 6ssea, favorecendo o crescimento do tumor e a falha do sistema imune
em reconhecé-lo. O MM é uma doenca incuravel, sendo a sobrevida mediana
dos pacientes em torno de 3-5 anos. Terapias atuais como quimioterapia e
transplante autélogo de células-tronco podem induzir remissado da doenga, mas
a recaida e a morte sdo inevitaveis.

Os antigenos especificos cancer/testiculo (CTs) foram originalmente
descritos em pacientes com melanoma e sdo assim denominados, pois suas
proteinas foram identificadas em espermatogénias, células conhecidas por nédo
expressarem antigenos de histocompatibilidade (HLA), o que as impossibilita
de desencadear uma resposta imune especifica. Esses antigenos foram
identificados posteriormente em varios tipos de tumores humanos, como
melanoma, carcinoma pulmonar, cancer renal, entre outros. At¢é o momento,
existem poucas informagdes a respeito de sua importancia como fatores de
prognoéstico clinico ou relacionado a proliferacdo aberrante das células
plasmaticas. Assim, o objetivo deste estudo & avaliar o nivel de expresséo
génica dos antigenos cancer/testiculo MAGEC1(CT7), MAGEA3/6, LAGE-1,
NY-ESO-1 e GAGE em amostras de aspirado de medula Ossea total de
pacientes com mieloma multiplo. A analise de expressdo por RT-PCR dos 5
CTs de interesse, realizada em 21 amostras de medula total de pacientes com
MM, demonstrou as seguintes frequéncias: CT7 (42,9%), LAGE-1 (23,8%),
MAGEA3/6 (19%), GAGE (19%) e NY-ESO-1 (4,8%), indicando que podem ser

bons candidatos a imunoterapia.
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Abreviaturas e Siglas

%: porcentagem

°C: grau Celsius.

cDNA - DNA complementar

CEP - Comité de Etica em Pesquisa
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CT7/MAGEC1 - Gene Cancer/testiculo 7

CT - Antigeno Cancer/Testiculo
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et al. - e outros (de et alli).

GAGE - Gene Antigeno G
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GMSI - Gamopatia monoclonal de significado indeterminado
HLA - Antigeno leucocitario humano

IgA - Imunoglobulina A

IgG - Imunoglobulina G

ISS - Sistema de Estadiamento Internacional

LAGE-1 - Gene Antigeno L-1

MAGEAZ3/6 - Gene Antigeno especifico de melanoma-3/6
MgCl, - Cloreto de magneésio

min - Minutos

mL - mililitros

ML - microlitros

MM - Mieloma multiplo

mM - Milimolar

MO - Medula é6ssea

Monografia

NY-ESO-1 - Gene Carcinoma espino celular de es6fago de Nova lorque

pb - Pares de bases
PBS - Phosphate-buffered saline
pmol - Picomol

RNA - Acido ribonucléico

RT-PCR - Reacédo em cadeia da polimerase- transcriptase reversa
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s - Segundos
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1. Introducao

1.1. O mieloma multiplo

O mieloma multiplo (MM) é uma neoplasia maligna secundaria a
expansao clonal de células plasmaticas caracterizada pela presenca de
imunoglobulina (Ig) monoclonal no sangue e/ou na urina, lesdes liticas 0sseas
e infiltracdo de plasmécitos monoclonais na medula 6ssea (Jungbluth et al,
2005; Nadav et al, 2006).

O MM corresponde a 1,0% de todas as neoplasias e aproximadamente
10% das neoplasias hematologicas, sendo o segundo tipo de cancer
hematolégico mais comum (Jungbluth et al, 2005; Li et al, 2007; White et al,
2007). A incidéncia média anual ajustada por idade é em torno de 4,7 por 1.000
para populagcao masculina e 3,2 por 1.000 para populacao feminina (White et
al, 2007). Nos Estados Unidos sdo diagnosticados aproximadamente 15.000
novos casos de MM por ano (Atanackovic et al, 2007).

O diagnodstico de MM é baseado na presenga de proteina monoclonal
(proteina-M) no soro e/ou urina, infiltragdo da medula 6ssea por pelo menos
10% de plasmécitos clonais e lesdo de um ou mais 6rgdos-alvo [CRAB =
hipercalcemia, insuficiéncia renal, anemia, lesdes 6sseas (bone lesions)]. Os
individuos com mieloma devem ser distinguidos daqueles com gamopatia
monoclonal de significado indeterminado (GMSI) [<10% de células plasmaticas
na medula éssea, baixo nivel da proteina M (<3g/dl) e nenhuma lesdo
osteolitica], amiloidose ou de outras doencas linfoproliferativas com
paraproteinemia. Atualmente, recomenda-se a diferenciacdo entre MM
sintomatico e assintomatico. Pacientes sintomaticos s&o aqueles com um ou
mais dos critérios CRAB e, por isso, necessitam de tratamento. Ja os pacientes
assintomaticos devem ser apenas acompanhados clinicamente (Ludwig, 2005).

Embora as células plasmaticas malignas estejam presentes
principalmente na medula éssea, elas sdao capazes de migrar para sitios
distantes, através da circulagdo sanguinea. Assim, as células do MM podem
ser detectadas no sangue periférico da maioria dos pacientes através da
andlise do rearranjo de cadeia pesada da imunoglobulina por PCR

(‘Polymerase Chain Reaction’) ou por citometria de fluxo (Nadav et al, 2006).
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A caracterizacdo dos mecanismos responsaveis pela expansao das
células tumorais do MM é dificil e envolve uma série de alteragcbes genéticas e
mudangas no microambiente da medula éssea, favorecendo o crescimento do
tumor e a falha do sistema imune em reconhecé-lo (Nadav et al, 2006; Ludwig,
2005).

O microambiente do MM consiste de plasmdcitos clonais, proteinas da
matriz extracelular, células estromais da medula &ssea, osteoblastos e
osteoclastos. A interacdo entre as células do MM, as células estromais da
medula 6ssea, via moléculas de adesao e citoquinas, € um fator crucial na
patogénese do mieloma. A interleucina-6 (IL-6) € uma citoquina que tem como
funcdo atuar na diferenciagdo das células B. A IL-6 é considerada uma das
mais importantes citoquinas na biologia do MM, pois leva a proliferacéo e a
inibicdo da morte celular (apoptose) nas células tumorais (Chng et al, 2005).

Novas evidéncias sugerem que pequenas fragcdes de células do MM
escapam da acao dos quimioterapicos e permanecem em niveis indetectaveis
por métodos convencionais. Essas pequenas fracbes de células do mieloma
sao consideradas alvos potenciais para imunoterapia, seja ela passiva ou ativa,
devido a dois fatores principais: 1) pequenas fragdes celulares de MM podem
ser destruidas por linfocitos T citotoxicos; 2) nos transplantes alogénicos, a
infusdo de células T do doador podem, com eficiéncia, eliminar as pequenas
fragbes de células do MM residuais em alguns pacientes, favorecendo a
formacao de uma resposta imune mais eficiente (Condomines et al, 2007).

As imunoglobulinas (Ig) clonais que s&o produzidas pelas pequenas
fracdes de células residuais do MM parecem ser alvos ideais e especificos para
construcao de vacinas anti-idiotipo. Porém, varios trials de vacinas utilizando o
idiotipo da Ig como alvo falharam em demonstrar beneficio clinico em pacientes
com MM (Condomines et al, 2007). Ja as vacinas formuladas com antigenos
associados ao MM podem “instruir’ o sistema imune a eliminar as células
malignas. Mas para isso requerem antigenos que sejam especificos das

células do mieloma (Jungbluth et al, 2007).
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1.2. Os antigenos cancer/testiculo (CT)

Antigenos que estdo associados a tumor foram descobertos
originalmente em pacientes com melanoma maligno. Esses antigenos foram
identificados posteriormente em varios tipos de tumores humanos. Em tecido
normal foram inicialmente descritos em linhagem germinativa de testiculo. Por
iSSO, 0S genes que expressam essas proteinas receberam o nome de
antigenos ‘cancer/testis’ (CT) (Utsunomiya et al, 2004).

Assim, os CTs constituem uma promissora classe de antigenos tumorais
devido a sua limitada expressdo em tecidos somaticos (células germinativas do
testiculo, ovario fetal e células placentarias (trofoblastos) (Cho et al, 2006;
Costa et al, 2007). Alguns CTs podem ser expressos em outros tecidos
normais como pancreas, figado e bago, mas o nivel encontrado de expressao &
bem mais baixo do que aquele visto em células germinativas (Costa et al,
2007).

O desenvolvimento de vacinas para antigenos especificos de tumor
depende, em parte, da identificacdo de um amplo espectro de proteinas
imunogénicas expressas predominantemente em cancer humano. A técnica de
clonagem de epitopos de células T desenvolvida e publicada em 1991 levou a
descoberta dos antigenos CTs humanos MAGEA1, BAGE e GAGE. Foi
demonstrado que os produtos dos RNAs mensageiros transcritos e traduzidos
desses genes estavam presentes exclusivamente em testiculo normal e em
varios tipos de tumores. Em 1995 foi utilizada a técnica SEREX (‘Serological
Expression Cloning’) na busca de novos antigenos tumorais reconhecidos pela
IgG de pacientes com cancer. Entre os genes identificados em tumores
humanos por esta técnica estdo o SSX2, NY-ESO-1 e SYCP-1, que como 0s
genes MAGE, BAGE e GAGE, também sao expressos predominantemente em
testiculo normal e em cancer (Scanlan et al, 2004).

Os genes que codificam os CTs podem ser divididos entre os que estao
localizados no cromossomo X e o0s que estdo presentes em outros
cromossomos (os autossomos) (Cho et al, 2006). Os CT que estdo no
cromossomo X, como o gene MAGEC1(CT7), tendem a formar familias de
genes que sao normalmente expressos na espermatogbnia de forma

coordenada. Ha evidéncias de que a expressao desses CTs seja regulada por
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mecanismos epigenéticos, como hipermetilagdo do promotor génico (metilagéo
do DNA) e acetilagao de histonas (Simpson et al, 2005; Cho et al 2006; Costa
et al, 2007). Uma anotagédo cuidadosa dos genes que estdo presentes no
cromossomo X demonstrou que aproximadamente 10% deles correspondem
aos CTs e esses sao frequentemente co-expressos em células tumorais
(Simpson et al, 2005; Cho et al, 2006; Stevenson et al, 2007). Ja os CTs que
nao estdo no cromossomo X, por exemplo o BAGE, encontram-se distribuidos
aleatoriamente no genoma (Simpson et al, 2005).

No testiculo, os CTs sdo normalmente expressos nos espermatacitos e
atuam na meiose. Assim, a expressao “aberrante” de CTs em células tumorais
pode levar a segregacao cromossdmica anormal e aneuplodia, justificando sua
importancia na tumorigénese (Simpson et al, 2005).

Como os CTs nédo sao expressos ou tém uma baixa expressdo em
tecidos somaticos diferenciados, alguns autores sugerem que a expressao dos
CTs em tecido tumoral pode ser restrita as células que retém propriedades de
células-tronco (Parmigiani et al, 2006; Costa et al, 2007). Na massa tumoral,
uma populacao restrita com propriedades de célula-tronco (‘cancer stem cell’)
pode ser mantida, favorecendo a manutencdo do tumor, proliferacdo e
metastases (Costa et al, 2007).

Assim, todos os CTs sao em principio alvos atrativos para imunoterapia
em cancer, devido as gbonadas serem 6rgaos imunoprivilegiados e a resposta
imune anti-CT ser alvo tumoral especifico. Vacinas utilizando peptideos
derivados dos CTs NY-ESO-1 (CTAG1B) e MAGEA1 tém demonstrado
beneficios clinicos em pacientes com melanoma (Stevenson et al, 2007).

Os CTs tém sido detectados em muitas linhagens celulares e em
amostras de tumor primario dos pacientes com MM (por RT-PCR e
imunoistoquimica). Até o momento existem poucas informagdes a respeito de
sua importancia como fatores de progndstico clinico ou relacionado a
proliferagdo aberrante das células plasmaticas (Jungbluth et al, 2005).

No estudo realizado por Condomines et al (2007) em pacientes com MM
recém-diagnosticados que sobreviveram ao tratamento, o gene MAGEC1 foi o
CT mais expresso (66% dos casos), o que corrobora os resultados obtidos em
outros trabalhos publicados anteriormente. Jungbluth et al (2005), observaram

que a expressao do gene MAGECT1 foi correlacionada com o avango da doenga
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do mieloma, devido a alta expressdo desse gene nas amostras com estadio lll
de MM, quando comparado com individuos com GMSI.

Um estudo recente desenvolvido no laboratério de Biologia Molecular do
Cancer da Unifesp mostrou elevada frequéncia (> 70%) de expressao do gene
MAGEC1(CT7) em pacientes com mieloma multiplo em estadio avancado e
possivel impacto prognéstico desfavoravel relacionado a expressao desse
gene. Esse estudo sugere que o gene MAGEC1(CT7) tenha importante papel
biolégico no desenvolvimento e prognéstico do MM, podendo ainda ser
considerado um possivel alvo terapéutico. Este estudo também demonstrou
que outros antigenos CT estdo freqientemente expressos em pacientes com
MM: LAGE-1 (49%), MAGEA3/6 (41%), NY-ESO-1 (33%) e GAGE (33%)
(Andrade et al., 2008).

1.3. Imunogenicidade dos antigenos cancer/testiculo

A disfuncdo imune é uma importante caracteristica do MM e leva a
infeccbes bacterianas, fungicas e virais, que sado as maiores causas de
morbidade e mortalidade nessa doenca. Reduzidos niveis de imunoglobulinas
policlonais € uma caracteristica consistente da atividade do MM. Esta
“hipogamaglobulinemia” reflete a supressdo dos linfécitos B CD19+ que é
inversamente proporcional ao estagio da doenca (Rawstron et al, 1998). Além
disso, existe a presenga de um pico monoclonal de imunoglobulina secretado
pelas células tumorais, mas que nao apresenta fungao imune especifica.

A disfungdo imune do MM também parece contribuir para o crescimento
tumoral e resisténcia a quimioterapia. Por isso, € provavel que o sistema imune
tenha papel em prevenir ou controlar o crescimento dos plasmadcitos tumorais
nessa doencga (Pratt et al, 2007).

Apesar da intrinseca disfungao imune presente na maioria dos pacientes
com MM, ha consideravel interesse na identificacdo de resposta autdloga
contra os CTs em mieloma. Recentemente, documentou-se que antigenos
tumorais associados ao MM sao capazes de suscitar resposta humoral e

resposta imune de linfécitos T CD4 e CD8+, conforme descrito a seguir.
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Atanackovic et al (2007) descreveram resposta humoral contra CTs apods
transplante alogénico, sugerindo que existe baixa imunogenicidade esponténea
contra esses antigenos no MM.

Recentemente, Curioni-Fontecedro et al (2008) detectaram a presenga
de anticorpos anti-CT7 (MAGEC1) por Western blot em soro de 30/60 (50%)
pacientes com MM previamente tratados e 13 de 14 (93%) pacientes com MM
que expressavam o CT7 no tumor. Por outro lado, encontraram expressao de
NY-ESO-1 em 1 de 24 tumores (4%), justificando o baixo nivel de detecgéo de
anticorpos contra esse antigeno no soro dos pacientes com MM em soro (2/60
casos de MM previamente tratados). Além disso, anticorpos anti-MAGEAS3 e

SSX-2 foram detectados em soro de apenas um paciente com MM.
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2. Justificativa

O mieloma multiplo permanece como doenga incuravel, tendo como
sobrevida média de trés a cinco anos. A recaida da doenca ocorre na maioria
dos pacientes, independentemente do regime de tratamento aplicado. Embora
seja possivel obter remissdo completa da doenga em aproximadamente 25-
50% dos pacientes com diagndstico inicial, quase todos irdo recidivar em 2-3
anos.

Como os CTs nao sao expressos ou tém uma baixa expressdao em
tecidos somaticos diferenciados, sdo alvos atrativos para imunoterapia, pois as
células testiculares e placentarias nao expressam de MHC de classe |, portanto
os CTs nao sdo reconhecidos por linfocitos T citotoxicos CD8".

O desenvolvimento de vacinas para antigenos especificos de tumor
depende, em parte, da identificacdo de um amplo espectro de proteinas
imunogénicas expressas predominantemente em cancer humano. Sendo
assim, este projeto se propde a avaliar a expressdo génica dos CTs em
amostras de MM, aumentando a casuistica testada por Andrade et al (2008).
Além disto, pretende-se avaliar a resposta humoral dos pacientes com MM
contra estes antigenos. Estas analises poderao contribuir com informagdes
uteis para o desenvolvimento de novos subsidios para o uso da imunoterapia
no tratamento destes pacientes, contribuindo para uma abordagem terapéutica

mais individualizada para os pacientes com MM.
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3. Objetivos

1) Extrair RNA a partir de amostras de aspirado de medula 6ssea total de

pacientes com MM.
2) Sintetizar cDNA a partir das amostras de RNA extraidas.
3) Avaliar o nivel de expressdo génica dos antigenos cancer/testiculo

MAGEC1(CT7), MAGEA3/6, LAGE-1, NY-ESO-1 e GAGE nestas

amostras.

3.1 Objetivos Extras

1) Avaliar a presenca de imunidade humoral espontanea contra o antigeno

MAGEC1(CT7) no soro de pacientes com MM ao diagnostico .

2) Verificar a possibilidade de resposta imune cruzada entre os antigenos
NY-ESO-1 e LAGE-1 por Western Blot.

18
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4. Materiais e Métodos

4.1. Pacientes

Para avaliar o nivel de expressdao dos genes MAGEC1(CT7),
MAGEA3/6, NY-ESO-1, LAGE-1 e GAGE ja foram coletadas amostras de
medula 6ssea de 21 pacientes com MM. Todas estas amostras foram
coletadas ao diagndéstico no ambito do Projeto Genoma Clinico do Cancer em
Mieloma Multiplo (MM).

Também foram coletadas amostras de soro desses pacientes para se
avaliar a presencga de imunidade humoral espontanea contra esses antigenos
nestas amostras de MM ao diagndstico.

Desta forma, a casuistica a ser analisada no presente estudo totaliza 21
casos de MM e este grupo se soma aos 39 casos de MM analisados

anteriormente (Anexo 1).

O uso dessas amostras de aspirado de medula 6ssea para estudos de
biologia molecular havia sido aprovado em 10/12/2004 pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sdo Paulo
(CEP 1428/04). O uso destas amostras no estudo que visa avaliar a imunidade
humoral espontanea contra antigenos cancer/testiculo foi aprovado em
06/03/08 pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de
Sao Paulo/Hospital Sao Paulo (CEP 1803/08).

Todos os pacientes com MM concordaram em participar do estudo e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) aprovado pelo
CEP (Anexo 2).

4.1.1 Avaliagao diagndstica dos pacientes com suspeita de MM

A avaliagao inicial dos pacientes com suspeita de MM incluiu os exames

necessarios para diagnéstico e estadiamento:

1) Hemograma completo, uréia, creatinina, calcio total e i6nico, DHL, B2-

microglobulina (BoM), proteina C reativa.
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2)

Avaliacdo radiologica do esqueleto, incluindo raios-X simples de cranio,
coluna vertebral, bacia e membros, bilateralmente. Pacientes com
suspeita de compressao da medula espinhal foram avaliados com

ressonancia nuclear magnética (RNM) de coluna vertebral.
Eletroforese de proteinas (EFP) sérica.

Quantificagao das imunoglobulinas séricas por método

imunonefelométrico.
Imunofixacao de proteinas do soro.

Imunofixacdo de proteinas da urina. Para a demonstragcdao da proteina
monoclonal (proteina-M) na urina (proteinuria de Bence-Jones), a
eletroforese de proteinas e a imunocaracterizagao foram realizadas em

aliquota adequadamente concentrada da urina de 24 horas.

Mielograma. O material obtido por aspiragdo da medula 6ssea foi corado
com May-Grunwald-Giemsa para avaliagdao morfolégica e determinagao

do percentual de plasmdcitos.

Biopsia de medula éssea. As bidpsias de medula 6ssea obtidas ao
diagnodstico foram fixadas em BASE-5 e em formalina, descalcificadas,
emblocadas em parafina e coradas com hematoxilina e eosina, PAS,
Giemsa e reticulina de Gomori para avaliagdo histologica. Reacdes
imuno-histoquimicas com anticorpos monoclonais anti-k e anti-A foram

realizadas para definicao de clonalidade.

4.1.2 Critérios diagnodsticos utilizados

Os pacientes foram diagnosticados segundo critérios propostos pelo

International Myeloma Working Group (2003).

Quadro 1. Critérios diagndsticos no MM (Kyle et al., 2003).

Mieloma muiltiplo sintomatico

2. Plasmocitose clonal na medula éssea > 10% e/ou plasmocitoma em bidpsia de

1. Proteina-M no soro e/ou urina
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tecido
3. Lesbes em o6rgdos-alvo associadas ao mieloma (um ou mais):
CRAB (acrénimo do Inglés: Calcium, Renal insuficiency, Anemia, Bone lesions):
e Hipercalcemia (calcio sérico > 2.65 mmol/L ou > 11.5mg/dL)
e Insuficiéncia renal (creatinina sérica > 2mg/dL ou 177umol/L)
e Anemia (hemoglobina < 10 g/dL ou 2 mg abaixo do limite normal)

e LesOes Osseas (lesdes liticas ou osteopenia)
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4.1.3 Estadiamento clinico

O estadiamento obedeceu ao sistema proposto por Durie & Salmon
(1975) (Quadro 2) e ao International Staging System (ISS).

Quadro 2. Sistema de estadiamento de Durie & Salmon.

Mieloma Multiplo

Estadio Critério Massa Celular *

(x 10 */m?)

| Presenca das caracteristicas:
1.Hb > 10g/DI
2.Célcio normal < 0,6 (baixa)
3.Auséncia de lesdo 6ssea (escala 0) ou apenas
plasmocitoma
4.1gG < 5g/dL, IGA < 3g/dL, cadeia leve urina <
49/24hs

Il Nao se encaixaem | e lll 0,6-1,2

(intermediaria)

11 Uma ou mais caracteristicas:
1.Hb < 8,5¢/DlI
2.Calcio acima do normal > 1,2 (alta)
3.Lesdes dsseas liticas avangadas (escala 3)°
4.1gG > 7g/dL, IGA > 5g/dL, cadeia leve urina >
129/24hs

Subclassificagao: A (Creatinina < 2mg/dL)
B (Creatinina > = 2mg/dL)

A= 10 " células = aproximadamente 1 Kg

B= escala de lesdes dsseas: Normal (0), Osteoporose (1), Lesdes liticas (2), Destruicdo esquelética extensa e
fraturas (3)

4.2. Extracao de RNA e sintese e cDNA.

O RNA total das amostras foi extraido utilizando-se o reagente Trizol

(Invitrogen), segundo condi¢cbes fornecidas pelo fabricante. O RNA obtido foi
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quantificado em espectrofotdmetro e sua integridade foi avaliada através de
eletroforese em gel de agarose.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando-se a SuperScriptll (Invitrogen)
conforme as condi¢cdes fornecidas pelo fabricante. Basicamente, foram
misturados 2ug de RNA total, 0,5ug de primer (oligo(dT)g), 1uL de dNTPs
(10mM) e agua (RNAse-free) até 12uL. A mistura foi incubada a 65°C durante
5 minutos e armazenada em gelo. Em seguida, foram adicionados 4uL de 5X
(First Strand Buffer), 2uL de DTT 0,1M, 200U de RNAse out e 40U da enzima
SuperScriptll (Invitrogen). A reagdo prosseguiu com incubagédo a 42°C por 1
hora e depois a 70°C por 15 minutos. Apds a sintese os cDNAs obtidos foram

diluidos 10 vezes com agua.

4.3. Analise da Expressao dos CTs.

A expressao dos 5 CTs (MAGEC1, MAGEAS3/6, LAGE-1, NY-ESO-1 e
GAGE) foi avaliada por RT-PCR e eletroforese em gel de agarose 2%, corado
com Sybr Green. O controle positivo foi a linhagem celular de mieloma multiplo
U266 (TIB-196, ATCC, Manassas, USA).

As reacdes de PCR foram realizadas em tubos de 0,2mL com um
volume total de 25uL, contendo 1uL de cDNA, 1x PCR buffer, 1mM MgCl,,
0.2uM dNTPs, 10pmol de cada primer (tanto o direto como o reverso), e 1,25U
de Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen). As sequéncias dos primers

utilizados e as condi¢gbes da PCR estao apresentadas no Quadro 3.

4.4. Deteccao da resposta humoral espontanea anti-MAGEC1(CT-7)

Para detectar a presenga de resposta humoral espontanea dos
pacientes com MM recém-diagnosticados contra o antigeno CT7 foi utilizado o
extrato protéico total da linhagem celular U266 (que expressa o RNAm dos
cinco genes) em ensaios de Western Blot (Curioni-Fontecedro et al, 2008).

A linhagem celular U266 foi mantida a 37°C na presenga de 5% de CO,,
em RPMI 1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1% de L-
glutamina, 1% de MEM NEAA (MEM non-essential amino acids) [Gibco
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Laboratories] e gentamicina. Em um pellet de 500.000 células da linhagem
celular U266 foi adicionado 300uL de tampéo de lise 2X (50mM Tris-Cl pH 6.8,
2% SDS, 10% Glycerol, 0,1% Bromophenol Blue). Apds a ressuspensao das
células, o lisado foi colocado no gelo por 3 minutos. Sendo assim, as proteinas
foram separadas através de eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo
dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE). Em cada canaleta do gel foi aplicado
40uL do lisado protéico. No gel, também foi aplicado 10uL do padréao de peso
molecular Precision Plus Protein Standards — Kaleidoscope (Catalog # 161-
0375 BIO-RAD), como marcador.

Apos o SDS-PAGE, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de PVDF Hybond-P (Amersham Biociences), (60 minutos a 100V e
350mA).

Foram adicionados os soros dos pacientes com MM (em duplicata)
como anticorpo primario nas diluigdes 1:25, 1:100 e 1:250 (na amostra controle
foi adicionado o anticorpo primario CT7.33 mouse monoclonal, na
concentracéo final de 0,5ug/ml).

Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario anti
IgG humana na diluicdo 1:20.000, o volume final foi de 500uL para cada
amostra [na amostra controle foi usado o anticorpo secundario a-mouse IgG
Horseradish Peroxidase Conjugated — anti-mouse (Amersham Biociences)).

Para evidenciar a proteina CT7 na membrana, foi utilizado o kit ECL
Western Blotting Detection Reagents (Amersham), na propor¢ao 1:1, sendo as
solugdes do ECL o substrato da peroxidase presente no anticorpo secundario.
Em seguida, a membrana foi exposta a um filme radiografico Hyperfiim ECL
(Amersham Biociences) por, respectivamente, 3 minutos, 2 minutos, 1minuto e
10s. Imediatamente apds o tempo de exposi¢ao, os filmes foram revelados
(revelador Kodak), lavados em agua corrente e fixados (fixador Kodak).

Para certificar-se de que em todas as canaletas foram adicionados os
soro dos pacientes foi realizado foi realizado um Western Blot para a proteina
a/p Tubulina (50-60 KDa). Foram utilizados o anticorpo primario o/ Tubulina
(50-60 KDa) Rabbit Polyclonal (Cell Signaling), na diluicdo de 1:1.000 (volume
final de 6ml); e o anticorpo secundario Anti-Rabbit na diluicdo 1:4.000 (volume
final de 12ml).
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4.5. Deteccao da resposta cruzada entre os antigenos NY-ESO-1 e LAGE-1

Para avaliar a possibilidade de resposta cruzada entre os antigenos NY-
ESO-1 e LAGE-1, ou seja, verificar se o anticorpo anti-NY-ESO-1 seria capaz
de reconhecer também a proteina LAGE-1, foram utilizados em ensaios de
Western blot, os extratos protéicos de linhagens tumorais positivas para LAGE-
1 e negativas para NY-ESO-1 (avaliados por RT-PCR) e o anticorpo E978 anti-
NY-ESO-1.

Para identificar as linhagens celulares de MM que expressassem
LAGE-1 e/ou o NY-ESO foram realizados experimentos de RT-PCR com
primers especificos para estes antigenos (quadro 3). Em tubos de 0,2mL foram
adicionados 1uL de cDNA, 1x PCR buffer, 1mM MgCl,, 0,2uM dNTPs, 10pmol
de cada primer (tanto o direto como o reverso), e 1,25U de Taq Platinum DNA
Polimerase (/nvitrogen). O volume final de reagao foi de 25uL.

O Western blot foi realizado utilizando-se os extratos protéicos totais das
linhagens celulares SKBR3, H1299, HaCat e U266. Em um pellet de 500.000
células das linhagens celulares SKBR3, H1299, HaCat e U266 foi adicionado
300uL de tampéo de lise 2X (50mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10% Glycerol,
0,1% Bromophenol Blue). Apds a ressuspensdo das ceélulas, o lisado foi
colocado no gelo por 3 minutos. Estes foram submetidos a uma eletroforese
em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). Em
cada canaleta do gel foi aplicado 40uL do lisado protéico. No gel, também foi
aplicado 8pL do padrao de peso molecular Precision Plus Protein Standards —
Kaleidoscope (BIO-RAD), como marcador.

Apos o SDS-PAGE, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de PVDF Hybond-P (Amersham Biociences), foi adicionado o
anticorpo primario anti-NY-ESO-1 na concentragao final de 0,4ug/ml.

Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario anti
IgG humana na diluicdo 1:20.000, o volume final foi de 500uL para cada
amostra [na amostra controle foi usado o anticorpo secundario a-mouse IgG
Horseradish Peroxidase Conjugated — anti-mouse (Amersham Biociences)].

Para evidenciar a proteina NY-ESO-1 na membrana, foi utilizado o kit

ECL Western Blotting Detection Reagents (Amersham), na proporgao 1:1,
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sendo as solugdes do ECL o substrato da peroxidase presente no anticorpo
secundario. Em seguida, a membrana foi exposta a um filme radiografico
Hyperfilm ECL (Amersham Biociences) por 3 minutos. Rapidamente, os filmes
foram revelados (revelador Kodak), lavados em agua corrente e fixados (fixador
Kodak).

Para certificar-se de que em todas as canaletas foram adicionados
extratos protéicos foi realizado foi realizado um Western Blot para a proteina
a/B Tubulina (50-60 KDa). Foram utilizados o anticorpo primario o/ Tubulina
(50-60 KDa) Rabbit Polyclonal (Cell Signaling), na diluicdo de 1:1.000 (volume
final de 6ml); e o anticorpo secundario Anti-Rabbit na diluicdo 1:4.000 (volume
final de 12ml).
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Quadro 3. (sequiéncia de primers e ciclos da RT-PCR).

Monografia

__A FRAGMENTO i
GENE SEQUENCIA DE PRIMER (PB) REFERENCIA CICLOS DA RT-PCR

Desnaturagéo: 94°C, 2 minutos

GAGE (F) 5 TATGCGGCCCGAGCAGTT-3’ Andrade et al, 2008 | g40c 45 segundos

GAGE (R) 5-CCTGCCCATCAGGACCATC-3 209 60° C, 45 segundos | 30 ciclos
72°C, 1 minuto
Extensdo: 72°, 7 minutos
Desnaturagéo: 94°C, 2 minutos

MAGE A3/6 (F) 5-GAAGCCGGCCCAGGCTCG-3’ Jungbluth et al, 94°C, 45 segundos

MAGE A3/6 (R ) 5-GGAGTCCTCATAGGATTGGCT-3 423 2005 60° C, 45 segundos | 35 ciclos
72°C, 1 minuto
Extens&o: 72°, 7 minutos
Desnaturagéo: 94°C, 2 minutos

NY-ESO-1 (F) 5-CCCCACCGCTTCCCGTG-3’ van Baren, 1999 94°C, 45 segundos

NY-ESO-1 (R) 5-CTGGCCACTCGTGCTGGGA -3 275 60° C, 45 segundos | 35 ciclos
72°C, 1 minuto
Extens&o: 72°, 7 minutos
Desnaturagéo: 94°C, 2 minutos

MAGE C1/CT7 (F) 5-GACGAGGATCGTCTCAGGTCAGC-3’ Jungbluth etal, | 9400, 45 segundos

MAGE C1/CT7 (R) | 9-ACATCCTCACCCTCAGGAGGG-¥ 632 2005 63° C, 45 segundos | 35 ciclos
72°C, 1 minuto
Extensdo: 72°, 7 minutos
Desnaturagéo: 94°C, 2 minutos

LAGE-1 (F) 5-CTGCGCAGGATGGAAGGTGCCCC-3’ 94°C, 45 segundos

LAGE-1 (R) 5-GCGCCTCTGCCCTGAGGGAGC-3’ 332/561 Wang et al, 2004 | 5o C, 45 segundos | 35 ciclos

72°C, 1 minuto

Extensado: 72°, 7 minutos
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5. Resultados e Discussao

5.1. Extracao de RNA e sintese e cDNA.

A extracdo dos RNAs das 21 amostras de medula éssea e a sintese de
cDNAs foram bem sucedidas.

As quantidades de RNA obtidas variaram de 5 a 500ug. Apds a
eletroforese em gel de agarose, foram considerados RNAs de boa qualidade
aqueles que apresentaram bandas nitidas correspondentes aos RNAs
ribossémicos 28S e 18S (Figura 1). Todas as 21 amostras apresentaram RNA

de boa qualidade e prosseguiram no estudo.

28S

188

Figura 1. Gel de agarose 2% corado com brometo de etideo contendo 1ug de RNA obtido de 7

casos incluidos no estudo

Cerca de 2ug de cada RNA foram utilizados para a sintese de moléculas
de cDNA e a qualidade dos produtos obtidos foi avaliada por meio de RT-PCR
utilizando primers para o gene GAPDH. Para todas as amostras utilizadas no
estudo foi obtida a amplificacdo, o que demonstra que para todas elas foi

possivel conseguir uma boa eficiéncia na sintese do cDNA (Figura 2).

500pb——

] i o ; i : :‘_ F| .
400pb—— oAl EhGS  REY o VR WEE N8 M §E

Figura 2. Checagem da sintese de cDNA. Amplificagdo do fragmento de 378 pb do gene
GAPDH. Gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.. Na canaleta M esta
representado o marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder- Invitrogen); nas canaletas
de 1 a 9 estdo presentes as amostras de cDNAs avaliadas apresentando amplificagédo
eficiente, demonstrado pela presenga das bandas de 378 pb. C+: controle positivo da reagéo

(linhagem celular U266) e C-: controle negativo (sem cDNA)
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5.2. Anadlise da Expressao dos CTs.

A analise de expressao por RT-PCR dos 5 CTs de interesse, realizada
em 21 amostras de medula total de pacientes com MM, demonstrou as
seguintes frequéncias: CT7 (42,9%), LAGE-1 (23,8%), MAGEA3/6 (19%),
GAGE (19%) e NY-ESO-1 (4,8%).

A presenca de banda na canaleta “C+” (controle positivo) demonstra que
a RT-PCR deu certo e a auséncia de banda na canaleta “No” (controle
negativo) mostra que ndo houve contaminagédo com outro DNA na reacdo. A
presenca ou auséncia de bandas nas demais canaletas mostra a expresséao
positiva ou negativa, respectivamente, das amostras para os 5 genes de

interesse, como pode ser verificado nas figuras de 3 a 7.

1 M2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 C+ No
700pb —— LOF
600pb —— - G “ .
500pb —— -

Figura 3. Amplificagdo do fragmento de 632 pb do gene CT7. Gel de agarose 2% corado com
Sybr Green (0,1uL/mL). Na canaleta M estéa representado o marcador de peso molecular (100
pb DNA Ladder- Invitrogen); nas canaletas de 1 a 11 estdo presentes as amostras de cDNAs
avaliadas. C+: controle positivo da reacao (linhagem celular U266) e C-: controle negativo (sem
cDNA)

1 M 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 C+ No
600 pb—— f—
500 pb ——
400 pb ——
300 pb—— . e

Figura 4. Amplificacdo dos fragmentos de 332 pb e 561 pb do gene LAGE-1. Gel de agarose
2% corado com Sybr Green (0,1uL/mL). Na canaleta M esta representado o marcador de peso
molecular (100 pb DNA Ladder- Invitrogen); nas canaletas de 1 a 11 estdo presentes as
amostras de cDNAs avaliadas. C+: controle positivo da reag¢ado (linhagem celular U266) e C-:

controle negativo (sem cDNA)
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300 pb —

200 pb —— S - - ..

Figura 5. Amplificacdo do fragmento de 209 pb do gene GAGE-1. Gel de agarose 2% corado
com Sybr Green (0,1uL/mL). Na canaleta M esté representado o marcador de peso molecular
(100 pb DNA Ladder- Invitrogen); nas canaletas de 1 a 11 estdo presentes as amostras de
cDNAs avaliadas. C+: controle positivo da reacdo (linhagem celular U266) e C-: controle

negativo (sem cDNA)

1 M 2 3 4 5 & 7 8 9 10 1 C+ No
600 pb —

£ 3'
500 pb S SR LEREE ¢
400 pb “ o r e “

¥

Figura 6. Amplificagdo do fragmento de 423 pb do gene MAGEA3/6. Gel de agarose 2%
corado com Sybr Green (0,1uL/mL). Na canaleta M esta representado o marcador de peso
molecular (100 pb DNA Ladder- Invitrogen); nas canaletas de 1 a 11 estdo presentes as
amostras de cDNAs avaliadas. C+: controle positivo da reacao (linhagem celular U266) e C-:

controle negativo (sem cDNA).

400pb ——

300pb T -

200pb ——

Figura 7. Amplificacdo do fragmento de 275 pb do gene NY-ESO-1. Gel de agarose 2% corado
com Sybr Green (0,1uL/mL). Na canaleta M esta representado o marcador de peso molecular
(100 pb DNA Ladder- Invitrogen); nas canaletas de 1 a 11 estdo presentes as amostras de
cDNAs avaliadas. C+: controle positivo da reacdo (linhagem celular U266) e C-: controle

negativo (sem cDNA)

Esta analise da expressdo por RT-PCR dos cinco CTs de interesse,

realizada em 21 amostras de medula total de pacientes com MM, somada com
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a frequiéncia de expressao destes mesmos CTs avaliada anteriormente (analise
total dos 60 casos de MM) demonstrou que estes CTs encontram-se
frequentemente expressos nos casos de MM (CT7 65%, LAGE-1 40%,
MAGEAS3/6 33%, GAGE 28% e NY-ESO-1 23%).

No estudo de Jungbluth et. al. (2005), também foi avaliada a expressao
de alguns CTs em pacientes com MM, entre eles o CT7, para o qual encontrou
expressao de 14/17 (82%), os CTs da familia MAGEA, expresso em 8/10 (80%)
e o0 gene NY-ESO-1 foi avaliado, sendo positivo em 2/7 (28%) das amostras.
Van Baren et. al. também avaliaram a expressao de antigenos céancer/testiculo
em 27 pacientes com MM, e encontraram os seguintes resultados: LAGE-1
52%, GAGE-1 41%, NY-ESO-1 31%, MAGEA3 31%, MAGEAG6 28%. Estes
estudos apresentaram resultados diferentes provavelmente por utilizarem
casuisticas menores.

De qualquer forma, estes resultados somados aos nossos demonstram
que os antigenos cancer/testiculo CT7, LAGE-1, MAGEA3/6, GAGE e NY-
ESO-1 sao freqientemente expressos em MM e podem ser bons candidatos a

imunoterapia.

5.3. Detecc¢ao da resposta humoral espontanea anti-MAGEC1(CT-7)

O passo seguinte do estudo foi avaliar se existe resposta humoral
espontanea contra o antigeno CT7 nos pacientes com MM. Para isto, a
capacidade dos soros dos pacientes com MM ao diagndstico (utilizados como
anticorpo primario) em reconhecer a proteina CT7 presente no extrato protéico
total da linhagem celular U266 (que expressa o gene CT7) foi avaliada através
de ensaios de Western Blot.

No entanto, sé foi possivel verificar banda na canaleta em que o
anticorpo CT7.33 foi utilizado como controle positivo (canaleta C+). Nas demais
canaletas, referentes aos soros dos pacientes, ndo foi possivel verificar
bandas, sendo apenas observados rastros. Uma possivel explicacdo para este
fato seria a ocorréncia de ligagdes inespecificas entre outros anticorpos
presentes no soro dos pacientes e diferentes proteinas do extrato protéico total

da linhagem celular humana U266 (figura 8).
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Figura 8. Western Blot para proteina CT7 124 KDa. C+: amostra controle (anticorpo primario

CT7.33 mouse monoclonal); nas demais canaletas estdo presentes os extratos protéicos da
linhagem celular U266 hibridizados com os soros dos pacientes (anticorpo primario) e anticorpo
anti-lgG humana (anticorpo secundario). GMSI: Gamopatia Monoclonal de Significado
Indeterminado; PLS: Plasmocitoma Solitario; MM: Mieloma Multiplo. Tempo de exposi¢ao:

Tmin.

Para tentar minimizar o reconhecimento destas outras proteinas
presentes no extrato protéico total por diferentes anticorpos presentes nos
soros dos pacientes, tentou-se utilizar diferentes diluicbes dos soros (de 1:25 e
1:100 para 1:100 e 1:250). Porém, o mesmo padrao foi verificado, ou seja,
rastros ao invés de bandas nas canaletas que continham as amostras de soro
(figura 9).. O Western Blot realizado para a proteina o/B-Tubulina mostrou

bandas de tamanho esperado em todas as canaletas (figura 10)
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Figura 9. Western Blot para proteina CT7 124 KDa. C+: amostra controle (anticorpo primario

CT7.33 mouse monoclonal); nas demais canaletas estdo presentes os extratos protéicos da
linhagem celular U266 hibridizados com os soros dos pacientes (anticorpo primario) e anticorpo
anti-lgG humana (anticorpo secundario). GMSI: Gamopatia de Significado Indeterminado; PLS:
Plasmocitoma Solitario; MM: Mieloma Multiplo. Proteina «/B-Tubulina 50-60 KDa. Nas
canaletas 1 a 8 estdo presentes os extratos protéicos da linhagem celular U266 hibridizados
com a proteina o/B-Tubulina (anticorpo primario) e anticorpo Anti-Rabbit (anticorpo secundario).

Tempo de exposigao: 3min.

o/p-Tubulina
_

Figura 10. Western Blot para proteina o/p-Tubulina 50-60 KDa. Nas canaletas 1 a 8 estao
presentes os extratos protéicos da linhagem celular U266 hibridizados com a proteina o/f-
Tubulina (anticorpo primario) e anticorpo Anti-Rabbit (anticorpo secundario). Tempo de

exposicao: 3min.

Para evitar este tipo de ligacéo inespecifica entre os soros e o extrato
protéico, considerou-se que a expressdao e purificacdo da proteina
recombinante deste CT seria a solugdo mais adequada. Esta possibilidade sera

explorada por outros pesquisadores do grupo.
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5.4. Deteccao da resposta cruzada entre os antigenos NY-ESO-1 e LAGE-1

Atualmente, estudos clinicos em diferentes tipos tumorais estdo em
andamento utilizando vacina anti-NY-ESO-1 (Morgan et. al. 2006). Em MM,
NY-ESO-1 esta expresso em cerca de 20% dos casos, enquanto LAGE-1 pode
ser detectado em 40% dos pacientes. As proteinas NY-ESO-1 e LAGE-1
apresentam 84% de similaridade em suas seqUéncias de aminoacidos.
Portanto, uma vacina que reconhecesse estes 2 antigenos poderia ser utilizada
em cerca de 60% dos portadores de MM. Diante disto, nos propusemos a
verificar a possibilidade de o anticorpo anti-NY-ESO-1 (E987), no qual a vacina
esta baseada, também reconhecer a proteina LAGE-1. Para isto foram
realizados ensaios de Western blot utilizando extratos protéicos de linhagens
celulares positivas para LAGE-1 e negativas para NY-ESO-1 e o anticorpo anti-
NY-ESO-1.

O primeiro passo desta analise foi identificar linhagens celulares
positivas para LAGE-1 e/ou para NY-ESO-1. A analise de expressao dos genes
LAGE-1 e NY-ESO-1 foi realizada através de RT-PCR em 14 linhagens
celulares: PC0Oa, O13, HCT, H1299, MDA, 028, HL60, K562, SKBR, DLD1,
TH7D, HTB79, A549 e HaCat. Esta analise mostrou que SKBR expressa
somente LAGE-1, H1299 e TH7D expressam somente NY-ESO-1 e HaCat,
PCOa, 013, HCT, H1299, MDA, 028, HL60, K562, SKBR, DLD1 e A549 nao

expressam nenhum dos 2 genes (figura 11).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 C+ No

300pb
“ - “ NY_ESO_1

200pb

1 M 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 C+ No
600pb ——

P

500pb —— - LAGE-1
400pb ——

Figura 11. Amplificacdo dos fragmentos de 275 pb e 561 pb dos genes NY-ESO-1 e LAGE-1,
respectivamente. Gel de agarose 2% corado com Sybr Green (0,1uL/mL). Na canaleta M esta
representado o marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder- Invitrogen); nas canaletas

de 1 a 14 estédo presentes as amostras de cDNAs das linhagens tumorais PC0Oa, 013, HCT,
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H1299, MDA, 028, HL60, K562, SKBR, DLD1, TH7D, HTB79, A549, HaCat respectivamente.

C+: controle positivo da reacao (linhagem celular U266) e C-: controle negativo (sem cDNA)

Sendo assim, as linhagens SKBR3, H1299, HaCat e U266 foram
escolhidas para o prosseguimento do estudo. O Western blot realizado
utilizando-se os extratos protéicos totais destas linhagens celulares tumorais
mostrou que o anticorpo E978 anti-NY-ESO-1 s6 foi capaz de reconhecer o

antigeno NY-ESO, nao detectando a presenga de LAGE-1 (figura 12).

NY-ESO-1 18 kDa

o/B-Tubulina —50 kDa

Figura 12. Western Blot para a proteina NY-ESO-1 18 KDa. Nas canaletas de 1 a 4 estao
presentes os extratos protéicos das linhagens celulares U266, SKBR, H1299 e HaCat,
respectivamente, hibridizados com o anticorpo primario E978 anti-NY-ESO-1 e anticorpo anti-
IgG humana (anticorpo secundario). Proteina o/B-Tubulina 50-60 KDa. Nas canaletas 1 a 4
estdo presentes os extratos protéicos das linhagens celulares U266 (positiva para os dois
genes), SKBR (positiva somente para LAGE-1), H1299 (positiva somente para NY-ESO-1) e
HaCat (negativa para os dois genes), respectivamente, hibridizados com o anticorpo
hibridizados com a proteina a/B-Tubulina (anticorpo primario) e anticorpo Anti-Rabbit (anticorpo

secundario). Tempo de exposigdo: 3min.

Portanto, outro Western Blot foi realizado para explorar a possibilidade
de resposta cruzada entre os antigenos LAGE-1 e NY-ESO-1, usando o
anticorpo E978, anti-NY-ESO-1, e as linhagens celulares SKBR (expresséo
positiva somente para LAGE-1), H1299 (expressé&o positiva somente para NY-
ESO-1), HaCat (expressdo negativa para os dois antigenos) e U266

(expresséao positiva para os dois antigenos).
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Ainda que as proteinas LAGE-1 e NY-ESO-1 apresentem sequéncias de
aminoacidos e de RNAm muito parecidas, o anticorpo E978, anti-NY-ESO-1,
nao foi capaz de reconhecer a proteina LAGE-1, indicando que os pacientes
com MM que expressem somente LAGE-1 ndo poderiam se beneficiar com o

uso desta vacina.
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6. Conclusoes

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

Os antigenos cancer/testiculo (CTs) avaliados encontram-se
frequentemente expressos nos casos de mieloma multiplo, sendo as
porcentagens finais encontradas (somando-se os resultados deste
estudo e os obtidos por Andrade et al) de CT7 65%, LAGE-1 40%,
MAGEA3/6 33%, GAGE 28% e NY-ESO-1 23%.

A metodologia utilizada nao foi capaz identificar resposta imune humoral
espontanea contra antigeno CT7 nas amostras dos pacientes com

mieloma multiplo ao diagndstico.

O anticorpo anti-NY-ESO-1 ndo foi capaz de reconhecer o antigeno
LAGE-1 expresso nas linhagens SKBR e U266, indicando que, apesar
do alto grau de similaridade entre as proteinas LAGE-1 e NY-ESO-1,

nao ha resposta cruzada mediada por este anticorpo.
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Anexo 2. Termo de consentimento pds-informado (Mieloma Multiplo).

Genoma Clinico do Cancer - Mieloma Mualtiplo
Termo de Consentimento Pés-Informac¢io

Vocé esta sendo admitido(a) neste hospital para o tratamento de doenca da medula dssea. Como
parte de seu tratamento, vocé sera submetido a um exame de sangue, pun¢do e biopsia na qual se
retirara um fragmento de sua medula dssea onde esta o tumor. Este sangue e o material obtido do
aspirado e biopsia de medula.ossea sdo utilizados em exames clinicos laboratoriais, necessarios
para um diagnostico definitivo. Nestes examces sempre ha sobra de matenal que se torna sem
utilidade.”

Para obter um maior conhecimento clinico e cientifico das doengas da medula 0ssea, O COrpo
clinico deste hospital (médicos e pesquisadores) desenvolve pesquisa clinica-cientifica. Através
desta pesquisa é possivel conhecer melhor os mecanismos da doenga e, portanto, oferecer novas
possibilidades de diagnostico e tratamento. Ainda mais, este trabalho envolve a busca de novos
genes ou de lesdes genéticas em genes ja existentes.

Este material restante, que ndo seria utilizado para diagnostico, sera congelado e posteriormente
utilizado para pesquisa cientifica. O uso deste material nao implicara riscos adicionais para voce,
nem exigira que se submeta a qualquer procedimento adicional. Este projeto de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sdo Paulo, de acordo com o processo n”
xxxx, ¢ todo estudo que vier a utilizar este material sera previamente apresentado a apreciagdo do
Comité de Etica em Pesquisa do hospital.

Todo o material colhido e usado nesta pesquisa sera identificado no laboratorio por codigo
formado por numeros e letras e, portanto, sua privacidade e identidade serdo preservadas. A
eventual inclusio dos resultados em publicagio cientifica sera feita de modo a manter o
anonimato do paciente.

Concordando com o uso deste material, do modo descrito, é necessario esclarecer que vocé€ ndo
tera beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se
vocé ndo concordar em permitir o uso deste material para pesquisa, sua decisdo ndo influenciara,
de nenhum modo, o seu tratamento.

Vocé recebera uma copia deste documento e o original sera arquivado em seu prontuario.
Caso vocé tenha questdes a fazer sobre este acordo ou alguma davida que ndo tenha sido

esclarecida pelo seu médico, por gentileza, entrc em contato com a Comissdo de Etica da
UNIFESP/EPM - Rua Botucatu, 5.72’ 1" andar ¢j 14. Fone 5571-1062, FAX 5539-7162.

Assinatura do(a) paciente ou Representante Legal:

Nome do(a) paciente :

RG do Prontuario Médico:

Médico Responsavel:
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