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Resumo

As Gamopatias Monoclonais (GM) sao um grupo de doencas associado a hiperproducao
monoclonal de células plasmocitarias na medula déssea, as quais produzem uma quantidade
anormal de uma imunoglobulina monoclonal ou apenas fragmentos desta, usualmente IgA ou
IgG. O Mieloma Multiplo (MM), um dos tipos mais comuns e mortiferos de GM, constitui
aproximadamente 10 % das neoplasias hematoldgicas. Encontra-se fundamentado que os
mastocitos (MC) se encontram intimamente associados ao processo de angiogénese tumoral,
assumindo esta especial importancia na formacao e crescimento de tumores, entre eles o0 MM.
Assim, a angiogénese da medula 6ssea e as contagens de MC encontram-se altamente
correlacionados em doentes com Gamopatia Monoclonal de Significado Indeterminado e em
doentes com MM activo e nao activo. A triptase, libertada por mastocitos (MC) apods
desgranulacdo, estimula a proliferacdo das células endoteliais vasculares humanas, promove a
formacao do tubo vascular em culturas e também degrada a matriz do tecido conjuntivo para
providenciar espaco para o crescimento neovascular. A triptase desempenha ainda uma
funcao autocrina ja que a sua libertacdo pelos MC leva a desgranulacdo dos MC adjacentes,
providenciando uma amplificacdo do sinal. A triptase tem sido vastamente utilizada como
indicador do nimero e da activacdo de MC e, mais recentemente, como marcador de
prognostico em diversas doencas, tais como a mastocitose sistémica e reaccoes anafilacticas.
Pelo referido, justifica-se a necessidade de apresentar um método nao invasivo que ajude no
diagndstico das GM. Deste modo, o principal objectivo deste estudo foi a avaliagao da triptase
como potencial marcador independente para as GM. Os 304 participantes neste estudo foram
recrutados na Unidade Local de Salde (ULS) da Guarda e foram divididos em dois grupos: um
grupo controlo composto por amostras de 77 individuos adultos sem GM e por um grupo teste
formado por amostras de 229 individuos seleccionadas na seroteca do Servico de Patologia
Clinica, a partir do proteinograma por apresentarem suspeita de GM. Cada um destes grupos
foi depois dividido em dois subgrupos: atopicos e nao atopicos. Os resultados mostraram a
existéncia de diferencas estatisticamente significativas na concentracdo de triptase para os
individuos atdpicos e nao atopicos do grupo controlo e nos individuos ndo atopicos com e sem
GM. Também se verificaram diferencas significativas entre os niveis séricos de triptase nos
individuos nao atopicos do grupo teste que apresentavam GM do tipo IgM e IgG. Por Ultimo,
observaram-se diferencas significativas na concentracao de IgE especifica para aeroalergénios
nos individuos atépicos com e sem GM. Deste modo foi possivel verificar uma relacao entre a
atopia e os niveis séricos de triptase nos individuos sem GM e a existéncia de um efeito
inibitorio dos clones tumorais sobre os MC afectando os niveis de triptase nos individuos do
grupo teste. Os resultados sugerem que a triptase, apesar do seu papel na neoangiogénese,

nao parece constituir um marcador diferencial no prognoéstico das GM nos individuos atopicos.
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Abstract

The Monoclonal Gammopathies (GM) are a group of diseases associated with
overproduction of monoclonal plasma cells in bone marrow, which produce an abnormal
amount of monoclonal immunoglobulin or just fragments of it, usually I1gG or IgA. The Multiple
Myeloma (MM), one of the most common and fatal of GM, is approximately 10% of hematologic
malignancies. It is reasoned that the mast cells (MC) are closely associated with the process
of tumor angiogenesis, therefore assuming particular importance in the formation and growth
of tumors, including MM. Thus, bone marrow angiogenesis and MC counts are highly correlated
in patients with Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance and MM patients with
active and not active disease. The tryptase released by mast cells (MC) after degranulation,
stimulates the proliferation of human vascular endothelial cells, promotes vascular tube
formation in cultures and also degrades the connective tissue matrix to provide space for
neovascular growth. The tryptase also plays an autocrine role since its liberation by the MC
leads to adjacent MC degranulation providing a signal amplification. The tryptase has been
widely used as an indicator of the number and activation of MC and, more recently, as a
prognostic marker in several diseases such as systemic mastocytosis and anaphylactic
reactions. Taking into account the need of a noninvasive method that helps in the diagnosis of
GM, the main objective of this study was the evaluation of tryptase as a potential
independent marker for GM. The 304 participants in this study were recruited from the Local
Health Unit (ULS) of the Guarda and were divided into two groups: a control with samples
from 77 adults with no GM and a study group with samples of 229 individuals selected at
serotec of Clinical Pathology Laboratory. This group was selected based on suspected GM
protein profile. Each of these groups was then divided in atopic and nonatopic individuals.
The results showed statistically significant differences in the concentration of tryptase for
atopics and nonatopics of control group and for non-atopic individuals with and without GM.
There were also significant differences between serum tryptase levels in non-atopic study
group with IgM and 1gG GM. Finally, there were significant differences in the concentration of
specific IgE to aeroalergens in atopic individuals with and without GM. It was observed a
relationship between atopy and serum tryptase levels in patients without GM and the
existence of inhibitory effect of tumor clones in MC affecting the levels of tryptase in the
study group subjects. Despite the role of tryptase in neoangiogenesis, this protein does not

seem to be a differential marker in the prognosis of GM at least for atopic individuals.
Key- words

Monoclonal gammopathys, plasma cells, atopy, tumor angiogenesis, inflammation,

boné marrow examination, tryptase, systemic mastocytosis, Anaphylactic reactions.
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1. SISTEMA IMUNITARIO

O sistema imunitario (SI) € composto por células, moléculas soluveis e tecido linfoide
e compreende todos os mecanismos através dos quais um organismo multicelular se defende
de invasores externos como virus, bactérias, protozoarios e fungos. Também ¢é responsavel
pela eliminacao de células “do proprio” onde a funcao bioldgica se encontra alterada. Todos
os seus componentes contribuem para uma resposta imunologica efectiva e bem organizada
de modo a preservar o equilibrio funcional. Os precursores das células imunitarias encontram-
se na medula 6ssea e o processo de formacao, desenvolvimento e maturacdo de elementos
sanguineos a partir de células estaminais (células indiferenciadas pluripotentes) é

denominado de hematopoiese [1].

O SI tem dois componentes, o inato e adaptativo. O sistema inato é composto por
mecanismos de defesa nao-especificos, sem memoria e reage sempre da mesma maneira aos
mesmos estimulos, constituindo uma resposta indiferenciada ao agente invasor. Esta
capacidade inespecifica inclui células que fagocitam varios tipos de microrganismos e
compreende a primeira linha de defesa do organismo. Por outro lado, a imunidade adquirida
(adaptativa) reconhece uma grande variedade de antigénios, sendo por isso especifica, tem
memoria e inclui os linfocitos que aumentam a eficacia da resposta e reconhecem
especificamente o agente patogénico invasor. A imunidade inata potencia os principais

aspectos da resposta adaptativa [2].

Imunidade Adaptativa
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Figura 1 - Imunidade Adaptativa [3].



A imunidade adaptativa (Figura 1) compreende os mecanismos de resposta
imunoldgica, humorais e celulares. A imunidade humoral baseia-se na diferenciacdo dos
linfocitos B em plasmocitos, os quais produzem anticorpos. Também os linfécitos T
juntamente com as células dendriticas sdao responsaveis pela eficacia da producdo de

anticorpos. Estes tipos de células sdo importantes na apresentacao antigénica [3].

Os linfocitos ocupam um papel central no sistema imunitario uma vez que conferem
especificidade nas respostas imunitarias. Existem duas grandes familias de linfocitos:
linfocitos B e linfdcitos T, os quais apresentam varias diferencas funcionais [1].

1.1 CELULAS EFECTORAS DO SISTEMA IMUNITARIO

Os linfécitos T sao originados a partir de percursores hematopoiéticos da medula
Ossea mas a sua maturacao ocorre no timo. Expressam um receptor da célula T (TCR) o qual
apenas reconhece antigénios que sofreram um processamento prévio. O TCR é apresentado a
superficie de células associadas a moléculas do complexo major de histocompatibilidade
(MHC). Estas células sao responsaveis pela eficacia da resposta imunitaria. Por outro lado, os
linfocitos B no individuo adulto sdo produzidos na medula dOssea e caracterizam-se por
expressarem a superficie um receptor da célula B (BCR) que reconhece antigénios nativos
sollveis ou por cooperacdo com os linfocitos T. O objecto de actuacao dos linfdcitos B é a
producao de anticorpos e diferenciacdo em plasmocitos. Os linfocitos B sdo responsaveis pela
resposta humoral (anticorpos), um componente vital da imunidade adaptativa que confere

proteccao de longo prazo contra uma série de agentes infecciosos ou outros [1].

A activacdo e diferenciacdo dos linfocitos B (figura 2), leva a producao de
plasmocitos, que funcionam como fabricas especializadas na sintese e exportacao de
imunoglobulina sollUveis (Ig) ou anticorpos [1]. Os plasmocitos sdo células linfoides com
aspecto ovoide [4]. Assim, os plasmocitos e os anticorpos sao os mediadores finais das

respostas humorais da imunidade adaptativa.

Sob condigcbes normais, o organismo produz plasmocitos apenas para combater
infeccoes e uma vez que a infeccdo tenha sido eliminada os plasmdcitos sdo eliminados.
Eventos oncogénicos como translocacdes nos genes das imunoglobulinas; instabilidades
cariotipicas e mutacdes somaticas podem fazer com que os plasmocitos tenham uma
proliferacao anormal, dividindo-se uma e outra vez, formando eventualmente um tumor (por
exemplo as Gamopatias Monoclonais GM). Estes plasmocitos anormais, chamadas células do
mieloma, sdo células cancerigenas que produzem um tipo especifico de anticorpos [5]. O
tumor formado surge principalmente na medula dssea, mas devido a migracao dos plasmdcitos
podera infiltrar-se noutros 6rgaos. A medida que se desenvolve o mieloma, os plasmocitos
tornam-se detectaveis no sangue podendo disseminar para multiplos locais do organismo

originando o mieloma multiplo [6]. Os plasmdcitos no mieloma sao fenotipicamente diferentes
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dos seus homologos normais em virtude da auséncia de CD19 ou presenca de CD56 [7]. Todos
os plasmocitos tumorais apresentam um rearranjo e mutacoes idénticas dos genes variaveis
das Ig (Vh) e assim, produzem uma proteina idéntica (proteina monoclonal), a qual pode ser

detectada numa electroforese sérica como um pico estreito e afiado na fraccao y [8].

Mutagao da

regiao V y )
Células T Rearranjo da cadeia

pesada

Célula dendritica

% 1gG ou IgA ou IGM
folicular & o

ou IgD ou IgE

Plasmoblasto Plasmocito

Sangue Periférico

IgG ou IgA ou IGM >
ou gD ou IgE Medula Ossea

Células B de ¢ o
; Transformacao
Meméria

Maligna?

Apoptose

Células B de

Meméria
~———— Centro Germinativo —/

Figura 2 - Esquema de diferenciacdo dos plasmdcitos e transformacao maligna [8].

As Ig sao estruturalmente compostas por subunidades designadas por cadeias pesadas
e cadeias leves. Cada Ig é constituida por duas cadeias polipeptidicas pesadas (H) idénticas e
duas cadeias polipetidicas leves (L) também iguais entre si. As cadeias leves sdo denominadas
kappa (k) e lambda (A) e cinco isotipos de cadeias pesadas (a, 0, €, y € 4) permitem distinguir
cinco classes de Ig: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM [9, 10]. As cadeias leves consistem em dois
dominios de tamanho aproximadamente igual: o dominio constante (C) que apresenta uma
variacao reduzida de uma Ig e o dominio variavel (V) que apresenta uma sequéncia de

aminoacidos hipervariavel [11].

As proteinas monoclonais, também denominadas de componente monoclonal ou
paraproteinas resultam da proliferacdo de um clone de plasmécitos, produtor de fragmentos
de Ig ou unidades completas de um determinado isotipo [12]. Por sua vez, Ig policlonais sao
anticorpos heterogéneos formados por varios clones de linfocitos B, produzidos contra agentes
invasores. Na presenca de GM, resultantes da transformacdao maligna de células B, ha a
producao e secrecao de uma proteina monoclonal. Elevadas quantidades de componente
monoclonal irdo reprimir ou bloquear a producéo das Ig, nos outros clones de linfdcitos. Assim
sendo, esta situacao patologica leva ao desenvolvimento de imunodeficiéncias com o aumento

do numero de infeccoes.

As Ig desempenham varias fungées no organismo sendo as principais apresentadas a

seguir:



Neutralizacao do agente agressor;
Opsonizacao/Fagocitose;
Activacao do complemento;

ADCC (citotoxicidade dependente de anticorpos);

YV V V V V

Desgranulacao de mastocitos e basofilos e/ou eosindfilos [1].

Os mastocitos (MC) sdo considerados células granuladas encontradas no estroma,
sendo especial e abundantemente localizadas sob as superficies epiteliais. Sao células
multifuncionais que apresentam a capacidade de produzir histamina, citocinas, metabolitos
do acido araquidonico (prostaglandinas e leucotrienos), factores quimiotaticos e proteinases
especificas [13]. Com base na composicdo dos granulos secretores das proteases, distinguem-
se dois tipos de MC: os triptase positivos (MCy) e os MC duplamente triptase e quimase
positivos (MCrc). Os MCr sdo encontrados na superficie das mucosas e alvéolo pulmonar,
enquanto os MCyc predominam no liquido sinovial, pele, tracto gastrointestinal, tecidos
subcutaneos e tirdide [14]. Sao células derivadas de uma célula progenitora especifica na
medula o6ssea e migram para os tecidos onde maturam consoante as condicoes

microambientais, bem como da imunidade inata e adaptativa [15, 16].

Os MC sdo células importantes da imunidade inata, capazes de fagocitar
microrganismos e produzir grandes quantidades de mediadores inflamatorios que tém um

papel importante no recrutamento de leucécitos para o local da inflamacao [1].

Os MC expressam receptores de elevada afinidade para a IgE do tipo | (FceRl) e do tipo
Il (FceRII) no inicio do seu desenvolvimento, antes de exibir granulos maduros e poderem ser
reconhecidos morfologicamente [14]. A activacao dos MC pode ser iniciada como resultado da
interaccdo de antigénios multivalentes (alergénios) com o anticorpo especifico IgE ligado a
membrana celular. A ligacdo cruzada de duas moléculas contiguas de IgE inicia a activacao

dos MC e leva a libertacao dos granulos (desgranulacao).

Os MC sao tidos em conta como os “parasitas” intervenientes nas reaccdes de
hipersensibilidades mediadas por IgE. Estas células encontram-se nas mucosas, lugar
privilegiado para entrar em contacto com qualquer alergénio que as atravesse [1]. A
descoberta da estreita ligacdo entre a IgE e os MC sugere que os eventos subjacentes a
qualquer condicao mediada por IgE, como por exemplo a doenca alérgica, sejam pelo menos

em parte, atribuiveis aos MC [17].

As alergias consistem numa reaccdo exagerada do sistema imunitario devido a
exposicao de alergénios, o que conduz a uma producao aumentada de IgE especifica por parte
dos linfocitos B activados. Por sua vez, a atopia é uma tendéncia pessoal e/ou familiar para
produzir anticorpos IgE em excesso, em resposta a uma exposicao a alergénios inalantes [1].

Estudos epidemiologicos sobre a sensibilizacao a alergénios baseados numa populacao e no



ambito industrial demonstram que a propensao de incidéncia de atopia tende a diminuir com
a idade. No entanto, a atopia € uma doenca complexa que envolve a interaccdo entre
diversos sistemas fisiologicos, como por exemplo a pele, pulmdes, mucosas e sistema

imunitario [18].

Anafilaxia, reaccao alérgica aguda, pode ser causada por varios alergénios, sendo os
mais frequentes: medicamentos, picadas de insectos, certos alimentos e injeccoes de
imunoterapia alergénica [19]. A inflamacdo produzida nestas reaccdes contribui para o
recrutamento de MC, a sua activacdo como consequéncia da exposicao alergénica conduz a
desgranulacdo e incita as células a libertar histamina, heparina, triptase entre outras
substancias [20]. Como resposta, as vias respiratorias dos pulmoes podem fechar-se e
provocar asfixia; os vasos sanguineos podem dilatar-se e fazer com que a tensdo arterial
diminua; as paredes dos vasos sanguineos podem deixar sair liquido, provocando edema e
urticaria. O coracdo pode apresentar um funcionamento anormal batendo de forma irregular
e bombeando sangue de forma inadequada. O individuo pode assim entrar em estado de
choque [21].

A triptase é uma protease cujos niveis totais no soro aparecem elevados neste tipo de
reaccoes alérgicas e a sua quantificacdo pode ser feita entre 15 a 180 minutos apds o inicio da
reaccao. No entanto, existem excepcoes, por exemplo em anafilaxia por alimentos, onde os
niveis de triptase raramente se encontram elevados uma vez que existe predominancia de

basofilos em relagao aos mastocitos [22].

A desgranulacao pode acontecer por outros estimulos que nao a ligacao a IgE, como
por exemplo: o anido superdxido, parasitas, bactérias patogénicas, enterotoxinas e moléculas
do complemento [13, 14]. Os MC expressam o receptor c-kit que liga ao factor de crescimento
células estaminais (SCF) provocando interaccdes vitais para o crescimento e desenvolvimento
dos MC. A existéncia de mutagdes no gene c-kit é associada a mastocitose sistémica na qual
se verifica um aumento do nimero de MC nos tecidos[13]. Estudos recentes tém mostrado que
0 SCF produzido pelas células tumorais in vivo tem sido implicado na acumulacdo dos MC na
periferia dos tumores. A super-expressao de SCF no desenvolvimento de tumores mamarios
aumenta a acumulacdao de MC no local de crescimento do tumor, enquanto a sua inibicao

resulta ndo sé na diminuicdo da acumulacao dos MC, como na diminuicdo da angiogénese [23].

Os MC acumulam-se na fronteira entre o tecido saudavel e o maligno e expressam
muitos compostos pro-angiogénicos que podem desempenhar um papel importante na
angiogénese tumoral juntamente com outras células mieldides, pelo que estao muitas vezes
associados a um mau prognostico (figura 3) [20]. Estudos tém demonstrado que o nimero de
MC: e a neurovascularizacdo mostram um aumento semelhante com a progressao do cancro
cervical [24], adenocarcinoma pulmonar [25] e o linfoma maligno [26]. Exames

histopatoldgicos e observacdes clinicas de tumores solidos e de malignidades hematologicas



tém demonstrado que os MC sdao a chave alvo na infiltracdo tumoral, associados a neo-
angiogénese e ao crescimento tumoral. Existem varias evidéncias de que o nUmero de
mastocitos varia com a progressao do tumor [20]. No entanto, estas células também
remodelam a matriz extracelular durante o processo de cicatrizacdo, funcido que é subvertida
no crescimento tumoral promovendo a disseminacdo do tumor e metastases [20, 27]. As
metaloproteinases existentes nos MC facilitam a invasao tumoral e alteram o equilibrio na
comunicacao entre o epitélio e o tecido conectivo (estroma) [28]. Os MC promovem o

desenvolvimento tumoral através das seguintes accoes:

a) Perturbando a comunicacao entre o estroma e o epitélio;
b
C

d

Facilitando a angiogénese tumoral;

(@
(b)
(c) Libertando factores de crescimento;
(d)

Induzindo a um estado de imnunosupressao [29].

Angiogenin, heparina
IL-8, VEGF
(neovascularizacao)

EGF, NGF, PDGF, SCF
(Crescimento tumoral)

Mastocitos

BV YOs0s Histamina, IL-10,

TGF-8
(Imunosupressao atraves,

das MDSC)

Células Tumorais (L@ ¥ i ) Histamina, triptase
. . e VEGF

(vasodilatacdao/aumento da
permeabilidade vacular)

= R
Vasos Sanguineos

“ — Imunosupressdo

MDSC = Células supressores derivadas de células mieloides

Figura 3 - Representacdo esquematica do possivel papel do aumento dos MC no estroma de certos
tumores. Os MC podem recrutar quimioatractores derivados de tumores para secretar moléculas
selectivamente que beneficiam o desenvolvimento tumoral; estas podem incluir factores de
crescimento, histaminas que sao mitogénicas e imunossupressoras, agentes de neovascularizacdo como a
heparina, VEGF e IL-8 bem como as protéases que permitem a formacao de novos vasos e expansao de
metastases [29].

A triptase libertada pelos MC apds desgranulacdo, estimula a proliferacao das células
endoteliais vasculares humanas, promove a formacgao do tubo vascular em culturas e também
degrada a matriz do tecido conjuntivo para providenciar espaco para o crescimento

neovascular. A triptase desempenha ainda uma funcao autdcrina ja que a sua libertacao pelos
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MC leva a desgranulacdo dos MC adjacentes, providenciando uma amplificacdo do sinal a qual

esta envolvida em processos inflamatdrios, na coagulacao do sangue, entre outros [30].

2. GAMOPATIAS MONOCLONAIS

O mieloma maultiplo, um dos tipos mais comuns e mortiferos de gamopatias
monoclonais (GM), constitui aproximadamente 10 % das neoplasias hematologicas e requer a
deteccao de pelo menos 10 % de plasmécitos na medula 6ssea, a deteccao de componente
monoclonal no soro e/ou urina e a deteccao de evidéncias de dano noutros 6rgaos [31]. As GM
também denominadas de paraproteinemias, disproteinemias ou imunoglobulinopatias,
referem a condicdo na qual existe uma hiperproducao monoclonal de células plasmocitarias
na medula ossea, as quais produzem uma quantidade anormal de um tipo de proteina
chamada imunoglobulina monoclonal ou apenas fragmentos desta, usualmente IgA ou IgG [32,
33]. Sao mais comummente encontradas em individuos acima dos 50 anos, sendo que, o risco
de desenvolvimento da doenca aumenta com a progressao da idade. Pesquisas sugerem o
aparecimento predominante em homens relativamente as mulheres e tendo a sua prevaléncia

aumentada em africanos relativamente aos caucasianos [10].

Encontra-se fundamentado que os mastécitos se encontram intimamente associados
ao processo de angiogénese tumoral, assumindo especial importancia na formacdo e
crescimento de tumores, entre eles o mieloma mdltiplo. Assim, a angiogénese da medula
Ossea (avaliada como a area de micro-vasos) e as contagens de mastocitos encontram-se
altamente correlacionados em doentes com GM de significado indeterminado e em doentes
com mieloma multiplo activo e ndo activo, e ambos estes parametros se encontram,

simultaneamente, aumentados no mieloma multiplo activo [30].

As GM podem reflectir um processo patologico maligno ou ser benignas. O mieloma
multiplo (MM), a amiloidose (AL), a macroglobulinemia de Waldenstrom (MW), o
plasmocitoma, doenca das cadeias pesadas e doenca de cadeias leves sao as principais
gamopatias monoclonais malignas (tabela 1). Na maioria das situacoes a expansao monoclonal
de plasmécitos é considerada benigna, denominando-se gamopatia monoclonal de significado
indeterminado (GMSI) [34]. As manifestacdes clinicas destas patologias apresentam uma
grande variabilidade, podendo ir de um individuo assintomatico até uma associacao de varios
sinais e sintomas inespecificos com envolvimento de varios 6rgaos [10]. Por esses motivos, as
gamopatias monoclonais, principalmente as GMSI sao pouco diagnosticadas. Apesar de serem
entidades assintomaticas, actualmente esta demonstrado que apresentam um risco de

progressao de 1% por ano para MM, AL, MW e outras gamopatias malignas [35].



Tabela 16 - Gamopatias monoclonais malignas.

Tipo de GM

Amiloidose (AL)

Plasmocitoma
6sseo (PSO)

Plasmacitoma
Solitario
Extramedular
(PSE)

Plasmocitoma
solitario multiplo

Macroglobulinemia
de Waldenstrom
(MW)

Doenca de
Depésito de
Cadeia Leve

Doenca de Cadeias
Pesadas

Caracteristicas

Acumulacéo de fibrila amildide (fragmento
da cadeia leve de Ig) que afecta varios
6rgaos, nomeadamente, rim, coracao,
pulmoes, nervos periféricos, pele, lingua e
intestino. Os sintomas que apresenta sao
fadiga, edema, perda de peso.

Desenvolvimento de células do mieloma
confinadas a medula o6ssea e 0sso,
costuma atingir principalmente e coluna
toracica causando dor lombar e sinais de
compressao medular

Desenvolvimento das células do mieloma
em tecidos moles como  massa
extramedular. Sao principalmente encon-
trados na regido da cabeca e pescoco
afectando principalmente as vias aéreas.
A sintomatologia consiste em epitaxis,
rinorreia e obstrucao nasal-
Desenvolvimento de células do mieloma
em varios tecidos que incluem quer tecido
moles, quer tecido dsseo. Os sintomas
variam consoante o locais afectados.

Transtorno linfoproliferativo de fenotipo B
caracterizado pela infiltracido de um
linfoma linfoplasmocitoide na medula
Ossea e pela sintese de IgM monoclonal.
Causa hiperviscosidade, sangramento de

mucosas, hipercalcémia, dor oOssea e
perda de peso
Patologia infiltrativa, do grupo das

paraproteinemias, caracterizada pela
presenca de material amorfo monoclonal
em diversos tecidos, constituido por
fragmentos de cadeias leves, sobretudo
Kappa. Afecta principalmente a funcao
renal.

Patologia rara de caracter proliferativo,
doenca neoplasica caracterizada pela
superproducao de imunoglobulinas
monoclonais de cadeia pesada. Apresenta-
se sob a forma de edema, anemia,
esplenomegalia, hepatomegalia e/ou linfa-
denopatia abdominal que causam
dor abdominal.

Diagnéstico

Presenca de proteina monoclonal no
soro ou na urina e manifestacoes de
infiltracao na medula ossea. Na
albumindria, cardiopatia, hepato-
megalia e neuropatia periférica
podera ser feita uma biopsia com
posterior analise histologica com
vermelho Congo, que mostra o
aspecto “fluorescente” da proteina
amildide.

Realizacao de uma biopsia; avaliacao
radioldgica através de tomografia
computorizada ou ressonancia
magnética para avaliar a extensao da
lesdo.

A extensdo da lesdo é delineada

recorrendo a tomografia
computorizada ou a ressonancia
magnética enquanto a biopsia

permite definir o diagndstico.

Utilizacdo de técnicas radioldgicas e
biopsia.

Para além da presenca de infiltracao
medular e da concentracao de IgM
que estdo presentes noutras desor-
dens linfoproliferativas deve fazer-se
um estudo fenotipico.

Andlise  histologica da amostra
recolhida por biopsia com vermelho
de Congo a qual ndo apresentar
coloracado nem estrutura fibrilar
quando examinada por microscopia
electrénica.

Electroforese de proteinas ou da
urina para a visualizacao das cadeias
pesadas sob a forma incompleta ou
truncada.
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Apesar dos grandes avancos da compreensao da patogénese das GM e aplicacdo de

novas modalidades terapéuticas nos Ultimos anos, o mieloma permanece uma doenca

incuravel, com sobrevida média de trés anos. Assim, um dos grandes desafios do tratamento,

além de prolongar a sobrevida dos pacientes, € evitar complicacdes e o seu impacto na

qualidade de vida [31]. A variabilidade deste tipo de doenca torna imprescindivel a

caracterizacao de diversas formas clinicas com base em manifestacdes clinicas e propedéutica

laboratorial, de modo a permitir:




i) Melhor diagnéstico diferencial;

i) Estadiamento da patologia;

iii) Obtencao de informacgoes sobre o prognostico;
iv) Escolha e aplicacdo da terapéutica mais eficaz;
V) Monitorizacao da eficacia do tratamento [10].

Torna-se indispensavel a diferenciacao das GM das gamopatias policlonais, uma vez
que as primeiras sdo neoplasicas ou potencialmente neoplasicas e as segundas resultam de
processos inflamatorios ou infecciosos [37].

Varios estudos mostram que as GM podem estar associadas a diversas outras doencas,
uma vez que, a componente monoclonal tem sido citada em varias patologias sendo por isso
necessario afastar causas reaccionais [10, 40]. Na tabela 3, encontram-se as principais

patologias associadas as GM.

Tabela 2 - Doencas associadas as Gamopatias Monoclonais [10].

Linfomas, leucemia linféide e mieldide crénica, doenca de Von Willebrand
HEMATOLOGICAS adquirida e doenca de Gaucher, sindrome do anticorpo antifosfolipidico,
anemia perniciosa, Aplasia pura de série vermelha, Mielodisplasia, etc.

REUMATOLOGICAS Artrite reumatéide, Lupus Eritematoso Sistémico, etc.
Neuropatia Sensoriomotora Periférica, Miastenia Gravis,
NEUROLOGICAS Polirradiculoneuropatia Crénica Inflamatéria Desmielinizante e Ataxia

Telangiectasia.

Escleroderma de Bushke, Pioderma Gangrenoso, Xantogranuloma

DERMATOLOGICAS Necrobio6tico, Xantomatose Plana, Micose Fungdide, entre outros.

IMUNOSSUPRESSORAS SIDA e pos-transplante (associado a Citomegalovirus).

Infeccao por Helicobacte rpylori, Hepatite Cronica Activa, Cirrose biliar

MiSCELANIA primaria, Angioedema adquirido tipo Il, etc.

Antes do planeamento do tratamento torna-se necessario determinar o estadio e
classificar o prognostico para cada doente. Actualmente existem 2 sistemas principais de
estratificacao dos doentes com MM: o sistema de Durie-Salmon e o sistema internacional de
classificacao (tabela 2). O sistema de estadiamento proposto por Durie e Salmon (1975) é
utilizado em todo o mundo, apesar de, actualmente, existirem novos sistemas que nao foram
aceites universalmente. O sistema Durie-Salmon combina varios factores relacionados com a
massa tumoral pela combinacdo de cinco factores (calcémia, hemoglobina, proteina
monoclonal, proteinuria e lesdes 6sseas), no entanto, nao é capaz de estimar adequadamente
o tempo de sobrevida global. Em 2005, o Grupo Internacional do Mieloma da Fundacao
Internacional do Mieloma desenvolveu um novo sistema de estadiamento, mais simples, mais

confiavel, mais consistente e mais reprodutivel, para uma melhor correlacdo clinica e
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estratificacao de subgrupos com diferentes evolucoes. Este sistema baseia-se no doseamento

sérico da microglobulina (B2m) e da albumina [10, 41, 42].

Tabela 3 - Sistemas de estadiamento do mieloma multiplo [41].

EsTADIO

(A ou B)

(A ou B)

[}
(A ou B)

SISTEMA DE ESTADIAMENTO DURIE-SALMON

Todos os seguintes:

Hb>10g/dL;

Calcio normal ou <5,25mEq/dL;

Baixa taxa de producao do componente M
IgG < 5g/dL; IgA< 3 g/dL

Proteina urinaria monoclonal < 4g/24h

Auséncia ou lesao dssea Unica pelo que o
raioX aparece normal ou apenas com
plasmocitoma osseo solitario

N&ao cumpre os critérios do Estadio | nem
do Estadio Ill, € um intermediario entre
estes dois

Pelo menos um dos seguintes critérios:
Hb< 8,5g/dL;

Calcio >12mg/dL;

IgG > 7g/dL; IgA > 5 g/dL

Proteina urinaria monoclonal > 12g/24h
Multiplas lesoes osteoliticas, fracturas.

MEDIDA DA MASSA SISTEMA DE ESTADIAMENTO
CELULAR (x10'%/m?) INTERNACIONAL
Pequena massa de B2m < 3,5 mg/dL
células: <0.6 Albumina > 3,5mg/dL

B2m < 3,5 mg/dL
Albumina > 3,5mg/dL ou
B2m: 3,5 - 5,5 mg/dL
independente da albumina

Massa de células
intermédia: 0.6 - 1.2

Elevada massa celular:

1.2 B2m > 5,5 mg/dL

Para além desta classificagcao

segundo estadios, existem também duas

subsclassificacdes que caracterizam a funcao renal:

» Subclassificacao A: Funcao renal relativamente normal.

(valor de creatinina sérica < 2,0 mg/dl)

» Subclassificacao B: Funcao renal anormal.

(valor de creatinina sérica > 2,0 mg/dl) [43].

2.1 DIAGNOSTICO DAS GAMOPATIAS MONOCLONAIS

O processo diagnoéstico do conjunto de patologias denominadas por GM é

multidisciplinar e, como tal, requer uma avaliacdo clinica e laboratorial para se poder

determinar o estadio em que a doenca se encontra. Assim, no diagndstico das GM

estipularam-se trés passos principais:

1) Deteccdo e quantificacao da proteina monoclonal;

2) Exame de medula 6ssea para veri

medular por plasmocitos

ficacdo da presenca ou auséncia de infiltracao

11




3) Pesquisa de lesdo a nivel organico (hipercalcémia, anemia, insuficiéncia renal e

lesdes osseas).

2.1.1 AVALIACAO CLINICA E LABORATORIAL

A avaliacédo clinico-laboratorial consiste num exame clinico cuidadoso com o intuito
de encontrar fragilidade dssea e consequentes lesbes Osseas, e massas tumorais. Observa-se
também a presenca de palidez, fraqueza e equimoses, podendo apresentar ainda sinais
neurologicos relacionados com a compressdao da medula déssea [35, 44]. Também existem
alguns parametros bioquimicos para avaliar a funcdo renal, creatinina e ureia e nivel de
calcio. Deve-se fazer um hemograma completo para avaliar a presenca/gravidade da anemia,

a contagem de globulos brancos e de plaquetas.
2.1.1.1 ELECTROFORESE DE PROTEINAS

A separacao electroforética das proteinas séricas € uma técnica universal de triagem
para a presenca de componente monoclonal para a deteccao das GM e complemento no
diagnostico de estados patofisiologicos associados a variacdo na quantidade de proteinas. A
analise das proteinas do soro por electroforese é utilizada para estudar e monitorizar, nao
apenas para as malignidades das células B, mas também noutro mecanismos imunoldgicas e,
em menor extensao, avalia a resposta inflamatoria. A figura 4 representa um proteinograma

normal com o significado de cada um dos picos [45].

A electroforese capilar baseia-se na separacdo das proteinas pelo seu tamanho e
outras propriedades fisico-quimicas, através do fluxo num tubo capilar. O método é
semelhante a HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance), que utiliza colunas similares
a agarose, fornecendo resultados comparaveis a electroforese em gel de agarose. Na
electroforese capilar a separacdo electroforética é feita em meio liquido, de acordo com as
suas respectivas cargas eléctricas e peso molecular das varias proteinas, através da
dissociacdo dos grupos acidos no soluto a pH constante. A analise proteica € usualmente
realizada em solucodes livres com tampdes alcalinos, de modo a minimizar as interac¢ées com
as paredes dos capilares e faz uso das forcas electroforéticas e electroendosmoéticas das
proteinas [33, 45].
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Figura 4 - Proteinograma do soro de um individuo saudavel VLDL - Lipoprotreina de muito baixa
densidade; LDL - Lipoproteina de baixa densidade; AAG - a1 glicoproteina acidica; ATT - a1 antitripsina;
a2-M - a2-macroglobulina [45].

Devido a sua alta resolucao, a electroforese capilar permite a separacao de bandas
pouco visiveis no método convencional. As fraccdes anormais nos diagramas electroforéticos
(Figura 5), principalmente as que se encontram nas zonas das B ou y-globulinas, sao sempre
suspeitas de serem proteinas monoclonais e, consequentemente, uma indicacdo da existéncia
de GM. Estudos clinicos demonstram uma maior sensibilidade da electroforese capilar (93 a

95%) para a deteccao de GM, em relacdo a electroforese por zona em gel de agarose [37].

p-2 Albumina
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Figura 5 - Representacao de dois proteinogramas: A - pico monclonal em regidao beta-globulina; B -pico
monoclonal em regiao gama-globulina, caso mais comum [31].

2.1.1.2 IMUNOFIXACAO/IMUNOSUBTRAGCAO

O principal objectivo da imunofixacao é definir o tipo de proteina anormal presente
na amostra, identificando as cadeias leves e pesadas envolvidas e confirmar a sua presenca.

Esta técnica consiste na identificacdo imunologica dos componentes monoclonais do soro
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humano. A identificacdo da componente monoclonal (CM) é essencial para o diagnostico, o
prognostico, o tratamento e a avaliacdo da eficacia do tratamento das GM. Para além disso,
também permite realizar diagnoéstico diferencial com as gamopatias policlonais, o que é
importante visto as primeiras estarem associadas a processos malignos ou potencialmente
malignos enquanto as gamapatias policlonais estao mais frequentemente relacionadas a
processos inflamatorios ou reactivos, que regridem espontaneamente [46].

Este método permite remover uma classe ou tipo especifico de imunoglobulina de
uma amostra sérica utilizando o suporte solido que esta agregado a um ligante para a
imunoglobulina especifica. Na imunosubtraccao de electroforese capilar, a imunotipagem é
caracterizada pela reaccdao do soro com anticorpos especificos para a identificacdo das
fraccOes anormais que aparecem no diagrama electroforético. A amostra de soro esta exposta
a cinco suportes solidos diferentes, cada um contendo um anticorpo especifico da
imunoglobulina. Trés destes suportes solidos sdo especificos de cadeias pesadas (IgG, IgA e
IgM) e os outros dois estao dirigidos para cada uma das cadeias leves Kappa e Lambda. Apods a
exposicdo aos suportes solidos, a amostra é submetida a electroforese onde as gama
globulinas especificas sao identificadas no electrograma através da auséncia do respectivo

pico em relacédo ao padrao de referéncia (SPE) [47].
2.1.1.3 QUANTIFICACAO DE IMUNOGLOBULINAS

Para a determinacdo da concentracao das diversas imunoglobulinas (IgA, IgM e IgG) é
utilizada a técnica de nefelometria cinética. Esta quantificacdo define o grau de
envolvimento da proteina monoclonal identificada além de estabelecer a relacao

kappa/lambda, o que permite a identificacao do tipo de GM apresentada pelo doente.

A determinacdo da imunoglobulina A é um auxiliar no diagnostico de patologias do
metabolismo das proteinas e de baixa resisténcia a agentes infecciosos. Representa 15-20%
das imunoglobulinas do soro humano e é encontrada predominantemente nas secrecdes:
saliva, lagrima, leite, mucosas do trato gastrointestinal, trato respiratorio e genito-urinario.
Por outro lado, a IgG perfaz 80% das imunoglobulinas do organismo e encontra-se igualmente
distribuida nos compartimentos extracelulares e é a Unica que atravessa a placenta. E o
anticorpo principal nas respostas imunes secundarias. A sua determinacdo no soro e noutros
liquidos corporais € um auxiliar no diagnéstico de doencas auto-imunes, sarcoidose, doenca
hepatica cronica, infeccbes cronicas e recorrentes, doencas malignas do tecido linfdide,
mieloma mdltiplo e diversas imunodeficiéncias mistas graves. Comparativamente, a IgM
constitui cerca de 10% do conjunto de imunoglobulinas, sendo principalmente encontrada o
nivel intravascular, a sua quantificacao auxilia no diagnostico de patologias do metabolismo
das proteinas e de baixa resisténcia a agentes infecciosos. Por outro lado, as cadeias Kappa e
Lambda leves sao utilizadas no diagndstico e tratamento de diversas doencas que incluem
doencas hepaticas e renais graves, mieloma mdltiplo e outras patologias associadas as

proteinas sanguineas.
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2.1.1.4 DETERMINAGAO DE LESOES OSSEAS POR IMAGIOLOGIA

As técnicas imagioldgicas permitem avaliar a presenca, gravidade e localizacdo de
qualquer area de lesdo oOssea. Estima-se que cerca de 25% dos doentes diagnosticados nao
apresentam anomalias radiologicas, porém desenvolvem-nas durante o curso da doenca. A
tomografia computorizada e a ressonancia magnética nuclear podem ser utilizadas em
situacdes especificas, por possuirem maior sensibilidade e especificidade na deteccao de
lesdes dsseas pequenas e localizadas, uma vez que, a radiografia convencional s6 detecta

osteolise, quando cerca de 30% de substancia ossea trabecular foi perdida [37, 48].

A radiografia continua a ser o exame padrao para verificar lesoes 6sseas causadas pelo
mieloma (figura 6). E necessario fazer uma pesquisa radiografica completa do esqueleto, para
detectar lesdes de mieloma; a finalidade é demonstrar perda ou enfraquecimento do osso
(osteoporose ou osteopenia, por causa da destruicao dssea motivado pelo mieloma), lesdes

liticas e/ou qualquer fractura ou colapso do osso.

Figura 6 - Radiografia e ressonancia magnética da coluna lombar com fractura em L4 [31].

2.1.1.5 MEDULOGRAMA

Este procedimento é uma das praticas cirlrgicas mais antigas e consiste na extraccao
de medula dssea a partir da crista iliaca postero-superior ou antero-posterior. O aspirado da
medula o6ssea demonstra a presenca de plasmdcitos atipicos, porém a percentagem varia
significativamente na dependéncia do sitio e da qualidade do material aspirado. Apenas em
6% dos casos a biopsia da medula dssea é capaz de demonstrar a infiltracdo medular [49].
Este teste € importante para determinar a percentagem de células de mieloma que se

infiltraram na medula.
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Figura 7 - Aspirado da medula éssea que mostra plasmdcitos do mieloma multiplo Observa-se o citoplasma
corado de azul, nicleo excéntrico e palido na zona perinuclear (ou auréola) [50].

0 medulograma detecta doencas como leucemias, infeccdes e parasitoses, através da
visualizacdo directa no microscopio. Esta técnica é considerada como a ferramenta de
diagndstico mais valiosa para desordens hematologicas [51]. O conteldo do aspirado medular
€ primeiramente utilizado para uma avaliacao citoldgica com analise morfoldgica e contagem
diferencial das células. Outras amostras poderao ser utilizadas noutro tipo de testes,
nomeadamente estudos moleculares, citogenéticos, cultura microbioldgica,

imunohistoquimica e citometria de fluxo [52].

3. TRIPTASE

A triptase tem sido vastamente utilizada como indicador do nimero e da activacao de
MC e, mais recentemente, como marcador de prognostico em diversas doencas, tais como a
mastocitose sistémica e reaccoes anafilacticas e como marcador das células neoplasicas nas

leucemias mieloides [53].

A triptase é uma protease de serina tetramérica neutra com um peso molecular de
134kDa que existe abundantemente nos mastocitos e, em menor concentracdo, noutras
linhagens celulares como os basofilos [54]. Esta protease € constituida por 4 subunidades
ligadas nao covalentemente, e por um centro activo tal como se pode ver na figura 8 [55].
Existe sob duas formas principais, as a-triptases que se dividem em al e all-triptase e as B-
triptases que podem ser classificadas em BI, Bll e Blll-triptase. Estas duas formas possuem
sequéncias idénticas numa percentagem de aproximadamente 90%, sendo que, a sua
heterogeneidade resulta da glicosilacdo na ligacao N-terminal [55, 56]. A triptase possui a
especificidade da tripsina, hidrolisa ligacoes peptidicas no terminal carboxilico dos residuos
basicos e também ¢é capaz de ligar a heparina, sendo libertada como um complexo com este

proteoglicado. A triptase cliva o fibrinogénio, activa a colagenase e a matriz de
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metaloproteinases latentes, hidrolisa alguns neuropéptidos e pode causar secrecao do muco
[13].

Figura 8 - Estrutura tetramérica da triptase que revela os quatros monémeros [57].

O mecanismo responsavel pela regulacdo da triptase é incerto uma vez que esta
enzima tetramérica resiste aos inibidores bioldgicos das serina-protéases, uma vez que o seu
centro activo esta direccionado num poro central, o qual restringe o acesso a uma grande
quantidade de substratos e inibidores de protéases [58]. No entanto, pensa-se que a
regulacdo pode ser feita, em parte, quando proteinas basicas, como a antritrombina lIl,

dissociam a triptase da heparina [59].

3.1 TRIPTASE NA ANAFILAXIA

A concentracao total de triptase no soro aumenta gravemente na presenca de
reaccoes de anafilaxia. Esse aumento é frequentemente relacionado com o aumento dos
niveis de histamina [60]. No entanto, nem todos os tipos de reaccdes hipotensivas, que
clinicamente parecem ser de anafilaxia, estdo associados a niveis elevados de triptase
madura. Em vitimas de alergénios alimentares que induzem anafilaxia, muitas vezes nao
mostram activacdo das triptase maduras, o que aumenta a probabilidade dos ocorridos
eventos nao ser dependentes da activacao dos mastocitos [59]. Um incremento transitorio do
nivel de triptase em circulacao depois de um doente sofrer uma reaccao anafilactica ajuda a
identificar e avaliar o grau da reaccdo. Uma maior especificidade no diagndstico da
anafilaxia, pode ser obtido através da quantificacdo da B-triptase para além da triptase total.
Esta discriminacdo é particularmente Gtil quando a anafilaxia ocorre na mastocitose

sistémica, na qual os niveis de triptase tendem a aumentar [60].
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Figura 9 - Representacdo hipotética da histamina e da triptase madura no soro ou plasma durante uma
reaccao de anafilaxia. O nivel maximo esta representado como 100%, na realidade varia dependendo da
gravidade clinica do estimulo de anafilaxia que, por sua vez, afecta qual a taxa de deteccao da triptase

[61].

Nas reaccoes de anafilaxia os niveis de B-triptase (detectados através de
imunoensaios de triptase madura) estdo elevados na maioria dos individuos. Apesar da B-
triptase ser libertada pelos mastocitos em paralelo com a histamina, a triptase difunde-se
através dos tecidos mais lentamente do que a histamina. Tal como se pode verificar através
da figura 9, os niveis de B-triptases na circulacdo atingem o seu maximo entre os 15 e os 60
minutos apo6s o estimulo que provocou a reaccdo. A histamina atinge o seu pico maximo aos 5
min e entra logo em declinio acentuado até os 30 min, apds este tempo entra em declive mais

lento até os 60 min e atinge a linha base [61].
3.2 TRIPTASE NOS PROCESSOS TUMORAIS

A angiogénese é o crescimento de novos vasos a partir de uma pequena
microcirculagcdo pré-existente. E um processo natural e importante para varios processos
fisiologicos normais como a cicatrizacao [62] e o desenvolvimento da placenta [63]. No
entanto, também acontece em condicdes patologicas como o desenvolvimento de tumores
[64], retinopatia diabética [65], artrite reumatodide [66, 67], mastocitose [68] e outras
desordens inflamatorias. O processo da angiogénese é constituido por multiplos passos que
incluem, para a além do surgimento dos vasos, a migracao celular, a proliferacdo e a sua
sobrevivéncia. Este processo inicia-se com a degradacao dos componentes da membrana por
accado de proteases o que permite as células do endotélio penetrar e migrar dentro da matriz
extracelular e depois proliferar. No estagio final, as células do endotélio alinham-se sobre si
proprias formando capilares ou estruturas tipo tubos que irdo originar uma anastomose (rede

de canais) [14].

Os MC intervém em muitas situacbes que dependem da angiogénese, como o

crescimento tumoral e a reparacdo de tecidos. Muitos mediadores dos MC sao angiogénicos e
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regulam a proliferacdo das células estaminais. Os factores de crescimento das células
estaminais (SCF), do endotélio vascular (VEGF), da epiderme (EGF), dos fibroblastos (FGF) e o
derivado das plaquetas (PDGF) induzem a migracao e proliferacao dos MC nos locais de
neovascularizacao. Os produtos da desgranulacao dos MC, como a triptase, também degradam
a matriz de tecido conjuntivo, de modo a providenciar espaco para a formacao dos novos
vasos [14, 25, 69]. A triptase juntamente com a heparina induzem a formacao de estruturas
capilares e de células endoteliais pela activacdo de metaloproteinases e do plasminogénio
activador que degradam a matriz extracelular com libertacao de factores de crescimento ou
exercendo influéncia directa nas células endoteliais, enquanto a histamina promove a

proliferacao das células endoteliais dos capilares [25, 58].

Ao longo deste capitulo, foram apresentadas varias evidéncias que demonstram que a
inducao de novos vasos sanguineos relaciona-se intimamente com os MC e a triptase, tudo isto
gracas ao facto de diversos mediadores dos MC como a triptase serem angiogénicos e
regularem a proliferacdo e funcado das células endoteliais. Na literatura esta descrita a
utilizacao da triptase como marcador tumoral nas mielodisplasias, mas nao existem dados
bibliograficos para as GM. Assim sendo, com o presente estudo pretendeu-se avaliar a
utilizacdo da triptase como marcador independente para as GM. Para isso, procedeu-se a
seleccao de dois grupos, o grupo teste seleccionado a partir de proteinogramas com suspeita
de GM e o grupo controlo seleccionado através dos valores de concentracao da IgE especifica
para os aeroalergénios subdividido em atopicos (com trés niveis de risco de atopia) e nao
atopicos. No grupo teste procedeu-se a quantificacdo que da concentracdo de triptase e a IgE
especifica para alergénios inalantes, enquanto no grupo controlo apenas foi quantificada a

concentracao da triptase.

No primeiro passo procedeu-se a comparacao da concentracao de triptase em relagao
a atopia quer para o grupo teste quer para o grupo controlo. De seguida, comparou-se a
concentracao de triptase para os individuos atopicos e ndo atopicos com e sem GM.
Posteriormente avaliaram-se as concentracdes de triptase para os varios tipos de GM e por
fim, tentou-se estabelecer correlacao entre os parametros: concentracdo de lg, componente

monoclonal e razéo kappa/lambda livres com a concentracao de triptase.
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1. POPULACAO EM ESTUDO

Os 304 participantes neste estudo foram recrutados na Unidade Local de Saude (ULS)
da Guarda que integra o Hospital Sousa Martins, o Hospital Nossa Senhora da Assuncao e o

agrupamento de centros de salude da Guarda.
1.1 GRUPO CONTROLO

0 grupo controlo é composto por amostras de 77 individuos adultos sem GM da ULS da
Guarda, oriundos da consulta de alergologia, os quais foram seleccionados a partir dos seus
valores de IgE especifica para alergénios inalantes comuns, tendo sido constituidos dois
grupos dentro deste: atopicos e ndo atopicos. Dentro dos individuos atopicos foram ainda
considerados trés grupos, tendo em consideracao os valores de IgE especificos para os
aeroalergénios para aproximadamente 1 kUA/L (0,85-1,45), 10 kUA /L (10,0-13,5) e
superiores a 100 kUA /L (100,0-850,0). Também foi quantificada a concentracdo plasmatica

de triptase.
1.2 GRUPO TESTE

0 grupo teste é formado por amostras de 229 individuos oriundos da consulta de ORL
e Pneumologia, seleccionadas na seroteca do Servico de Patologia Clinica, por apresentarem

suspeita de GM, com base principalmente no estudo do proteinograma.

2. COLHEITA E CONSERVACAO DAS AMOSTRAS

A colheita das amostras de sangue total foi feita num tubo com activador de
coagulacéo, os quais foram centrifugados a 5000rpm durante 5min a temperatura de 2-8°C. O
soro obtido foi utilizado para as quantificacdes bioquimicas e imunoldgicas e foi armazenado
a -80°C.

3. PARAMETROS ANALITICOS

Os valores de todo os parametros analiticos foram previamente validados pelos
resultados do controlo de qualidade diaria e pelo programa de validacdo externa da

qualidade.
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3.1 PARAMETROS BIOQUIMICOS

3.1.1 QUANTIFICACAO DA IGA, IGG, IGM, KAPPA E LAMBDA

A quantificacao da IgA, IgG, IgM, Kappa e Lambda foi realizada por nefelometria
cinética (Immage, BeckmanCoulter®). No método utilizado as Ig formam com o antisoro
especifico um complexo insolivel, produzindo turbidez, cuja intensidade aumenta a
absorvéncia que é proporcional a concentracdo de Ig na amostra. E uma técnica que mede o
grau de turvacdo de um meio originada pela presenca, nesse meio, de pequenas particulas
que o tornam opticamente ndo homogéneo. E um fenémeno fisico que avalia o aumento da

luz dispersa que é dirigida numa outra direccdo que nao a da luz incidente.

O protocolo utilizado foi o indicado pelos fabricantes e incluiu os reagentes referidos
em seguida. Como solucdo de lavagem usou-se solucdo salina tamponada de Acido capso (3-
(Ciclohexilamino)-2-hydroxi-1-propanosulfonico de sdédio) e como tampao solucdo salina
tamponada de fosfato com um potenciador de polimero e azida de sodio. Os reagentes
incluiram ainda um diluente (solucdo salina tamponada de fosfato e azida de sodio), um
calibrador e um cartucho de reagentes com anticorpo anti-imunoglobulina (soro de cabra
processado), solucdo de excesso de antigénio (soro humano diluido e processado) e azida de

sodio usada como conservante.

Os valores de referéncia utilizados para as Ig foram os seguintes: IgA: 82-453 mg/dL;
1gG: 751-1560 mg/dL; IgM: 40-274 mg/dL; Kappa: 629-1350 mg/dL; Lambda:313-723 mg/dL.

3.1.2 IMUNOSUBTRACAO: QUANTIFICACAO DA COMPONENTE MONOCLONAL

A quantificacao da componente monoclonal foi realizada por imunosubtracao de
electroforese capilar mediante a utilizacdo do equipamento Capillarys, Sebia®. O método
utilizado consiste na remocdo de uma classe ou tipo especificos de Ig de uma amostra de
soro, utilizando-se para isso um suporte sélido o qual esta acoplado a um ligando para uma Ig
especifica. Na imunosubtracdo da electroforese capilar, as amostras de soro diluidas sdo
expostas a cinco suportes solidos diferentes cada um contendo um ligando especifico para Ig.
As Ig especificas ou os fragmentos de Ig especificos sdo identificados no analisador automatico
pela auséncia do respectivo pico relativamente ao padrao electroforético da electroforese

capilar de proteinas.

O protocolo utilizado foi indicado pelos fabricantes e inclui os seguintes reagentes: a
solucdo padrao de referéncia, um diluente da amostra, uma solucdo de lavagem e uma rack
de reagentes com anticorpo anti-imunoglobulina (soro total de mamifero processado) para

cada uma das trés cadeias pesadas e leves (IgA, IgG, IgM, Kappa e Lambda).
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O valor de referéncia considerado foi a inexisténcia de pico monoclonal.

3.1.3 PROTEINAS TOTAIS

Para esta quantificacdo procedeu-se a aplicacdo de um ensaio colorimétrico
utilizando o equipamento Cobas 6000, Roche®. Este ensaio permite a determinacdao da
concentracdo das proteinas totais através da medicdo do aumento da absorvéncia do

complexo de biureto de cor pUrpura formado em solucao alcalina quando o cobre bivalente

sol. alcalina

reage com as ligacdes das proteinas (proteina + Cu** ——— Complexo Cu-proteina). A

intensidade cromatica medida é directamente proporcional a concentracdo de proteinas.

O protocolo aplicado nesta quantificacao foi o recomendado pelos fabricantes e inclui
os reagentes referenciados a seguir. Como calibrador foi utilizada a solucao f.a.s., os
controlos de qualidade Precinorm® U e Precipath® U e uma Cassete Cobas® Hitachi Alkaline
Phosphate. As solucdes de trabalho consistiram em dois reagentes: R1 (2-amino-2-metil-1-
propanol: 1,724mol/L, pH 10,44, acetato de magnésio 3,83 mmol/L, sulfato de zinco 0,766
mmol/L, acido N-(2-hidroxietil)-etilenediaminatriacético 3,83 mmol/L) e R2 (Fosfato de p-
nitrofenilo 132,8 mmol/L, pH 8,44).

0 intervalo de valores de referéncia considerado para as proteinas totais foi entre 6,4
- 8,3 g/dL.

3.2 PARAMETROS IMUNOLOGICOS

3.2.1 TRIPTASE

A quantificacdo da proteina triptase foi feita com base no imunoensaio
fluoroenzimatico (FEIA) executado no equipamento ImmunoCAP 250,Phadia®. Este ensaio é
um método de analise quantitativa em que os anticorpos anti-triptase (anticorpos
monoclonais B12 e G4), ligados a uma fase sdlida, reagem com a triptase (« e p triptase)
presente no soro de cada doente. A quantidade de triptase ligada da amostra é determinada
adicionando um anticorpo secundario (S tripase) conjugado com a enzima que ira formar um
complexo. Apds incubacao, os anticorpos de triptase nao ligados sao removidos e o complexo
ligado é incubado com um substrato fluorescente que vai reagir com o complexo
proteina/anticorpo marcado com a enzima. A fluorescéncia emitida é directamente

proporcional a concentracdo de anticorpos presente na amostra.

O protocolo aplicado seguiu as recomendacdes dos fabricantes, tendo sido utilizados
os reagentes referidos em seguida. Um conjugado triptase; uma solucao de lavagem e uma

solucao de desenvolvimento; o ImmunoCAP Tryptase; os calibradores e controlos.
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O valor de referéncia utilizados para a triptase foi < 1ng/mL.
3.2.2 QUANTIFICACAO DA IGE ESPECIFICA PARA ALERGENIOS INALANTES (PHADIATOP®)

A quantificacdo da IgE especifica para aeroalergénios utilizou o imunoensaio
fluoroenzimatico (FEIA) executado no equipamento ImmunoCAP 250,Phadia®. O teste baseia-
se na reaccao da IgE especifica do soro com alergénios (inalantes) ligados covalentemente a
uma fase solida, o ImmunoCAP. Depois da lavagem das IgE's ndo especificas, anticorpos
marcados com uma enzima anti-IgE sao adicionados tendo em vista a formacao de complexos.
Apds a incubacao, sao removidos os anticorpos anti-IgE marcados com a enzima nao ligados e
o complexo ligado € incubado com um agente revelador. Por fim, faz-se a paragem da
reaccao e depois mede-se a fluorescéncia do complexo sendo os resultados comparados com o

calibrador.

O protocolo aplicado seguiu as recomendacoes dos fabricantes, tendo sido utilizados
os reagentes referidos em seguida. Um conjugado de IgE especifica, uma solucdo de lavagem

e uma solucao de desenvolvimento, o ImmunoCAP Phadiatop, calibradores e controlos.

O valor de referéncia considerado para individuos ndo atépicos foi < 0,35 ng/mL.

4. ANALISE ESTATISTICA

Foi efectuada uma analise estatistica aos dados da populacdo em estudo utilizando o
programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao 18.0. Os dados foram
expressos sob a forma de média + erro padrao da médias (SEM) e foram analisados mediante
testes paramétricos e nao paramétricos consoante violavam ou ndo os pressupostos
normalmente impostos, nomeadamente a normalidade. Para avaliar as diferencas entre as
médias de dois grupos de resultados independentes que nao apresentavam distribuicdo normal
utilizou-se o teste de Mann-Whitney. Para comparacdes multiplas de resultados de varios
grupos usou-se o teste de Bonferroni. Os valores de p < 0,05 foram considerados como

estatisticamente significativos (95 % de indice de confianca).
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1. CARACTERIZACAO DA POPULACAO

Para uma melhor sistematizacdo da metodologia em estudo, procedeu-se a sua
representacao através de um fluxograma (figura 10). A analise estatistica foi feita sempre em
relacdo a concentracdo de triptase em cada um dos grupos da populacdo em estudo. Os

padroes de diferenciacdo mais importantes nesta analise foram a atopia e as GM.

Seleccdo da populacao alvo

N=304

Grupo Teste com GM
N= 227

Grupo Controlo sem GM
N=77

Atopicos sem GM, Ph+ N&o atopicos sem GM, Ph- Atopia
N= 30 N= 47 N= 33

Nao atopicos
N= 194

Ph* 1 Ph* 10 Ph* >100 .
Formato de pico
N= 11 N= 10 N=9 monoclonal

Pico Afiado Pico nédo afiado

N= 54

(pequeno, médio e alto)
N= 158

Figura10 - Fluxograma do estudo dos grupos controlo e grupo teste em estudo, onde UA representa
unidades de anticorpos alergénio-especifico. Ph*: Phadiatop positivo; Ph™: Phadiatop negativo; Ph* 1:
Phadiatop 1 (0,85-1,45) kUA/L; Ph* 10: Phadiatop 10 (10,0-13,5) kUA/L; Ph* >100: Phadiatop superior a
100 (100,0-850,0) kUA/L.

A populacdo em estudo incluiu 304 individuos adultos, sendo 140 mulheres (46,1%) e

164 homens (53,9%), com idade compreendidas entre os 18 e os 100 anos, com uma média de
66,12 + 19,71 anos (grafico 1).
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Elmasculino

Grafico 1 - Caracterizacao da populacao em funcao do sexo.

Os valores de IgE especifica para alergénios inalantes (Phadiatop®) variaram entre
0,01 e 850 kAU/L. Foram considerados atopicos todos os individuos cujos valores séricos de
IgE especifica foram superiores ao valor de referéncia (0,35 kUA/L). Assim, verifica-se através
do grafico 2 que 20,7% (63 dos 304 individuos) sdo atopicos e 79,3% sdao ndo atdpicos
(correspondentes a 241 em 304 individuos).

BNao Atdpico
[lAtopico

Grafico 2 - Caracterizacao da populacao em funcao da atopia.

Tal como ja foi referido, a populacéo é constituida por dois grupos de estudo: o grupo
controlo, sem GM e grupo teste com GM.

1.1 CARACTERIZACAO DO GRUPO CONTROLO

O grupo controlo, sem GM, era constituido por 50 individuos do sexo feminino (64,9%)
e 27 do sexo masculino (35,1%), sendo a média de idades de 39,36 + 14,94 anos (grafico 3). A
faixa etaria deste grupo é constituida apenas por individuos adultos e estende-se desde os 18

aos 73 anos.
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Grafico 3 — Caracterizagdo do grupo controlo em fungdo do sexo.

Este grupo também foi dividido em individuos atdpicos e nao atdpicos (grafico 4) sem
ter em consideracao a diferenca entre os géneros, uma vez que nao esta evidenciado que a
atopia varie com o género [70]. De entre os individuos desta amostra, 30 sdo atopicos (39%) e
47 sao nao atopicos (61%). A percentagem de atopia verificada para a populacao geral é de
39% [71].

[[Atopico
BMNzo Atépico

Grafico 4 - Caracterizacao do grupo controlo em funcao da atopia.

1.2 CARACTERIZACAO DO GRUPO TESTE

O grupo teste é constituido 227 doentes com GM, numa faixa etaria entre os 41 e os
100 anos e uma média de idades de 76,00 + 10,99 anos. Este grupo inclui 90 individuos do
sexo feminino, 0 que corresponde a 60,4% da amostra em estudo e 137 sexo masculino, ou
seja, 39,6% (grafico 5). Para esta amostra, a diferenciacdo entre género é importante uma
vez que a presenca de GM é mais frequente em homens do que em mulheres [10], facto

também verificado neste estudo.
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Grafico 5 - Caracterizacao do grupo teste em funcao do sexo.

Tal como o grupo controlo, o grupo teste, foi dividido em 2 sub-grupos: atépicos e nao
atopicos (grafico 6). Os individuos com GM distribuem-se por 33 individuos atopicos (14,5%) e
194 nao atdpicos (85,5%).

BINzo atopico
[Atopico

Grafico 6 - Caracterizacao do grupo teste em funcdo da atopia.

O grupo teste foi também sub-dividido consoante o tipo de GM encontrada entre os
individuos do estudo (grafico 7). Esta classificacdo foi feita com base nos resultados da
imunosubtracdo. Assim, foi possivel identificar 7 tipos de GM que correspondem a 106
individuos com GK (46,9%), 45 com GL (19,9%), 29 com MK (12,8%), 5 com ML (2,2%), 18 com
AK (8%), 10 com AL (4,4%) e 14 com Cadeias Livres (5,8%) (Grafico 7).

Através da classificacao € possivel afirmar que existe maior incidéncia de cadeias
pesadas em relacao as leves. A cadeia pesada IgG (66,8%) aparece em maior percentagem no

grupo teste, seguida pela IgM (15%), IgA (13,8%) e por fim as cadeias leves (4,4%). Existem
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varios tipos de plasmdcito e cada um deles produz um tipo de Ig. Nas GM como o MM, um
determinado tipo de plasmocito multiplica-se durante um grande nimero de vezes causando o
excesso de producao de um tipo de Ig o que sera responsavel pelo tipo de GM. Os tipos mais
comuns de GM resultam da ligacao de uma cadeia pesada com uma cadeia leve, no entanto,
quando as cadeias leves nao ligam as cadeias pesadas forma-se as GM de cadeia livres. Assim,
verifica-se dentro do grupo teste o predominio da GM do tipo 1gG (GK e GL), o que esta de

acordo com os dados apresentados na literatura [46, 72].

[ []S
WL
CImL
MK
[CJak
MC. Livres
[AL

Grafico 7 - Caracterizacao do grupo teste segundo o tipo de gamopatias monoclonal. GK: IgG/Kappa,
GL: IgG/Lambda, MK: IgM/Kappa, ML: IgM/Lambda, AK: IgA/Kappa, AL: IgA/Lambda e C. livres: kappa
e lambda livres.

Apos a analise dos proteinogramas e tipificacdo da componente monoclonal foi
possivel identificar a existéncia de quatro padroes diferentes relativos ao tamanho do pico
monoclonal. Deste modo, o grupo teste foi também sub-dividido em 4 grupos distintos: trés
deles apresentam pico afiado (pequeno, médio ou alto) e um grupo apresenta um pico nao

afiado.

M Pico afiado pequeno
[Pico afiado médio

M Pico afiado alto
BPico nio afiado

Grafico 8 - Grupo de individuos com gamopatias monoclonais relativamente ao formato do pico
monoclonal.
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Esta classificacdao com base na avaliacdo do pico monoclonal mostrou a presenca de
cada um dos tipos de picos (grafico 8), verificando-se que o pico afiado pequeno aparece em
maior percentagem (46,2%), seguido do pico nao afiado (25,5%), do pico alto (15,1%) e
finalmente do pico médio (13,2%).

2. COMPARACAO DOS VALORES DE CONCENTRACAO DE
TRIPTASE ENTRE INDIVIDUOS ATOPICOS E NAO ATOPICOS DO
GRUPO CONTROLO

A seleccdao dos grupos de individuos atépicos no grupo controlo fez-se por
quantificacdo de IgE especifica para distinguir os doentes atopicos dos ndo atopicos.O grafico
9 mostra as diferencas nos valores de concentracao da triptase, em termos de atopia, dentro
do grupo controlo, verificando-se que existe uma concentracdo média de triptase
significativamente superior (p< 0,0001) para os individuos atdpicos (5,52 + 0,39 ng/mL) que
para os nao atopicos (3,37 = 0,33 ng/mL). Os valores médios da concentracao de triptase para
ambos os grupos sdo superiores ao valores de referéncia (< 1 ng/mL). O grupo de individuos
nao atdpicos apresenta uma concentracao média 3 vezes superior, enquanto para o grupo de

atopicos, a concentracdao média de triptase € 5,5 vezes superior.

6

H -

[Triptase] ng/mL

T
Néo Atapico Atopico
N= 47 N= 30

Atopia

Grafico 9 - Concentracdo média de triptase + SEM em individuos atopicos e nao atopicos do grupo
controlo. * Nivel de significancia (p<0,0001).

2.1 COMPARACAO DOS VALORES DE CONCENTRACAO DE TRIPTASE NOS SUB-
GRUPOS DE INDIVIDUOS ATOPICOS DO GRUPO CONTROLO

Os trés sub-grupos considerados dentro dos individuos atopicos, relativamente aos

trés niveis de risco estimados a partir da IgE especifica para alergénios inalantes (1 kUA/L
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(0,85-1,45); 10 KUA/L (10,0-13,5) e >100kUA/L (100,0-850,0)) foram comparados em relacao
aos niveis de triptase (Tabela 4). Verificou-se que nao existem diferencas significativas entre
os trés sub-grupos de individuos atopicos com diferentes valores de IgE especifica. Pela
analise dos dados da tabela 4, observa-se que ndo ha uma relacdo positiva entre o nivel de
atopia e a concentracéo de triptase, pois a medida que os niveis de IgE especifica aumentam,
a concentracao de triptase diminui. No entanto, tendo em conta o valor de referéncia da

concentracao de triptase (< 1 ng/mL), observa-se que a sua média nos trés grupos é elevada.

Tabela 4 - Concentracao média de triptase + SEM nos grupos de individuos de atépicos seleccionados
consoante o risco de atopia.

[IgE especifica] kKUA/L Risco de Atopia N [Triptase] + SEM ng/mL Sig. (Bonferroni)

1 (0,85-1,45) Baixo 11 6,02 + 0,83

10 (10,0-13,5) Moderado 10 5,77 £ 0,55 p> 0,05
> 100 (100,0-850,0) Muito elevado 9 4,64 + 0,49
Total 30 5,52 + 0,39

O grupo de individuos atdpicos analisado foi também dividido em 4 grupos etarios
(grafico 10), sem considerar a diferenca entre os géneros, uma vez que nao esta evidenciado
que a atopia varie com o género. Verificou-se que o grupo dos 18-30 anos, foi a faixa etaria
que apresentou a maior percentagem de individuos atopicos (43,3%), observando-se uma
diminuicdo a medida que a idade aumenta. O grupo etario dos 50-60 anos foi o que

apresentou a menor percentagem de individuos atopicos (10%) dentro do grupo controlo.

50

Percentagem de individuos (%)

[18-30] [30-40[ [40-50] [50-60[
N= 13 N= 8 N= 6 N=3

Grupos Etarios

Grafico 10 - Distribuicao dos individuos atopicos sem GM em funcédo dos grupos etarios estudados.

32



3. COMPARACAO ENTRE OS VALORES DE CONCENTRACAO DE
TRIPTASE PARA INDIVIDUOS ATOPICOS E NAO ATOPICOS DENTRO
DO GRUPO TESTE

Contrariamente ao que aconteceu no grupo controlo, o grupo teste, que apresenta
GM, exibe uma relacao inversa nas concentracoes de triptase para os grupos definidos em
funcao da atopia (grafico 11). Neste grupo, os individuos nao atépicos com GM mostraram
uma concentracao média de triptase (7,27 + 0,41 ng/mL) superior a do grupo de individuos
atopicos com GM (5,82 + 0,52 ng/mL). Apesar de as diferencas nao serem estatisticamente
significativas, ambos os valores sao superiores ao valor normal (< 1ng/mL), sendo que no

primeiro caso é sete vezes superior e no segundo é aproximadamente seis vezes superior.

8-

—

[Triptase] ng/mL

2-

T
Nao atopico Atopico
N= 194 N= 33
Atopia

Grafico 11 - Concentracdo média de triptase = SEM nos grupos de atopicos e ndo atopicos do grupo
teste.

4. COMPARACAO ENTRE O GRUPO TESTE E O GRUPO CONTROLO

De forma a esclarecer se existem alteracbes nas concentracdes de triptase,
relativamente aos valores de referéncia, nos individuos que apresentam GM, foi necessario
estabelecer comparagao entre todos os individuos atdpicos do grupo teste com o grupo

controlo e também fazer a mesma comparacao para todos os individuos ndao atdpicos com e
sem GM.

4.1 COMPARACAO DOS VALORES DE CONCENTRACAO DE TRIPTASE EM
INDIVIDUOS ATOPICOS COM E SEM GAMOPATIAS MONOCLONAIS

O grafico 12 representa os valores médios da concentracao de triptase nos individuos
atopicos com e sem GM. Nao se observam diferenca significativasentre ambos os grupos,

apesar de a concentracao de triptase variar entre 5 e 6 ng/mL, ou seja, é entre 5 a 6 vezes
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superior ao valor normal (< 1ng/mL). O grupo de individuos atopicos com GM apresenta uma
concentracao média de triptase de 5,82 + 0,52 ng/mL, enquanto os individuos atopicos sem

GM apresentam uma concentracdo média de triptase de 5,52 + 0,39 ng/mL.

10

61

-

[Triptase] ng/mL

T
Com GM Sem GM
N= 33 N= 30

Atopicos

Grafico 12 - Concentracdo média de triptase + SEM no grupo de atopicos com e sem GM.

4.2 COMPARACAO DOS VALORES DE CONCENTRACAO DE TRIPTASE EM
INDIVIDUOS NAO ATOPICOS COM E SEM GAMOPATIAS MONOCLONAIS

A concentracao de triptase média para os individuos nao atopicos com GM foi de 7,27
+ 0,40 ng/mL, enquanto para os individuos sem GM foi de 3,37 + 0,33 ng/mL, esta diferenca
foi considerada significativa (p< 0,0001) tal como se pode observar no grafico 13. Ambos os
valores sao superiores ao valor normal (< 1 ng/mL), sendo que para o primeiro é 7 vezes
superior e para o segundo é 3 vezes superior.

10

—
E
o
c 6
—
Q
g .
I
= T
2~
0- T
Com GM Sem GM
N= 194 N= 47

Nao Atépicos

Grafico 13 - Concentracdao média de triptase + SEM nos grupos de individuos nao atopicos com e sem
GM.
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4.3 COMPARACAO ENTRE A CONCENTRACAO DE IGE ESPECIFICA PARA
AEROALERGENIOS COMUNS EM INDIVIDUOS ATOPICOS COM E SEM GAMOPATIAS
MONOCLONAIS

0 grafico 14 compara as concentracoes médias de IgE especifica para aeroalergénios
entre individuos atépicos com e sem GM, observando-se que para estes Ultimos a
concentracao de IgE especifica é 79,64 + 30,59 kAU/L (nivel muito elevado), enquanto nos
individuos com GM ¢é 3,21 + 0,80 kAU/L (nivel moderado), indicando a existéncia de uma

diferenca significativa entre ambos os grupos (p= 0,0001).
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Grafico 14 - Concentracao média de IgE especifica + SEM para aeroalergénios nos grupos de atopicos
com e sem GM.

5.VARIACOES DOS NIVEIS SERICOS DE TRIPTASE EM FUNCAO
DO TIPO DE GAMOPATIA MONOCLONAL EM INDIVIDUOS
ATOPICOS E NAO ATOPICOS

A analise dos tipos de GM nos individuos atopicos e ndo atopicos é feita com base nas
representacoes graficas 15 e 16 referentes aos diagramas de extremos e quartis. Isto significa
que irdao ser representadas mediana em vez das médias. Assim, analisando o grupo de
individuos nao atopicos (grafico 15) € possivel constatar em primeiro lugar que nao existem
diferencas estatisticamente significativas nos valores de medianas da concentracao de
triptase (Teste de Bonferroni com p> 0,05). Verifica-se também que para a maioria dos casos
dentro do grupo considerado, as gamopatias de cadeias kappa apresentam maior nimero de
extremos do que as gamopatias de cadeias lambda, sendo que os intervalos também parecem

apresentar uma maior variacao.

35



60 *65

50

40

133

[Triptase] ng/mL
]
1

185 183
207 49 111 154 °
1897114 Si ol
36
10 ! ;
%56 .
0 0164
T T I T | T T
GK GL ML MK AK C. Livres AL

N=91 N=41 N=5 N=22 N=14 N=11 N=8
Tipos de Gamopatias Monoclonais

Grafico 15 - Mediana de triptase em funcdo dos tipos de GM para individuos nao atopicos. GK:
IgG/Kappa, GL: IgG/Lambda, MK: IgM/Kappa, ML: IgM/Lambda, AK: IgA/Kappa, AL: IgA/Lambda e C.
livres: kappa e lambda livres.Os nimeros que aparecem junto aos asteriscos e circulos representam os
valores extremos, estando numerados pela ordem correspondente a base de dados.
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Grafico 16 - Medianas de triptase em funcao dos tipos de GM para individuos atopicos. GK: IgG/Kappa,
GL: IgG/Lambda, MK: IgM/Kappa, AK: IgA/Kappa, AL: IgA/Lambda e C. livres: kappa e lambda livres. O
nimero que aparecem junto ao circulo representam o valor extremo, estando numerado pela ordem
correspondente a base de dados.
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No grafico 16 constata-se a ndo existéncia de individuos atopicos com a GM do tipo
ML, sendo também possivel observar uma maior mediana para a concentracao de triptase nas
GM do tipo AL e C. livres em relacao aos restantes tipo de GM. No entanto, o teste de
Bonferroni (p> 0,05) mostra que nao existem diferencas entre os varios tipos de GM. Tal como
foi verificado para os individuos nao atépicos (grafico 16), os individuos atopicos apresentam

gamopatias de cadeias kappa com mais variacoes do que as gamopatias de cadeias lambda.

Através da tabela 5 é possivel observar que as médias de triptase para cada um dos
tipos de GM, entre os individuos atépicos e nao atdpicos, variam entre 3,5-8,28 ng/mL,
valores que ultrapassam o valor normal para a concentragao de triptase (< 1ng/mL) entre 3-8
vezes. Apesar de ndo ser possivel estabelecer uma comparacdo entre a concentracdo de
triptase e o tipo de GM entre o grupo de individuos nao atépicos (ML > MK > AL > GK > C.
Livres > GL > AK) e o grupo de individuos atopicos (C. Livres > AL > GK > MK > GL > AK)
encontram-se algumas semelhancas para estes dois grupos:

AL > GK > GL > AK
MK > GL > AK
C. Livres > GL > AK

Tabela 5 - Concentracdo média de triptase + SEM para cada um dos tipos de GM do grupo teste. Em

negrito sao evidenciadas as concentracées minima e maxima de triptase.
[Triptase] + SEM ng/mL
Atopia GK GL MK ML AK AL C. Livres
Nio atépicos 7,16+0,48 6,28 +0,51 8,28 +1,21 8,34:+1,79 6,08+0,82 7,47+1,91 7,13+0,98

Atopicos 6,48 + 0,86 5,10+1,18 5,19 +0,86 > 3,50+ 1,11 6,52 + 1,51 7,37 + 4,33

Tal como se verificou no ponto 3 (grafico 11), os individuos nao atopicos apresentam
uma concentracao média de triptase superior aos individuos atopicos (tabela 5), embora sem
significado estatistico. Apenas se verifica uma excepcao que corresponde ao tipo de GM de C.

livres onde a concentracdo média de triptase é inferior no grupo de individuos ndo atopicos.

De seguida, avaliou-se a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre
os valores de concentracao média de triptase para as GM das varias classes: 1gG, IgM e IgA em
ambos os grupos de individuos atopicos e nao atdpicos (grafico 17). Apenas foi possivel
observar diferencas significativas (p< 0,005) para os valores de concentracdo média de
triptase nas GM do tipo IgG e IgM dentro do grupo de individuos ndo atopicos. Ainda no mesmo
grupo de individuos a concentracao média de triptase para a GM do tipo 1gG € menor do que
no tipo IgM. Em contrapartida, no grupo dos individuos atopicos esta relacao parece invertida.
Verificou-se ainda que em ambos os grupos de atépicos e nao atdpicos, a concentracao de

triptase para a imunoglobulina IgG é superior do que para a IgA.
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Grafico 17 - Concentracao média de triptase + SEM em funcao dos tipos de GM em relacédo as cadeias de
imunoglobulinas para individuos atdpicos e nao atopicos.

Na tabela 6, os grupos estudados apresentaram, na sua maioria os valores inferiores
de concentracao média de triptase para as GM do tipo IgA em relacao as IgG e IgM, tanto para

o grupo de individuos atopicos como para os nao atopicos.

Tabela 6 - Concentracao média de triptase + SEM para cada um dos tipos de GM de cadeia pesada do
grupo teste.

[Triptase] + SEM ng/mL

Atopia IgG IgM IgA
N&o atopicos 6,89 + 0,37 8,29+ 1,01 6,61 + 0,87
Atopicos 6,19 £+ 0,72 5,19+0,86 4,71 +1,07

Por fim, testou-se a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre os
valores de concentracdo média de triptase para as GM segundo o tipo de cadeia leve e a
presenca de proteina de Bence-Jones: kappa, lambda e cadeias livres para ambos os grupos
de individuos atopicos e nao atopicos (grafico 18 e tabela 7). Observa-se que, apesar de nao
existirem diferencas significativas na concentracdo de triptase entre os trés grupos de GM de
cadeia leve, as concentracdes médias de triptase para as gamopatias de cadeias leves kappa
sdo superiores as concentracoes de triptase para as gamopatias de cadeias leves gamma para
ambos os grupos de atépicos e ndo atopicos. Resultados sdo concordantes com os descritos na

literatura, pois mais de metade das cadeias leves sao do tipo kappa (67,7%) tal como foi
observado no estudo de Kyle et al [46].
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Grafico 18 - Concentracao média de triptase + SEM em funcao dos tipos de GM de cadeias leves para
individuos atopicos e nao atopicos.

Uma diferenca perceptivel nos valores de concentracao de triptase entre os grupos de
atopicos e nao atopicos é que o grupo de C. Livres nos individuos atopicos apresenta
concentracao superior relativamente aos outros dois grupos (kappa e lambda), embora nao
seja estatisticamente significativo. Por outro lado, a concentracdo média de triptase para os

individuos nao atopicos no grupo de cadeias livres € a menor dos trés grupos comparados.

Tabela 7 - Concentragcoes médias de triptase + SEM para cada um dos tipos de GM de cadeias leves do
grupo teste.

[Triptase] + SEM ng/mL

Atopia Kappa Lambda C. Livres
Nao atopicos 7,51 +0,54 6,79+0,49 7,13 +0,98
Atopicos 5,77 + 0,63 5,49 £ 0,76 7,37 +4,33

6. CORRELACAO ENTRE A CONCENTRACAO DE TRIPTASE E A
CONCENTRACAO DE CADEIAS PESADAS DAS IMUNOGLOBULINAS
NOS INDIVIDUOS ATOPICOS E NAO ATOPICOS COM
GAMOPATIAS MONOCLONAIS

Através da analise das tabelas 8 e 9 pode afirmar-se que as concentracoes de Ig de
cadeias pesadas sao independentes das concentracoes de triptase para ambos os grupos de
individuos atopicos e ndo atopicos com GM, uma vez que as significancias obtidas pela

aplicacao da correlacao de Spearman sao superiores a 0,05.
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Tabela 8 - Concentracdao média de imunoglobinas = SEM com os respectivos valores de referéncia e
valores da concentracdo média de triptase + SEM para individuos ndo atoépicos.

Tipodelg Valores de referéncia mg/dL [lg] + SEM mg/dL [Triptase] + SEM ng/mL  Sig.(Spearman)

I18G 40 - 274 1873,06 + 122,85 6,89 + 0,37 0,248
IgM 751 - 1560 1446,83 + 342,76 8,29 + 1,01 0,286
IgA 82 - 453 1940,91 + 453,44 6,61 + 0,87 0,780

Tabela 9 -Concentracdes médias de imunoglobinas + SEM com os respectivos valores de referéncia e
valores da concentracdo média de triptase + SEM para os individuos atdpicos.

Tipodelg Valores de referéncia mg/dL  [Ig] + SEM mg/dL  [Triptase] + SEM ng/mL Sig.(Spearman)

IsG 40 - 274 1485,16 + 137,62 6,19 + 0,72 0,772
IgM 751 - 1560 610,14 + 185,86 5,19 + 0,86 0,383
IgA 82 - 453 1622,40 + 559,71 4,71 £ 1,07 0,188

7. CORRELACAO ENTRE A CONCENTRACAO DE TRIPTASE E A
RAZAO KAPPA/LAMBDA LIVRES NOS INDIVIDUOS ATOPICOS E
NAO ATOPICOS COM GAMOPATIAS MONOCLONAIS

O excesso de cadeias leves (kappa e lambda) entra na corrente sanguinea como
cadeias livres. Na pratica clinica, a razdo kappa/lambda livres é importante para o
diagnostico precoce e monitorizacdo da progressao do mieloma multiplo uma vez que é
indicativo da desorganizacao clonal [73]. Assim, quando esta razao se encontra acima ou
abaixo dos valores normais € indicativo da existéncia de monoclonalidade. Por esta razao,
fomos verificar a existéncia de correlacdo entre a razao kappa/lambda livres com a

concentracao de triptase.

Neste estudo, verificou-se se haveria correlacao (teste de Spearman) entre os valores
de concentragao da triptase e a razdo kappa livre/lambda livre (R:KL/LL) para os grupos de
individuos atopicos e nao atopicos com GM. Para este efeito, os individuos em estudo foram
classificados em dois sub-grupos (normal ou patologico) relativamente aos valores de R:KL/LL.
Observou-se que para os individuos nao atépicos (tabela 10), em ambos os sub-grupos, normal
e patoldgico, ndo se verificou correlacao. Pela analise dos dados obtidos, e tendo em conta os
valores de referéncia, observa-se que a média para a concentracao de triptase nos individuos
com R:KL/LL normal e patoldgica, é entre 7 a 8 vezes superior relativamente ao valor de

normal (<1ng/mL).
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Tabela 10 - Razao kappa/lambda livres com respectivos valores de referéncia e valores da concentracao
média de triptase + SEM para o grupo de individuos nao atdpicos.

R:KL/LL N  Valor de referéncia [R:KL/LL] + SEM  [Triptase] + SEM ng/mL  Sig. (Spearman)
Normal 114 0,26 - 1,65 0,87 + 0,03 7,52 + 0,61 0,394

Patolégico 79 <0,26 e>1,65 17,61 +8,63 6,93 £ 0,46 0,637

Tabela 11 - Razdo kappa/lambda livres + SEM com respectivos valores de referéncia e valores da
concentracao média de triptase + SEM para o grupo de individuos atopicos.

R:KL/LL N Valor de referéncia [R:KL/LL] + SEM [Triptase] + SEM ng/mL  Sig. (Spearman)
Normal 27 0,26 - 1,65 0,72 + 0,07 5,81 £ 0,53 0,697

Patologico 5 <0,26 e>1,65 3,55 +0,69 6,16+2,09 0,188

Na tabela 11, nao se verificou correlacao nos individuos atopicos entre a concentracao
de triptase e os valores da R:KL/LL em ambos os grupos normal e patologico (p= 0,869 e p=
0,544), uma vez que os valores de significancia obtidos para o teste de correlacdo de

Spearman sao superiores a 0,05 para ambos os casos.

8. CORRELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES DE TRIPTASE E
DA COMPONENTE MONOCLONAL EM INDIVIDUOS COM
GAMOPATIAS MONOCLONAIS

Num primeiro passo, consideraram-se quatro grupos, trés para formatos de pico
afiados: pequeno, médio e alto e um para um formato de pico largo (Figuras 11 e 12). No
segundo passo, os trés tipos de pico afiados foram agrupados apenas num, o qual foi
comparado com o pico nao afiado. Nas tabelas 12 e 13, a medida que o pico cresce, a
componente monoclonal (CM) acompanha esse crescimento, no entanto o mesmo nao se
verifica para as concentracoes de triptase. No grupo de individuos atopicos, o tipo de pico
com menor concentracao média de triptase foi o pico afiado pequeno, sendo que para o pico
afiado alto no qual nado foi possivel a apresentacdo dos dados por ser constituido apenas por

um individuo.

Nao foi possivel estabelecer correlacao entre a concentracao de triptase e as CM na
maioria dos casos analisados (correlacdo de Spearman) para o grupo de individuos atopicos e
nao atdpicos, que consideram os quatro formatos de picos, uma vez que como se pode
observar a partir dos dados das tabelas 12 e 13 nao existe um padrao comum entre os dois

parametros analisados, situacao que € confirmado pelos valores de significancias (p> 0,05).
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Na tabela 13, apenas existiu correlacao entre as CM e as concentracoes de triptase no grupo

que apresentava pico afiado médio (p< 0,01).

Tabela 12 - Concentragdes média de triptase + SEM e valores da concentracao média de CM + SEM para
cada um dos grupos relativos ao formato do pico do proteinograma trés afiados (pequeno, médio, alto e
um alto) e um nao afiado para os individuos nao atdpicos.

Formato do pico N [CM] + SEM g/dL [Triptase] + SEM ng/mL Sig.(Spearman)
Afiado pequeno 86 0,30 + 0,02 7,62 + 0,77 0,315
Afiado médio 25 1,02 + 0,07 7,00 + 0,63 0,629
Afiado alto 31 3,26 + 0,34 7,63+ 0,94 0,694
Nao afiado 42 0,06 + 0,004 6,43 £ 0,57 0,191

Tabela 13 - Concentracdo média de triptase + SEM e valores da concentracao média de CM + SEM para
cada um dos grupos relativos ao formato do pico do proteinograma trés afiados (pequeno, médio, alto) e
um nao afiado para os individuos atdpicos. * O grupo com pico afiado alto apenas possui um individuo,
pelo que nado é possivel estabelecer uma correlacao nem estimar o SEM. A [CM]= 2,09 e [triptase]= 1,32
ng/mL.

Formato do pico N [CM] + SEM g/dL [Triptase] + SEM ng/mL Sig.(Spearman)
Afiado pequeno 12 0,36 + 0,07 5,73 + 0,53 0,354
Afiado médio 3 0,65 + 0,03 8,87 +2,63 <0,01
Afiado alto 1 * * *
Nao afiado 12 0,05 + 0,008 5,11 + 0,70 0,527

Nas tabelas 13 e 14, observa-se que os picos afiados apresentam maior CM em ambos
os grupos de individuos atdépicos e nao atdpicos, no entanto, as concentracdes de triptase
apresentam uma variacao inversa nestes dois grupos. Aparecem superiores nos picos afiados
relativamente aos picos largos no grupo de individuos nao atépicos, mas apresentam valores
superiores nos picos nao afiados relativamente aos picos afiados para o grupo de individuos

atopicos.

Tabela 14 - Concentracdo média de triptase + SEM e valores da concentracdo média de CM + SEM para
os grupos com pico afiado e pico ndo afiado para os individuos nao atopicos.

Formato do pico N [CM] + SEM g/dL [Triptase] + SEM ng/mL Sig.(Spearman)
Afiado 142 1,07 £0,12 7,51 £ 0,52 0,602
Nao afiado 42 0,06+ 0,004 6,43 + 0,57 0,191
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Neste caso, também nao foi possivel estabelecer correlacdo entre a concentracdo de
triptase e as CM (correlacao de Spearman) para o grupo de individuos atopicos e nao atopicos,
que consideram os dois formatos de picos: afiado e nao afiado, uma vez que como se pode
observar a partir dos dados das tabelas 12 e 13 nao existe um padrao comum entre os dois

parametros analisados, facto confirmado pelos valores de significancias (p> 0,05).

Tabela 15 - Concentracdo média de triptase + SEM e valores da concentracao média de CM + SEM para
os grupos com pico afiado e pico ndo afiado para os individuos atdpicos.

Formato do pico N [CM] + SEM g/dL [Triptase] + SEM ng/mL Sig.(Spearman)
Afiado 16 0,52 + 0,12 6,04 + 0,72 0,395
Nao afiado 12 0,05 + 0,008 5,11+ 0,70 0,527
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O presente estudo teve como objectivo principal avaliar as variacoes da concentracao
de triptase em individuos com GM com o intuito de utilizar esta proteina como marcador de
progndstico deste tipo de patologias. A atopia foi tida em conta como parametro de
diferenciacdo, uma vez que esta descrito que na sua presenca os nhiveis séricos de triptase se
encontram em geral aumentados [74]. No entanto, tendo em conta os subgrupos de individuos
atopicos considerados no grupo controlo, verificou-se uma relacdo inversa entre a atopia e a
concentracao de triptase. Este facto pode ser devido a escolha aleatdria dos individuos de
entre os doentes da consulta de alergologia, cuja historia clinica em termos de anafilaxia e
terapia imunosensibilizante ndo era conhecida. E de considerar também o pequeno nimero de
individuos presentes neste grupo, uma vez que para pequenas populacoes os factores de

natureza aleatoria sao particularmente importantes.

Ainda relativamente aos individuos atopicos do grupo controlo, verificou-se a
diminuicdo da atopia com o aumento da idade, facto que esta de acordo com a literatura, a
qual refere que a prevaléncia da atopia diminui com a idade, visto que o sistema imunitario

tende a torna-se menos reactivo nos individuos mais velhos [18].

Nos individuos atopicos e nao atopicos do grupo controlo, observou-se uma clara
influéncia da atopia nos niveis séricos de triptase, tal como referenciado na literatura [74].
Por outro lado, no grupo teste nao existem diferencas em relacdo a concentracdo de triptase.
Assim, e apesar de nao existirem estudos que caracterizem o efeito dos clones tumorais sobre
os restantes clones de plasmocitos os MC, pressupde-se a existéncia de um efeito inibitorio

dos clones tumorais sobre os linfocitos produtos de IgE especifica.

Para o grupo de individuos atopicos nao se verificaram diferencas significativas nos
niveis séricos de triptase entre os individuos com e sem GM, embora em ambas as situagdes se
registasse um aumento destes niveis relativamente ao valor de referéncia. De modo a explicar
este resultado é importante relembrar que a triptase é um marcador de alteracoes
mastocitarias [54] e, como tal, encontra-se aumentada em muitas situacoées dependentes da
angiogénese, por exemplo, durante o desenvolvimento tumoral [14], mas também nas
reaccoes alérgicas como a anafilaxia [22]. Ainda dentro do grupo de individuos atdpicos foi
quantificada a concentracao de IgE para alergénios inalantes nos individuos com e sem GM,
observando-se que quer para niveis séricos muito elevados de IgE especifica presentes nos
individuos sem GM, quer para niveis muito baixos nos individuos com GM, as concentracoes
médias de triptase em ambos os grupos sao muito semelhantes, o que sugere a primeira

evidéncia no estudo da triptase como marcador independente da atopia.

No grupo de individuos nao atdpicos com e sem GM observaram-se diferencas
estatisticamente significativas relativamente aos niveis séricos de triptase. A concentracdo
média de triptase para o grupo de individuos com GM foi superior, o que pode ser explicado a

partir de dados da literatura. Estudos sugerem o envolvimento dos MC no desenvolvimento
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tumoral devido a libertacao de factores como a histamina, heparina, triptase e factores de
crescimento que conduzem a migracédo e proliferacdo das células do endotélio promovendo a

neoangiogénese [27, 30].

Nao foi possivel estabelecer uma relacdo entre a concentracao de triptase e o tipo de
GM uma vez que nao existem diferencas significativas nos grupos de individuos atopicos e nao
atopicos, facto que reforca a ideia da triptase ser um marcador independente nestes dois
grupos. A partir dos dados obtidos para os tipos de GM em relacdo as cadeias de Ig, observa-se
que as GM do tipo IgM (MK e ML) sdao muito mais agressivas e constituem pior prognostico do
que as GM do tipo IgG (GK e GL) ou IgA (AK e AL), uma vez que as concentracoes de triptase
sao superiores o que indica uma maior desgranulacdo e consequentemente maior
neovascularizacdo. Assim, o facto de ser ndo atdpico e desenvolver GM do tipo IgM podera

indicar um pior progndstico da doenca.

Verificou-se uma predominancia das GM do tipo kappa em relacao as do tipo lambda,
0 que esta de acordo com os dados da literatura [46] e também um valor de concentracado de
triptase superior para as cadeias kappa. E de referir ainda que a producio de cadeias kappa é
duas vezes superior a producdo de cadeias lambda [75]. Isto ocorre porque a excrecao de
cadeias kappa (geralmente na forma monomeérica) é muito mais rapida do que para as cadeias

lambda (que se encontra usualmente na forma de dimero) [76].

Como ¢é sabido, as Ig produzidas sdao directamente proporcionais a quantidade de
clones de plasmocitos, nao tendo sido observada correlacdo com a concentracao de triptase e
a concentracao das Ig nos diferentes tipos de GM. Este resultado reforca mais uma vez a ideia
de que a triptase € um marcador independente da atopia, o que é facilmente percebido, uma
vez que as Ig sdo produzidas nos plasmocitos, enquanto a proteina triptase resulta da
desgranulacdo mastocitaria. O facto de as concentracdes de triptase no grupo de individuos
nao atopicos com GM ser sempre superior relativamente aos individuos sem GM, aumenta as
suspeitas de que a concentracao de triptase possa estar a ser activada por outros

mecanismos.

A andlise estatistica ndo mostrou relacdo entre a razdo kappa/lambda livres
(indicador de monoclonalidade [76]) e a concentracao de triptase (indicador de activacao
mastocitaria [74]) em ambos os grupos de individuos atopicos e nao atopicos, tendo-se
verificado que o nimero de individuos com valores normais da razao kappa/lambda livres era
maior. Assim, estes dados sugerem a existéncia de outros mecanismos de desgranulacdo de

MC independentes da IgE a ser activados.

Os mastocitos também podem ser activados através de espécies reactivas de oxigénio
(ROS), nomeadamente o aniao superoxido. As ROS sdo produzidas no metabolismo normal do

organismo, no entanto em determinadas situacdes patoldgicas podem estar aumentadas. O
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MM é uma neoplasia sanguinea incuravel que ocorre na medula dssea, caracterizada pela
expansao clonal de plasmadcitos, e € acompanhada pela producao persistente de um Unico tipo
de imunoglobulina. Esta producao sobrecarrega a maquinaria de processamento do reticulo
endoplasmatico, gerando a acumulacao de proteinas monoclonais o que aumenta as ROS [77,
78]. Assim, as ROS poderao ser a causa responsavel pela activacdo mastocitaria nos individuos
do estudo.

No estudo realizado, nao foi encontrada correlacdo entre os varios formatos de pico
com a concentracao de triptase e consequentemente mostrou-se que nao existia relacao
entre a CM e a concentracao de triptase.

Este estudo permitiu determinar pela primeira vez a relacao entre os niveis séricos de
triptase em individuos com GM numa populacao alargada de individuos adultos do distrito da
Guarda. Assim, é possivel concluir através a analise dos dados que apesar de a triptase
contida nos granulos dos MC ser responsavel pela angiogénese das GM, esta nao parece

constituir um marcador diferencial no progndstico das GM nos individuos atopicos.
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Para completar o estudo seria da maior utilidade conhecer a histéria clinica dos
doentes, de modo a poder utilizar alguns critérios de exclusdo durante a escolha dos
individuos, nomeadamente, doentes em tratamento de Mieloma Multiplo ou doentes
medicados com imunomoduladores, citostaticos ou anti-histaminicos de modo a eliminar
condicdes conhecidas que interferem com as concentracdes séricas de IgE especifica para

alergénios inalantes comuns e de triptase.

Tendo em conta que a incidéncia das GM aumenta com a idade, conforme se encontra
descrito na literatura, e, actualmente se observa um envelhecimento da populacao seria
também interessante realizar um da variacdo dos niveis de triptase com a progressao da

doenca.

Por Ultimo, a quantificacao da IgE total permitiria eliminar possiveis interferéncias
causadas pela elevacao da concentracao de IgE total nos valores de concentracao de triptase

nos individuos da populacao.

49



Introducao

Materiais e Métodos
Resultados

Discussao e Conclusoes
Perspectivas Futuras

Referéncias Bibliograficas

50



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Arosa, F.A. and E.M. Cardoso, Fundamentos da Imunologia. 1st ed. 2007: Lidel.

Roitt, 1., J. Brostoff, and D. Male, Immunology. 7th ed. 2006: Mosby.

Rabb, H., The T cell as a bridge between innate and adaptive immune systems:
implications for the kidney. Kidney Int, 2002. 61(6): p. 1935-46.

Gaw, A., R.A. Cowan, D. O'reilly, J.M. Stewart, and J. Shepherd, Bioquimica Clinica.
2nd ed. 2001: Guanabara Koogan.

Fauci, A.S., E. Braunwald, D.L. Kasper, S.L. Hauser, D.L. Longo, J.L. Jameson, and J.
Loscalzo, Harrison's Principle of Internal Medicine. 17th ed. 2008: Mc Graw Hill
Medical.

Bast, B.J., S.E. Boom, and R.E. Ballieux, Characterization of the colony-forming cell
in monoclonal gammopathies. Blood, 1982. 60(3): p. 608-12.

Kyle, R.A. and S.V. Rajkumar, Monoclonal gammopathies of undetermined
significance: a review. Immunol Rev, 2003. 194: p. 112-39.

Ludwig, H., J. Meran, and N. Zojer, Multiple myeloma: an update on biology and
treatment. Annals of Oncology, 1999. 10 Suppl 6: p. 31-43.

Burmester, G.-R., A. Pezzuto, and S.0.N. Wandrey, Color Atlas of Immunology. 1st
ed. 2003: Thieme.

Faria, R.M.D. and R.O.P.e. Silva, Monoclonal gammopathies - diagnosis criteria and
differential diagnosis. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, 2007. 29(1):
p. 17-22.

Paul, W., Fundamental Immunology. 2003: Lippincott Williams & Wilkins

San-Miguel, J. and F. Sanchez-Guijo, Cuestiones en Hematologia. 2nd ed. 2002:
Harcourt.

Krishnaswamy, G., J. Kelley, D. Johnson, G. Youngberg, W. Stone, S.K. Huang, J.
Bieber, and D.S. Chi, The human mast cell: functions in physiology and disease. Front
Biosci, 2001. 6: p. D1109-27.

Hiromatsu, Y. and S. Toda, Mast cells and angiogenesis. Microsc Res Tech, 2003.
60(1): p. 64-9.

Galli, S.J., S. Nakae, and M. Tsai, Mast cells in the development of adaptive immune
responses. Nature Immunol, 2005. 6(2): p. 135-42.

Mekori, Y.A. and D.D. Metcalfe, Mast cells in innate immunity. Immunol Rev, 2000.
173: p. 131-40.

de Mora, F., A. Puigdemont, and R. Torres, The role of mast cells in atopy: what can
we learn from canine models? A thorough review of the biology of mast cells in
canine and human systems. Br J Dermatol, 2006. 155(6): p. 1109-23.

Mediaty, A. and K. Neuber, Total and specific serum IgE decreases with age in
patients with allergic rhinitis, asthma and insect allergy but not in patients with

atopic dermatitis. Immun Ageing, 2005. 2(1): p. 9.

51



19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Acero, S., A.l. Tabar, B.E. Garcia, S. Echechipia, and J.M. Olaguibel, Anaphylaxis:
Etiological Diagnosis. Sociedade Espanhola de Alergologia e Imunologia Clinica 1999.
14(3): p. 133-137.

Maltby, S., K. Khazaie, and K.M. McNagny, Mast cells in tumor growth: angiogenesis,
tissue remodelling and immune-modulation. Biochim Biophys Acta, 2009. 1796(1): p.
19-26.

Criado, P.R., R.F.J. Criado, C. Vasconcellos, R.d.O. Ramos, and A.C. Gongcalves,
Severe cutaneous adverse reactions to drugs - relevant aspects to diagnosis and
treatment - Part I: anaphylaxis and anaphylactoid reactions, erythroderma and the
clinical spectrum of Stevens-Johnson syndrome & toxic epidermal necrolysis (Lyell's
disease). Anais Brasileiros De Dermatologia, 2004. 79(4): p. 471-488.

Simons, F.E.R., A.J. Frew, l|.J. Ansotegui, B.S. Bochner, D.B.K. Golden, F.D.
Finkelman, D.Y.M. Leung, J. Lotvall, G. Marone, D.D. Metcalfe, U. Muller, L.J.
Rosenwasser, H.A. Sampson, L.B. Schwartz, M. van Hage, and A.F. Walls, Risk
assessment in anaphylaxis: Current and future approaches. J Allergy Clin Immunol,
2007. 120(1): p. S2-S24.

Zhang, W., G. Stoica, S.l. Tasca, K.A. Kelly, and C.J. Meininger, Modulation of tumor
angiogenesis by stem cell factor. Cancer Res, 2000. 60(23): p. 6757-62.
Benitez-Bribiesca, L., A. Wong, D. Utrera, and E. Castellanos, The role of mast cell
tryptase in neoangiogenesis of premalignant and malignant lesions of the uterine
cervix. J Histochem Cytochem, 2001. 49(8): p. 1061-2.

Takanami, I., K. Takeuchi, and M. Naruke, Mast cell density is associated with
angiogenesis and poor prognosis in pulmonary adenocarcinoma. Cancer, 2000. 88(12):
p. 2686-92.

Ribatti, D., A. Vacca, A. Marzullo, B. Nico, R. Ria, L. Roncali, and F. Dammacco,
Angiogenesis and mast cell density with tryptase activity increase simultaneously
with pathological progression in B-cell non-Hodgkin's lymphomas. Int J Cancer, 2000.
85(2): p. 171-5.

Crivellato, E., B. Nico, and D. Ribatti, Mast cells and tumour angiogenesis: new
insight from experimental carcinogenesis. Cancer Lett, 2008. 269(1): p. 1-6.

Almholt, K. and M. Johnsen, Stromal cell involvement in cancer. Recent Results
Cancer Res, 2003. 162: p. 31-42.

Bagley, R.G., The Tumor Microenvironment (Cancer Drug Discovery and
Development). 1st ed. 2010: Human Press.

Ribatti, D., E. Crivellato, and S. Molica, Mast cells and angiogenesis in haematological
malignancies. Leuk Res, 2009. 33(7): p. 876-9.

Pimenta, A., Mieloma Multiplo: Diagnéstico e manejo inicial. Hematologia, 2007. 52:
p. 137-141.

52



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Kyle, R.A., T.M. Therneau, S.V. Rajkumar, E.D. Remstein, J.R. Offord, D.R. Larson,
M.F. Plevak, and L.J. Melton, 3rd, Long-term follow-up of IgM monoclonal
gammopathy of undetermined significance. Blood, 2003. 102(10): p. 3759-64.

Bottini, P., Testes Laboratoriais para a avaliacGo do componente monoclonal. Revista
Brasileira de Hematologia e Hemoterapia 2007. 29(1): p. 23-26.

Kyle, R.A. and S.V. Rajkumar, Epidemiology of the plasma-cell disorders. Best Pract
Res Clin Haematol, 2007. 20(4): p. 637-64.

Kyle, R.A., T.M. Therneau, S.V. Rajkumar, J.R. Offord, D.R. Larson, M.F. Plevak, and
L.J. Melton, 3rd, A long-term study of prognosis in monoclonal gammopathy of
undetermined significance. N Engl J Med, 2002. 346(8): p. 564-9.

Brick, W., G.B. Faguet, and R. Burgess (2009) Heavy Chain Disease, Gamma.
Dispenzieri, A. and R.A. Kyle, Multiple myeloma: clinical features and indications for
therapy. Best Pract Res Clin Haematol, 2005. 18(4): p. 553-68.

McKay, K., L. Striker, and G.d.A. . Dysproteinemias and paraproteinemias. . Renal
pathology with Clinical and Functional Correlations, 1989: p. 1363-1416.
Wahner-Roedler, D.L. and R.A. Kyle, Heavy chain diseases. Cilinical Hematology,
2005. 18(4): p. 729-746.

Kyle, R.A. and S.V. Rajkumar, Monoclonal gammopathies of undetermined
significance. Best Pract Res Clin Haematol, 2005. 18(4): p. 689-707.

Durie, B.G., R.A. Kyle, A. Belch, W. Bensinger, J. Blade, M. Boccadoro, J.A. Child, R.
Comenzo, B. Djulbegovic, D. Fantl, G. Gahrton, J.L. Harousseau, V. Hungria, D.
Joshua, H. Ludwig, J. Mehta, A.R. Morales, G. Morgan, A. Nouel, M. Oken, R. Powles,
D. Roodman, J. San Miguel, K. Shimizu, S. Singhal, B. Sirohi, P. Sonneveld, G. Tricot,
and B. Van Ness, Myeloma management guidelines: a consensus report from the
Scientific Advisors of the International Myeloma Foundation. Hematol J, 2003. 4(6):
p. 379-98.

Silva, W.D., I.L.B. Mota, and O.G. Bier, Imunologia Bdsica e Aplicada. 5th ed. 2003:
Guanabara Koogan.

Pandit, S.R., Multiple myeloma: treatment options for an incurable disease. J Assoc
Physicians India, 2005. 53: p. 1060-4.

Mcphee, S.J. and M.A. Papadakis, Current Medical Diagnosis and Treatment. 18th ed.
2006: McGraw-Hill: LANGE

Gay-Bellile, C., D. Bengoufa, P. Houze, D. Le Carrer, M. Benlakehal, B. Bousquet, B.
Gourmel, and T. Le Bricon, Automated multicapillary electrophoresis for analysis of
human serum proteins. Clin Chem, 2003. 49(11): p. 1909-15.

Kyle, R.A., T.M. Therneau, S.V. Rajkumar, D.R. Larson, M.F. Plevak, J.R. Offord, A.
Dispenzieri, J.A. Katzmann, and L.J. Melton, 3rd, Prevalence of monoclonal
gammopathy of undetermined significance. N Engl J Med, 2006. 354(13): p. 1362-9.

53



47.

48.

49.

50.
51.

52.
53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Aguzzi, F. and N. Poggi, "Immunosubtraction” electrophoresis: a simple method for
identifying specific proteins producing the cellulose acetate electrophoretogram.
Boll Ist Sieroter Milan, 1977. 56(3): p. 212-6.

Zhang, H., V. Vakil, M. Braunstein, E.L. Smith, J. Maroney, L. Chen, K. Dai, J.R.
Berenson, M.M. Hussain, U. Klueppelberg, A.J. Norin, H.O. Akman, T. Ozcelik, and
O.A. Batuman, Circulating endothelial progenitor cells in multiple myeloma:
implications and significance. Blood, 2005. 105(8): p. 3286-94.

San Miguel, J.F., N.C. Gutierrez, G. Mateo, and A. Orfao, Conventional diagnostics in
multiple myeloma. Eur J Cancer, 2006. 42(11): p. 1510-9.

Grethlein, S. and L. Thomas (2010) Multiple Myeloma. e-Medicine.

Fend, F., A. Tzankov, K. Bink, S. Seidl, L. Quintanilla-Martinez, M. Kremer, and S.
Dirnhofer, Modern techniques for the diagnostic evaluation of the trephine bone
marrow biopsy: methodological aspects and applications. Prog Histochem Cytochem,
2008. 42(4): p. 203-52.

Bain, B.J., Bone marrow trephine biopsy. J Clin Pathol, 2001. 54(10): p. 737-42.
Sperr, W.R., A. El-Samahi, M. Kundi, M. Girschikofsky, S. Winkler, D. Lutz, G. Endler,
H. Rumpold, H. Agis, C. Sillaber, U. Jager, and P. Valent, Elevated tryptase levels
selectively cluster in myeloid neoplasms: a novel diagnostic approach and screen
marker in clinical haematology. Eur J Clin Invest, 2009. 39(10): p. 914-23.

Schwartz, L.B., Clinical utility of tryptase levels in systemic mastocytosis and
associated hematologic disorders. Leuk Res, 2001. 25(7): p. 553-62.

Payne, V. and P.C. Kam, Mast cell tryptase: a review of its physiology and clinical
significance. Anaesthesia, 2004. 59(7): p. 695-703.

Schwartz, L.B., Tryptase: a mast cell serine protease. Methods Enzymol, 1994. 244:
p. 88-100.

Sommerhoff, C.P., W. Bode, P.J. Pereira, M.T. Stubbs, J. Sturzebecher, G.P.
Piechottka, G. Matschiner, and A. Bergner, The structure of the human betall-
tryptase tetramer: fo(u)r better or worse. Proc Natl Acad Sci U S A, 1999. 96(20): p.
10984-91.

Hutter, G., S. Ganepola, E. Thiel, and W.K. Hofman, Inhibition of mast cell tryptase
activity. A new therapeutic target against malignancy induced angiogenesis.
bioscience hypotheses, 2008. 1: p. 213-217.

Schwartz, L.B., Diagnostic value of tryptase in anaphylaxis and mastocytosis.
Immunol Allergy Clin North Am, 2006. 26(3): p. 451-63.

Caughey, G.H., Tryptase genetics and anaphylaxis. J Allergy Clin Immunol, 2006.
117(6): p. 1411-4.

Schwartz, L.B., J.W. Yunginger, J. Miller, R. Bokhari, and D. Dull, Time course of
appearance and disappearance of human mast cell tryptase in the circulation after
anaphylaxis. J Clin Investig, 1989. 83(5): p. 1551-5.

54



62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.
73.

74.

Trabucchi, E., E. Radaelli, M. Marazzi, D. Foschi, M. Musazzi, A.M. Veronesi, and W.
Montorsi, The role of mast cells in wound healing. Int J Tissue React, 1988. 10(6): p.
367-72.

Augustin, H.G., K. Braun, |. Telemenakis, U. Modlich, and W. Kuhn, Ovarian
angiogenesis. Phenotypic characterization of endothelial cells in a physiological
model of blood vessel growth and regression. Am J Pathol, 1995. 147(2): p. 339-51.
Folkman, J., Angiogenesis in cancer, vascular, rheumatoid and other disease. Nat
Med, 1995. 1(1): p. 27-31.

Alon, T., I. Hemo, A. Itin, J. Pe'er, J. Stone, and E. Keshet, Vascular endothelial
growth factor acts as a survival factor for newly formed retinal vessels and has
implications for retinopathy of prematurity. Nat Med, 1995. 1(10): p. 1024-8.

Hunt, L.W., T.V. Colby, D.A. Weiler, S. Sur, and J.H. Butterfield, Immunofluorescent
staining for mast cells in idiopathic pulmonary fibrosis: quantification and evidence
for extracellular release of mast cell tryptase. Mayo Clin Proc, 1992. 67(10): p. 941-
8.

Toda, S., Y. Tokuda, N. Koike, N. Yonemitsu, K. Watanabe, K. Koike, N. Fujitani, Y.
Hiromatsu, and H. Sugihara, Growth factor-expressing mast cells accumulate at the
thyroid tissue-regenerative site of subacute thyroiditis. Thyroid, 2000. 10(5): p. 381-
6.

Mackey, S., H.B. Pride, and W.B. Tyler, Diffuse cutaneous mastocytosis. Treatment
with oral psoralen plus UV-A. Arch Dermatol, 1996. 132(12): p. 1429-30.

Ribatti, D., A. Vacca, R. Ria, A. Marzullo, B. Nico, R. Filotico, L. Roncali, and F.
Dammacco, Neovascularisation, expression of fibroblast growth factor-2, and mast
cells with tryptase activity increase simultaneously with pathological progression in
human malignant melanoma. Eur J Cancer, 2003. 39(5): p. 666-74.

Kurukulaaratchy, R.J., W. Karmaus, A. Raza, S. Matthews, G. Roberts, and S.H.
Arshad, The influence of gender and atopy on the natural history of rhinitis in the
first 18 years of life. Clin and Exp Allergy, 2011. 41(6): p. 851-9.

Arbes, S.J., Jr., P.J. Gergen, B. Vaughn, and D.C. Zeldin, Asthma cases attributable
to atopy: results from the Third National Health and Nutrition Examination Survey. J
Allergy Clin Immunol, 2007. 120(5): p. 1139-45.

Lin, P., Plasma cell myeloma. Hematol Oncol Clin North Am, 2009. 23(4): p. 709-27.
Nelson, M., R.D. Brown, J. Gibson, and D.E. Joshua, Measurement of free kappa and
lambda chains in serum and the significance of their ratio in patients with multiple
myeloma. Br J Haematol, 1992. 81(2): p. 223-30.

Wenzel, S.E., A.A. Fowler, 3rd, and L.B. Schwartz, Activation of pulmonary mast
cells by bronchoalveolar allergen challenge. In vivo release of histamine and tryptase
in atopic subjects with and without asthma. Am Rev Respir Dis, 1988. 137(5): p.
1002-8.

55



75.

76.

77.

78.

Jonsson, M. and J. Carlson, Computer-supported interpretation of protein profiles
after capillary electrophoresis. Clin Chem, 2002. 48(7): p. 1084-93.

Rajkumar, S.V. and R.A. Kyle, Multiple myeloma: diagnosis and treatment. Mayo Clin
Proc, 2005. 80(10): p. 1371-82.

Demasi, A.P., C. Furuse, A.B. Soares, A. Altemani, and V.C. Araujo, Peroxiredoxin I,
platelet-derived growth factor A, and platelet-derived growth factor receptor alpha
are overexpressed in carcinoma ex pleomorphic adenoma: association with malignant
transformation. Hum Pathol, 2009. 40(3): p. 390-7.

Pei, X.Y., Y. Dai, and S. Grant, Synergistic induction of oxidative injury and apoptosis
in human multiple myeloma cells by the proteasome inhibitor bortezomib and
histone deacetylase inhibitors. Clin Cancer Res, 2004. 10(11): p. 3839-52.

56



ANEXOS

57



Dados do Grupo Teste

Legenda:

Phad: concentracao de IgE especifico para alergénios inalantes;

Trip: concentracao de triptase;

Unidades:

IgG, IgA IgM: mg/mL;

Kappa, Lambda: mg/mL;
Componente Monoclonal: g/dL;
Phadiatop: KUA/L;

Triptase: ng/mL.

Numero Idade Sexo 1IgG IgA IgM Kappa Lambda R:KL/LL
177183 63 M 2160 1510 264 2360 960 0,699

178406 56 F 4070 275 354 3150 1660 0,764
206488 78 M 776 146 1570 612 1370 0,334
211209 87 M 609 62 2170 474 2010 0,046
212104 82 F 5210 34 13 5500 30 17,629
216354 80 F 591 3640 20 1550 225 5,679
216439 83 M 4860 49 14 98 7880 0,006
216796 68 F 1280 204 291 1120 689 0,948
217131 86 F 888 72 60 1060 147 9,227
220696 88 M 1700 453 20 1810 340 5,503
222036 61 M 1080 249 62 5 2 2,894
230941 72 M 1020 101 836 1490 379 2,473
232356 79 M 502 63 3440 285 2930 0,463
234679 71 M 970 324 662 1400 435 2,331
234682 89 M 524 280 78 510 316 0,697
235648 73 F 903 183 193 639 654 0,899
236436 76 F 451 51 359 774 188 8,651
238736 84 M 1170 447 202 1030 598 0,585
240257 86 M 702 135 2360 2480 345 1,486
240952 75 M 2960 222 29 220 241 2,385
241696 8 F 3260 70 47 3900 186 2,102
244934 72 M 3540 303 459 1680 2280 0,257
245393 74 M 570 192 201 584 351 2,395
250138 9 F 945 367 303 959 456 0,873
251824 76 F 2360 124 136 574 929 0,009
252253 56 F 2920 378 641 2300 1950 0,711
253240 78 M 1810 713 93 1270 906 0,606
253974 78 F 1350 1110 77 1140 945 0,525
254668 70 M 1740 609 275 1370 1040 2,179
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1740
240
107
657
675
84
161
1860
289
423
152
339
281
69
120
1330
472
265

69
612
525
260
194

65
161
415
236
291

49
58
69
24
61
96
91
218
104
235
70
103
85
394
289
73
185
74
140
126
80
108
206
38
77
16
52
84
49
588
26
48
45
250
71
88
16
98
98
124
72
2160
121
97
382
101

1310
1010
916
808
1430
2870
1890
729
1050
1110
1280
1180
845
3010
1470
705
819
444
2300
1100
1060
1660
1700
384
1720
1520
632
1910
408
1310
1010
1910
672
2650
1130
437
4330
793
1890
1120
981
2950
1480
842
1120
1350

188
414
299
52
342
176
386
213
611
593
594
537
510
1260
936
605
394
738
1260
331
1050
1180
836
2470
225
131
301
559
2280
357
555
139
1140
1600
536
666
118
612
1300
596
482
263
324
723
662
320

1,097
1,551
2,746
1,003
1,711
9,72
2,355
1,444
1,261
1,504
1,285
1,344
1,705
1,276
1,734
0,17
1,505
0,814
0,74
1,459
0,267
0,838
0,487
0,6
1,407
8,254
1,372
14,65
0,892
1,261
0,972
18,333
0,573
0,675
0,63
0,439
383,858
0,424
1,293
0,871
0,725
9,918
1,508
10,571
0,922
1,419

0,01
0,38
0,76
0,12

2,1
0,83
0,08

0,1
0,01
0,09
0,03
0,53
0,21
0,14
0,03
0,19
0,12
0,08
0,37

0,1
0,03
1,98
0,77
0,28
0,14
0,34
1,15
0,26
0,09
1,34
1,03
0,09
0,35
0,17
4,13
0,02
0,07
0,19
0,05
1,29
0,52
0,04
0,16
0,81

GK
GK
GK
GK
GK
GK
GK
MK

. Livres

MK
GK
GK
GK
AK
GK
AL
MK
GL

. Livres

GK
GL
GK
GK
GL
GK
AK
GK
GK
GL
MK
GL
GK
GL
GK
GK
GK
GK
GL
GK
GK

. Livres

MK
GK
GK
GK
GK

0,06
1,19
0,07
0,06
0,06
0,08
0,06
0,12
13,1
0,11
0,06
0,10
0,07
0,08
0,22
0,06
0,09
0,12
0,07
0,07
0,06
0,20
0,06
0,06
0,10
0,06
0,12
0,09
0,09
0,15
0,07
0,06
0,07
7,23
0,10
0,06
0,06
0,18
0,19
0,29
0,05
0,08
0,07
0,23
0,06
0,06

5,99
7,47
3,85

0,9
4,77
4,16
5,71
16,9
3,04
5,62
3,95
17,3
2,18
2,26
16,9
3,27
5,48
6,07
7,39
9,62
5,83

3,2

8,8

3,2
12,6
8,77
5,26
11,6
5,49
5,15
4,99
4,39

9,8
5,02
23,7
6,15
3,63
5,32
11,9
5,35

2,6

4,5

4,1
11,3
7,66
12,5
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347768
347852
348293
348976
350207
350443
352501
352809
353633
354354
354875
355150
355692
356601
357247
357769
358221
359003
359370
359597
360871
360873
361685
362483
364154
364948
365621
367155
367167
367712
367934
368133
369208
369376
369457
370319
370343
370532
370823
371877
372300
372944
376351
378372
602366
602793

63
78
79
47
57
71
84
69
78
76
87
79
63
88
79
73
48
66
72
86
63
74
69
79
64
47
74
71
66
68
59
75
49
75
90
82
66
80
74
69
84
69
88
76
74
74

T M TTTTTT MM TMTETNMETETMETTMNMETMETMNNMETETMEETETTTETMEZ T

1040
1120
1670
1480
1280
1150
1700
1170
1130

700

327
1300
1130
1510
1490

774
1730
1380
1000

870

886

686
1150
1230
8050
1560

941
1950
1790
1690
1640

596
1350
1080
1320

684

869

726

732
1470
1920
1900
1750
1050
1550

443

358
706
182
285
217
170
185
758
302
1400
56
242
199
228
312
329
95
123
342
113
289
215
186
219
13
656
47
121
182
209
136
215
133
422
662
1700
627
121
250
1030
241
69
295
380
397
4670

183
241
43
1600
219
133
257
98
820
53
27
347
486
29
203
71
158
85
103
1380
4190
192
92
124
20
335
1750
145
128
104
175
45
57
209
60
56
65
474
29
278
95
83
110
68
141

351
1060
748
1930
1190
1070
922
991
1690
1420
298
1350
1180
609
1060
751
1520
889
941
1660
3620
806
820
1380
141
1720
2150
2470
1420
1570
534
596
1340
977
1220
579
833
899
685
1300
2060
1620
1530
1040
1370
345

697
619
929
1560
665
481
905
475
518
249
4090
493
639
991
629
374
592
265
336
574
181
438
714
478
5530
636
398
243
347
363
918
269
346
633
711
1430
418
403
328
1760
403
121
629
370
632
2450

0,725
0,751
0,211
0,237
0,464
0,569
0,161
0,869

4,63
0,064
0,983
0,377
0,487
0,636

0,62
2,447
4,581
2,927
1,989
2,178
0,882
2,029
0,645
0,008
0,739
2,249
9,826

1,19
0,617
0,087
0,891
0,815
0,867
0,486
0,234
0,642
3,636
0,548
0,391
0,872
1,012
1,198
1,143

0,64
0,104

0,03
0,08
0,75
0,16
0,04
0,13
0,35
0,11
0,59
0,56
0,62
0,05
0,12
0,39
0,15
0,05
0,28
0,43

0,2
0,53
2,06
0,06
0,08
0,09
5,15

0,5
0,74
0,93

0,38
1,16
0,06
0,39
0,11
0,14
0,84
0,19
0,16
0,11
0,11
0,89

1,1
1,05
0,02
0,05
3,33

GL
MK
GL
MK
GK
GK
GL

. Livres

MK
AK

. Livres

GK
MK
GL
GL
GL
GK
GK
GK
MK
MK
GK
GL
GK
GL
GK
MK
GK
GK
GK
GL
GK
GK
GL
GK
AL
AK
MK
GK
GL
GK
GK
GK
AK
GK
AL

1,59
0,17
0,06
2,41
0,09
0,06
0,06
0,06
2,36
3,39
0,07
0,06
0,07
0,06
0,19
0,07
0,12
0,07
0,63
0,23
0,05
0,09
0,06
0,10
0,06
0,11
0,06
0,06
0,06
0,10
0,06
0,07
21,7
0,12
0,08
0,05
0,06
0,09
0,14
0,22
0,06
0,05
0,10
0,05
8,72
0,06

2,02
5,77
5,27
3,19
2,49
11,8
7,49
7,47
4,45
4,21
4,86
7,63
3,78
16
6,01
1,33
7,84
7,22
6,07
6,51
4,39
5,44
5,35
1,12
1,03
3,38
16,7
4,05
4,88
6,58
4,83
4,59
7,97
2,46
7,39
7,45
1,68
2,88
4,06
6,45
6,66
7,3
14
7,12
1,5
19,9
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602854
605586
606635
606709
607895
610420
610455
615197
616224
616987
618724
618726
620090
620725

77
81
72
73
63
66
62
76
66
74
64
80
41
72

T T MTT=T=TTMTT=TTX

717
1630
4750

538
1820

155
1170
1030
1700

857
2190
1000
2850
1720

139
36
358
8830
99
3570
199
247
1110
1820
98
395
352
532

419
55
93
39

108

331
60

668
53
26
32

100

125
66

1160
2180
3930
459
2140
180
717
1450
2020
596
605
963
2540
1580

333
85
1370
6070
206
2290
937
333
732
1830
1280
483
1060
709

1,618
19,364
1,257
0,034
1,936
0,35
0,164
1,984
2,031
0,012
0,25
0,789
1,201
1,008

0,34
1,1

7,54
0,75
0,24
0,37
0,19
0,06
0,48
1,24

0,26
0,04

MK
GK
GK
AL
GK
GL
GK
MK
GK
AL
GL
GK
GK
AK

0,41
0,03
0,15
0,11
0,06
0,07
0,07
1,02
0,07
0,06
0,17
1,70
0,16
0,13

5,43
5,69
22,8
3,78
3,56
6,62
17,4
5,31
5,62

8,2
8,92
2,62
6,13
10,4
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Dados do Grupo Controlo

Numero
330705
350351
359591
367730
369110
374719
376425
349397
612278
613805
621642
309891
310449
327808
340954
353664
356093
358907
361442
378069
617296
232847
333734
336041
349125
354071
359760
373609
612467
618644
266344
266373
274217
300754
301924
302372
302845
303005
303035
303722
303732
303772

Idade Sexo

26
28
41
42
31
18
54
29
27
51
35
20
28
44
24
30
37
55
30
36
28
25
49
45
25
20
18
34
34
40
60
55
43
48
35
65
40
44
20
23
37
57

F

T - & B o R o B & B o T o T T o T o M T & T » - & B & B » -G » T & B » T » T & B » T » B s I

Phad
0,97
0,97
0,95
0,86
0,94
1,42

0,87
0,89
1,14
0,96
13,3
13,1
11,7
12,1
12,1
11,3
12,6
12,2
10,3
13,4
278
130
849
259
139
120
110
241
130
0,05
0,05
0,06
0,22
0,06
0,05
0,06
0,05
0,28
0,06
0,06
0,07

Trip
41
8,56
1,79
7,42
3,9
4,81
9,9
10,3
3,76
6,82
4,85
2,74
5,08
6,04
8,54
4,29
7,88
6,89
4,5
5,49
6,23
6,37
2,39
3,67
3,97
3,48
4,04
5,12
6,56
6,16
2,92
8,06
3,68
1,09
5,23
4,31
0,8
1,31
1,74
1,04
5,69
3,83
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304274
304458
304461
304905
305228
305245
305724
305904
306241
306444
306821
308101
308139
308155
308243
309184
309868
309892
310471
310870
324243
328415
375472
379271
600403
608192
618725
618808
619846
620635
620644
620766
620773
621293
621509

23
47
72
40
19
44
53
72
24
21
51
18
30
55
32
24
63
34
19
48
43
20
27
33
55
50
40
50
35
34
73
47
70
66
60

i T s T & B & B & B » T » M & B o T » M & R o T o T & B o T o TR » M o T » M T & - T » T 3

0,07
0,05
0,05
0,06
0,08
0,11
0,08
0,06
0,11
0,08
0,04
0,01
0,05
0,08
0,03
0,03
0,06
0,01
0,02
0,01
0,17
0,13
0,06
0,05
0,15
0,15
0,08
0,05
0,09
0,35
0,05
0,25
0,11
0,13
0,01

1,33
1,1
3,95
8,15
1,55
0,8
4,34
5,08
2,12
5,02
5,38
3,81
2,36
7,47
0,9
0,7
1,43
4,75
2,14
4,18
4,53
4,55
1,61
1,26
8,8
7,42
3,66
1,96
2,6
4,28
1,78
0,95
1,12
5,82
1,94
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