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Palavras-chave

Resumo
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A Sindrome Mielodisplasica (SMD) constitui um grupo heterogéneo de
neoplasias mieldides caraterizados por alteragbes nos processos de
diferenciacdo e maturacdo celular. O contributo da citometria de fluxo no
diagndstico da patologia ainda ndo esta bem estabelecido, contudo, desde 2014
o International Leukemia Net European Working Group recomenda a integracao
da técnica para o diagnéstico destas entidades. Quer a morfologia quer a
imunofenotipagem tentam encontrar rasgos displasicos nas linhas maioritarias
da medula éssea (MO). Neste contexto, o objetivo deste estudo incidiu na
andlise das linhas minoritarias da MO como a linha a basdéfilo, eosindfilo, célula
dendritica plasmacitdide e mastécito, de forma a verificar se estas s&o
fenotipicamente diferentes na hematopoiese normal ou displasica. As amostras
analisadas (n=84) encontravam-se distribuidas, de acordo com a classificagédo
da Organizacdo Mundial de Saude, em: 8 CRDU, 45 CRDM, 17 AREB-1 e 14
AREB-2. Baseado no International Prognostic Scoring System, 18 foram
classificadas como de Baixo risco, 19 como de risco Intermédiol e 16 como de
risco Intermédio2-Alto. Paralelamente, analisaram-se 14 MO normais/reativas.
Nas diferentes linhas hematopoiéticas estudadas, foi calculada a percentagem
de células nos diferentes estadios maturativos e a expressdo dos recetores:
CD10, CD11b, CD13, CD33, CD34, CD35, CD44, CD45, CD64, CD117, CD123,
CD133 e HLA-DR. Procedeu-se a andlise da expressdo dos genes Triptase e
Peroxidase do Eosinéfilo para amostras de basofilos e eosindfilos,
correspondentemente, em 9 amostras diagnosticadas com SMD e em 5 MO
normais/reativas. Observou-se um aumento da expressdo de CD44 e CD45
transversal as linhas hematopoiéticas estudadas, um aumento de expresséao de
CD117 e HLA-DR na linha a mastocito, uma diminuicdo de CD13 na linha a
basoéfilo e de CD35 e CD64 na linha a eosindfilo. Na analise da expressao
génica, observou-se um aumento de expressdo dos genes Triptase e
Peroxidase do Eosindfilo para as populacdes de basoéfilos e eosindfilos,
respetivamente, nas amostras da SMD. Os resultados obtidos claramente
demonstram padrdes alterados nas linhas hematopoiéticas estudadas
consistentes com os publicados para a linha granulocitica, monocitica e
eritroide, reforcando o contributo da citometria de fluxo para o diagnéstico e
estratificacdo progndstica dos doentes com SMD.
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The Myelodysplastic Syndrome (MDS) is a heteregeneous group of myeloid
neoplasms characterized by changes in the differentiation and maturation of
myeloid cells. The contribution of immunophenotyping for the diagnosis of MDS
is not well established, however, since 2014 the International Leukemia Net
European Working Group recomends the integration of flow cytometry for the
diagnosis of these entities. Either morphology or immunophenotyping try to find
dysplastic rips in the majority hematopoietic lineages of bone marrow (BM). In
this context, the aim of this study was to look into the BM minority lineages from
MDS patients, such as basophil, eosinophil, plasmacytoid dendritic cells and
mast cell lineage, in order to verify if they are phenotypically different from
normal/reactive bone marrow BM. MDS patients were distributed (n=84),
according to the World Health Organization classification as: 8 RCUD, 45 RCMD,
17 RAEB-1 and 14 RAEB-2. Based on the International Prognostic Scoring
System, 18 cases were Low risk MDS, 19 were intermediate risk-1 and 16 had
classified as intermediate risk-2 and high-risk. Additionally, we analysed 14
normal/reactive BM. In the different hematopoietic lineages, the percentage of
cells in different maturation stages and expression of several receptors, like
CD10, CD11b, CD13, CD33, CD34, CD35, CD44, CD45, CD64, CD117, CD123,
CD133 and HLA-DR were studied. We analysed the Tryptase and Eosinophil
Peroxidase gene expression to basophils and eosinophils population,
respectively, in 9 MDS samples and in 5 normal/rective BM. There were an
increased expression in CD44 and CD45 in all hematopoietic lineages under
study, an increased expression in CD117 and HLA-DR in mast cel lineage, a
decresead expression in CD13 in basophil lineage and in CD35 and CD64 in
eosinophil lineage. In gene expression analysis there were, in MDS samples, an
increased expression in Tryptase and Eosinophil Peroxidase genes for basophils
and eosinophils populations, respectively. Regarding our results, there were
immunophenotypic and functional differences in hematopoietic lineages studied
consistent with those published to granulocytic, monocytic and erythroid
lineages. This enhancing the contribution of flow cytometry for the diagnosis and
prognostic stratification of MDS patients.
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C2) Sistema IPSS (1997). (A) Expressdo de CD45; (B) Expressao de CD117; (C) Expressao
08 HLADR. <o e e et e st e e s e e s e e s a e e et e e sae e e aeearae s 49

Figura 9-Expressdo dos genes Triptase e Peroxidase do Eosinéfilo em amostras de MO
normais/reativas (grupo Controlo) e MO diagnosticadas com SMD de acordo com 0s
critérios propostos pela OMS (2008). (A) Expressdo do gene Triptase para a populacéo de
basdéfilos; (B) Expressao do gene Peroxidase do Eosinofilo para a populacdo de eosinéfilos.
Valores dados pela normalizacdo da expressdo do gene em estudo com o gene de referéncia
GAPDH, pelo método do delta-Ct. As linhas limite do box-plot representam o 1° quartil
(25%) e o 3°quartil (75%); a linha a meio representa a mediana e as linhas verticais
correspondem ao intervalo de 95% de confianca. Com significado estatistico para p<0,05
Teste de Mann-Whitney: * vs grupo Controlo. .........cccocvviiiiiniiincceeseee 51

indice de Tabelas

Tabela 1-Classificacdo da SMD mediante as guidelines propostas pela OMS em 2008.

Adaptado de (B0). ....eoveieeieeeiieieiee bbb 12
Tabela 2-Estratificacdo prognostica da SMD proposta pelo IPSS, em 2012. Adaptado de
(B). ettt bRt E Rt et bt Eeeneereene et ens 14

Tabela 3-Alteragdes celulares e imunofenotipicas frequentemente identificadas em SMD, no
compartimento CD34" e nas linhas granulocitica/neutr6filo, monocitica e eritroide.
Adaptado de (B0-83). .....cciieiie et 20

VIl


file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217154
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217154
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217154
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217154
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217154
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217154
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217154
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217154
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217154
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217155
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217155
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217155
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217155
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217155
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217155
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217155
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217155
file:///C:/Users/Catia/Desktop/Sorte8.docx%23_Toc456217155

Tabela 4-Caraterizacao clinica (sexo e média de idades) dos diferentes grupos da SMD que
integraram o estudo retrospetivo, de acordo com a classificagdo OMS (2008) e IPSS (1997).

Tabela 5-Combinacdo dos anticorpos monoclonais em oito fluorescéncias e respetiva
especificidade e fonte comercial do reagente para os tubos em estudo. Os tubos assinalados
com * integram o painel LMA/SMD de 8 cores proposto pelo consércio Euroflow (95). . 30
Tabela 6-Conjunto de primers (Forward e Reverse) e temperaturas de annealing utilizadas
para a expressdo dos genes GAPDH, TPS € EPX. ..o 34

Tabela 7-Esquema do perfil da reacdo de gRT-PCR utilizado para a expressdo dos genes em
LTS 0o [ TSSOSO URORPRPRIN 35

Tabela 8-Frequéncia das células da linha a basofilo na celularidade global da MO e
percentagem dos estadios maturativos na frequéncia celular da linha a basdéfilo; expressao
dos recetores celulares importantes na maturacdo da linha a basofilo, dado pela média de
intensidade de fluorescéncia (MIF). Dados obtidos em MO normais/reativas (grupo
Controlo) vs doentes diagnosticados com SMD e estratificados segndo a OMS (2008) e IPSS
(1997). ovoeeeeeeeeeee et n e 41

Tabela 9-Frequéncia das células da linha a eosinéfilo na celularidade global da MO e
percentagem dos estadios maturativos na frequéncia celular da linha a eosindfilo; expressao
dos recetores celulares importantes na maturacao da linha a eosindfilo, dado pela média de
intensidade de fluorescéncia (MIF). Dados obtidos em MO normais/reativas (grupo
Controlo) vs doentes diagnosticados com SMD e estratificados segundo a OMS (2008) e
IPSS (1997). cvoovieeeeeeeeeeeesee s es sttt 44

Tabela 10-Frequéncia das células da linha a célula dendritica plasmacitoide na celularidade
global da MO e percentagem dos estadios maturativos na frequéncia celular da linha célula
dendritica plasmacitdide; expressdo dos recetores celulares importantes na maturacéo da

linha a célula dendritica plasmacitoide, dado pela média de intensidade de fluorescéncia

VIl



(MIF). Dados obtidos em MO normais/reativas (grupo Controlo) vs doentes diagnosticados
com SMD e estratificados segundo a OMS (2008) € IPSS (1997)......ccccvvvervnienivniiniiennnns 47

Tabela 11-Frequéncia das células da linha a mastdcito na celularidade global da MO;
expressdo dos recetores celulares importantes na maturacgéo da linha a mastdcito, dado pela
média de intensidade de fluorescéncia (MIF). Dados obtidos em MO normais/reativas (grupo
Controlo) vs doentes diagnosticados com SMD e estratificados segundo a OMS (2008) e
IPSS (1997). ottt ettt n e ne e 50






Abreviaturas






Abreviaturas
ADMT- Acido Desoxirribonucleico Metiltransferase

ADN- Acido Desoxirribonucleico
AR- Anemia Refrataria

AREB- Anemia Refrataria com Excesso de Blastos

AREB-t- Anemia Refrataria com Excesso de Blastos em transformacéo

ARSA- Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel
ASXL1- Sex Comb Like 1

CMEF- Citometria de Fluxo

CpG- Citosina-fosfato-Guanina

CR1- Complement receptor 1

CRDM- Citopenia Refrataria com Displasia

CRDU- Citopenia Refrataria com Displasia

Del(q)- Delecéo do brago longo do cromossoma
Del(p)- Delecédo do brago curto do cromossoma
EGR1- Early Growth Response Protein 1

EPX- Peroxidase do Eosindfilo

FAB- French-American-British

FSC- Forward Scatter

HLA-DR- Human Leucocyte Antygen

IDH- Isocitrate Dehydrogenase

IgG- Imunoglobulina G

INK- Cyclin-Dependent Kinase Inhibitors

IPSS- International Prognostic Scoring System
IPSS-R- Revised International Prognostic Scoring System
LMA- Leucemia Mieldide Aguda

LMMC- Leucemia Mielomonocitica

MO- Medula Ossea

MPO- Mieloperoxidase

NADPH- Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
NCCN- National Comprehensive Cancer Network
OMS- Organizac¢do Mundial de Saude

X1



RT-gPCR- Reacéo de polimerizagdo em cadeia em tempo real
RUNX1- Runt-Related Transcription Factor 1

SSC- Sideward Scatter

SMD- Sindrome Mielodisplasica

SMD-DU- Sindrome Mielodispléasica com Displasia Unilinha
SMD-DM- Sindrome Mielodispléasica com Displasia Multilinha
SMD-EB- Sindrome Mielodisplasica com Excesso de Blastos
SMD-SA- Sindrome Mielodisplasica com Sideroblastos em Anel
SMD-SA-DU- SMD-SA com Displasia Unilinha
SMD-SA-DM- SMD-SA com Displasia Multilinha

SMD-t- Sindrome Mielodisplasica secundaria ao tratamento
SMD-i- Sindrome Mielodispléasica inclassificavel

SP- Sangue Periférico

TET2- TET Methylcytosine Dioxygenase 2

TPS- Triptase

TP53- Tumor Protein p53

VIH- Virus da Imunodeficiéncia Humana

XV



Estado da arte






Capitulo 1-Sindrome Mielodisplésica

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) representa um grupo heterogéneo de neoplasias
mieloides clonais na medula 6ssea (MO), caraterizadas por uma alteracdo na diferenciacéo
e maturacdo das células mieloides, bem como, faléncia da medula 6ssea (1). Esta patologia
apresenta risco de evolucéo para Leucemia Mieldide Aguda (LMA) mediante o fendtipo
clinico e patogénico. O fendtipo clinico difere quanto ao numero e gravidade de citopenias,
celularidade e contagem de blastos na MO, taxa de sobrevivéncia e resposta ao tratamento
(2). O fendtipo patogénico é caraterizado por displasia de uma ou mais linhas miel6ides e os
seus mecanismos estdo associados a alteracGes bioldgicas e moleculares refletidos na
heterogeneidade da SMD (3). Esta sindrome é maioritariamente diagnosticada no sexo
masculino e numa faixa etéria superior a setenta anos (4,5).

Na Europa, a Sindrome Mielodisplasica é considerada a terceira causa mais comum
de neoplasias mieldides. A sua incidéncia é mais elevada em Paises Nordicos e mais baixa
em Paises localizados a Este. Porém, quando comparada com os Estados Unidos da América,
verifica-se uma menor taxa de incidéncia Europeia. Mudancas na classificacéo,
inconsisténcia nos critérios de diagndstico, auséncia de registos e, por outro lado o
diagnostico excessivo nos Estados Unidos da America, limitam a qualidade dos dados e
dificultam a comparacéo entre populacoes (5).

Em 1938, Rhoads e Barker diagnosticaram pela primeira vez “anemia refrataria” tendo
como base o grau de anemia, a presenca de macrocitose, leucopenia e de células
polimorfonucleares téxicas (6). Mais tarde, em 1953, um estudo norte-americano, que
incluia a analise de doze casos evidenciou a conexdo entre anemia e leucemia (7). Em 1956,
Bjorman descreveu quatro casos de anemia sideroblastica adquirida. O investigador clinico
observou a presenca de quantidades excessivas de ferro livre intracelular nos normoblastos
e relacionou a patologia com uma anomalia na sintese de hemoglobina e vacuolizacéo, o que
referiu como evidéncias de degeneracdo (8). Em 1969, William Dameshek sugere que a
definicéo classica de “mieloproliferativa” deveria ser expandida e incluir a hemoglobinuria
paroxistica noturna e outras sindromes pré-leucémicas (9,10). Quatro anos apds a sugestao
de Dameshek, um grupo universitario observou que alguns dos doentes diagnosticados com
pré-leucemia nunca desenvolveram leucemia e, como tal, “mielodisplasia” seria mais
adequado ao invés de “pré-leucémica” (11). Em 1976, o grupo coopertativo Francés-

Americano-Britanico (FAB) definiu classificagfes, nomenclaturas e sugeriu duas novas



categorias de “sindromes dismielopoiéticos” facilmente confundiveis com LMA: Anemia
Refrataria com Excesso de Blastos e Leucemia Mielomonocitica (12). Por fim, em 1982, o
mesmo grupo introduziu a “Sindrome Mielodisplésica” e propos guidelines para o seu

diagnostico e classificagédo (13).

Capitulo 2-Etiologia da Sindrome Mielodisplésica

A SMD pode manifestar-se sob a forma primaria ou de novo e secundaria (14). A
forma da SMD primaria é caraterizada por uma exposi¢do a agentes tdxicos, sendo associada
principalmente a exposicdo sistematica ao benzeno (15). O padrdo fisiopatologico
predominante consiste numa displasia em multiplas linhas hematopoiéticas, eosindfilos
anormais, hemofagocitose e degeneracdo do estroma. Doentes expostos a elevadas
concentracdes de benzeno apresentam anomalias imunologicas, mais concretamente,
aumento na circulacdo de linfocitos granulares, distribuicéo alterada de células T bem como
expansao clonal de subpopulagdes na MO (16). Os habitos tabagicos estdo, também,
significativamente relacionados com o desenvolvimento da SMD (14). Esta associacdo €
facilmente percetivel a nivel biolégico uma vez que, para além de que os cigarros sdo hoje
em dia a maior fonte de exposicdo a benzeno, estes contém outros carcinogénicos e
elementos radioativos que induzem alteragdes cromossomicas (17). Os pesticidas,
agroquimicos, radiacdes ionizantes, como é o caso do raio-X usado para diagnostico e
tratamento sdo, ainda, identificados como potenciais agentes etiol6gicos da SMD (4).

A SMD secundaria tem como origem uma terapia citotdxica prévia (SMD-t), como é
0 caso da quimioterapia e/ou radioterapia (14). A citogenética destes doentes revela
alteragBes cromossomicas significativas sobretudo nos cromossomas 5 e 7, sendo
predominante alteracdes como delecdo, rearranjo, duplicacdo e anomalias clonais. Por
norma, a faixa etaria em que surge a SMD secundaria é inferior a da SMD primaria, sendo
0 pico de incidéncia 4 a 6 anos apoés a terapéutica (18).

A etiologia da SMD permanece desconhecida na maioria dos casos. Infere-se que
causas ambientais, toxicidade de xenobidticos e predisposi¢des genéticas de baixa
frequéncia possam ser responsaveis por alguns dos casos (4). O diagnostico da SMD de novo
em criangas, jovens e adultos de meia-idade encontra-se, sobretudo, associado a uma
predisposicdo genética subjacente (19). Citogeneticamente carateriza-se por duplicacdes,

isocromossomia, monossomia isolada do cromossoma 7 e outras irregularidades. A nivel



molecular, verifica-se que a interrupcdo bi-alélica de genes pode refletir uma mutacéo
somatica leucemogénica em doentes com alteragfes hereditarias no gene afetado (20). A
compreensdo da etiologia torna-se fulcral para a elucidacdo dos mecanismos patogénicos,

métodos de diagndstico e para a diferenciacdo em grupos (4).

Capitulo 3- Bases genéticas da Mielodisplasia

3.1-Mecanismos fisiopatologicos inerentes

AlteracGes nas células estaminais e alteracdes epigenéticas associadas a um aumento
de apoptose, sistema imune débil e a modificacbes na resposta mediada por citocinas podem
contribuir para o desenvolvimento da SMD. Populagdes clonais de células mesenquimais,
células endotelias circulantes e células estaminais hematopoiéticas primitivas ja foram
observadas na patologia (21). Estas populacGes clonais ddo origem a um fenétipo idéntico a
SMD quando transplantadas, in vivo, em modelos animais severamente imunodeficientes,
comprovando a sua capacidade de inducéo cancerigena (22). Por outro lado, a interferéncia
farmacoldgica nos processos de autorenovacao e nos nichos de células estaminais explicam
a resposta inadequada e transiente dos doentes com SMD a quimioterapia convencional
(23,24).

As alteracdes epigenéticas correspondem, essencialmente, a metilacdo/desmetilacéo
do &cido desoxirribonucleico (ADN) e a acetilacdo/desacetilacdo de histonas. A metilacédo
do ADN ¢é controlada por uma familia de ADN metiltransferases (ADMT). ADMT3a e
ADMT3b sdo responsaveis por metilacbes de novo e a ADMT1 mantém o estado de
metilacdo durante o processo de divisdo celular. Recentemente, evidenciou-se a ADMT3
como fulcral para a diferenciacdo de células estaminais hematopoiéticas (25). A
hipermetilacdo de zonas Citosina-fosfato-Guanina (CpG) de genes promotores, catalisados
por ADMT, conduz a uma estrutura de cromatina compacta e a alteracbes no processo de
transcricdo resultando, frequentemente, no silenciamento de genes supressores de tumor.
Vérios processos bioldgicos fundamentais poderdo ser afetados por esta regulacdo
epigenética tais como, mecanismo de reparacao de ADN, controlo do ciclo celular e apoptose
(26). A adicdo de grupos metil nos genes envolvidos no controlo do ciclo celular e na
apoptose € mais comum em SMD que apresentam elevado risco de evolucao para LMA. Em
aproximadamente 50% destes doentes, a transcricdo do gene Cyclin Dependent Kinase

Inhibitors (INK4b), fulcral na regulagdo do ciclo celular encontra-se silenciada devido a



metilagdo anormal na sua regido promotora (27). A metilacdo de ADN e a acetilacdo de
histonas estdo relacionadas: a acetilagdo de residuos de aminoacidos das histonas catalisadas
pela histona acetiltransferase conduz a uma destabilizacdo da interacéo das histonas com o
ADN. Esta destabilizacdo reflete-se numa abertura na estrutura do nucleossoma e,
subsequentemente, numa permisséo para transcricdo. As histonas desacetilases removem o
grupo acetil das histonas estabilizando a estrutura de cromatina e as sequéncias promotoras
afetadas conduzindo ao silenciamento de genes nessa regido. Estas alteracGes sao associadas
a um pior prognostico em estadios precoces da SMD (28).

A apoptose detém um papel essencial na homeostasia dos tecidos, incluindo no sistema
hematopoiético. E amplamente aceite que um desequilibrio nos processos apoptoticos e anti-
apoptoticos seja crucial na progressdo da SMD para LMA (29). Nos doentes com SMD em
estadios iniciais as células sdo mais propensas a apoptose enquanto em estadios mais
avancados ha menor taxa apoptotica e maior incidéncia de carateristicas proliferativas (30).
Nesta patologia, o recetor FAS é expresso em niveis elevados na superficie de percursores
eritroides maduros e ha aumento da ativacao de caspases, 0 que pode estar subjacente a uma
alteracdo nos mecanismos de diferenciacdo celular. Esta modificacdo contribui para o
aumento de apoptose e alteracdo no processo de diferenciacdo de linhagens celulares (31).

A hematopoiese ineficaz pode ainda ser explicada por uma desregulacdo imune que
induz mielosupressao autoimune (32). Nesta patologia verifica-se uma expanséo policlonal
pronunciada de células T auxiliadoras (CD4) e T citotéxicas (CD8) no Sangue Periférico
(SP) e na MO nos grupos de baixo risco (33). Alteracbes no microambiente da MO sao
também caracteristicas da SMD. Niveis de fatores de crescimento endoteliais vasculares e
algumas citocinas inflamatorias encontram-se elevadas na MO destes doentes (34). Estas
alteracdes poderdo resultar de uma complexa interacdo entre células hematopoiéticas
anormais e a resposta imune adaptativa. A interacdo permite a ativacdo do sistema imune
inato e contato celular mediado por interagbes com o estroma, influenciando negativamente
a hematopoiese normal e evidenciando uma potencial explicacdo para a ocorréncia de
citopenias. Embora as modifica¢cbes no estroma ndo sejam sempre consequéncia de uma
hematopoiese anormal, é demonstrado que uma alteragdo na célula primaria do estroma
podera resultar em displasia nas células hematopoiéticas normais (35). N&o obstante, 0
fendtipo displasico e apoptdtico, verificado em SMD, ndo é explicado por uma unica

alteracdo. Diversos mecanismos associados a mutacOes, expressao excessiva de oncogenes



e translocacdes balanceadas tém sido descritos, embora ndo seja clara uma ligagéo entre as
alteraces moleculares e o fenétipo exibido (2,36).

3.2-Alteracdes citogenéticas recorrentes

3.2.1-AlteracBes cromossomicas

O conjunto de alteracfes genéticas mais frequentes, como possivel causa da SMD,
inclui delecdes e/ou amplificacBes genéticas, mutacbes que alteram a sequéncia ou expressao
de genes individuais e anomalias epigenéticas (2). As alteragfes cromossémicas mais
comuns consistem na delecéo do brago longo do cromossoma 5 (del(5q)), del(7q) e del(20q),
(-7) e (-Y) e por fim na trissomia 8 (+8) (37).

Com uma incidéncia de 15%, as delecbes 5q sdo as alteracfes citogenéticas mais
frequentes e encontram-se associadas a um prognostico relativamente favoravel (38). A
analise minuciosa de pontos de rotura de 5¢, em doentes com SMD, localizou duas regides
comumente deletadas distintas. A regido comumente deletada mais distal 5933.1 esta
conectada com um fenotipo clinico, denominado de sindrome 5q, caraterizado por anemia
macrocitica severa, trombocitemia relativa e baixo risco de progressao para LMA. Por outro
lado, a regido comumente deletada proximal localizada no 5q31 esta associada com a SMD-
t exibindo um fendtipo mais agressivo (39,40). Esta alteracdo compromete a funcdo do gene
Early Growth Response Protein 1 (EGR1), um supressor tumoral. Contraditoriamente as
delecdes 5¢, a monossomia do cromossoma 7 ou perda intersticial de 7q esta relacionada
com um prognostico desfavoravel e apresenta uma taxa de incidéncia de 10% (41). As
regides comumente deletadas no cromossoma 7 ja identificadas correspondem a 7936 e
7922, porém as lesGes moleculares subjacentes ao desenvolvimento da SMD ainda se
encontram por caraterizar (42,43). A trissomia 8 encontra-se presente em aproximadamente
8% dos doentes. Esta alteracdo cromossomica é considerada de risco intermédio e os doentes
apresentam metade da esperanca média de vida dos portadores de um cariétipo normal (41).
Nesta trissomia verifica-se a presenca de uma expansao policlonal de células T (CD8") e,
como tal, apresentam uma resposta positiva a terapia imunossupressora (44). Doentes com
o cariétipo del(20q) ou (-Y) sdo considerados no mesmo grupo de risco citogenético que 0s
doentes com cariétipo normal. A perda do cromossoma Y nédo parece estar relacionada com
a patogenese da doenca. Por outro lado as regides comumente deletadas do cromossoma 20,

deduzidas através de doentes diagnosticados com SMD e LMA, incluem 19 genes dos quais



9 estdo correlacionados com a patogénese das doengas mieldides (45,46). Como expectavel,
verifica-se uma extensa variedade de anomalias genéticas associadas a SMD. As alteragdes
cromossomicas poderdo ser Uteis para a confirmagéo da presenca de hematopoiese clonal e

na monotorizagdo da resposta ao tratamento (2).

3.2.2-Mutac0es genéticas

Um namero néo especifico de mutacdes genéticas tém sido descritos em doentes com
SMD (21). O gene Tet Methylcytosine Dioxygenase 2 (TET2), localizado no cromossoma
4924, é o gene que se encontra mais frequentemente mutado em SMD, com uma taxa de
incidéncia de aproximadamente 20%. Mutac¢6es no TET2 poderdo estar na origem de uma
etapa patogénica comum a todos os neoplasmas mieldides que podera ser caraterizada pelo
aparecimento ou aumento de uma dominancia clonal na célula lesada de origem (47). As
mutacdes no gene Sex-Comb Like-1 (ASXL1) tém sido descritas em aproximadamente 10%
dos doentes (48). O gene Runt-Related Transcription Factor 1 (RUNX1) € o segundo gene
mais frequentemente mutado sendo associado a um progndstico desfavoravel (49). Mutacbes
missense neste gene estdo agrupadas no dominio runt, tornando-se fisiologicamente
relevantes uma vez que prejudicam a ligacdo ao ADN. Estas mutagdes poderdo reduzir a
atividade do gene RUNX1 ndo se refletindo apenas em mutacdes de perda de funcdo em um
alelo (50). Adicionalmente, dois genes Isocitrate Dehydrogenase (IDH), o IDH1 e IDH2,
foram identificados como oncogenes mutados em elevada percentagem em glioma e
descritos em SMD. Estas mutac6es codificam enzimas mutantes que apresentam alteracdo
na especificidade para o substrato. Assim, em vez de gerarem uma molécula de Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate (NADPH), na catalisagdo da conversao de isocitrato em o-
cetoglutarato, enzimas IDH mutantes consomem NADPH enquanto convertem o-
cetoglutarato em 2-hidroxiglutarato (51). Ainda ndo se encontra descrito se este produto é
diretamente oncogénico ou se 0 NADPH e a deplegdo do a-cetoglutarato contribuem para a
leucemogenese (2). O Tumor Protein p53 (TP53) € um gene localizado no cromossoma 17q
sendo considerado um gene supressor de tumor com extrema relevancia. Em modelos
animais a proteina p53 ¢ ativada por diversos mediadores de stress celular e contribui para
que haja terminacdo do ciclo celular, inducdo de mecanismos de reparo do ADN e conducgéo
da célula a apoptose. Mutacdes TP53 séo frequentes em diversos tipos de tumor resultantes

de uma instabilidade gendmica (52). Em SMD, a frequéncia destas mutacdes € variavel entre



5 a 15%, sendo mais frequentes em doentes com historia clinica de exposi¢do a agentes
toxicos (53). A proteina Nucleophosminl (NPM1) é uma proteina multifuncional com
capacidade de transicdo entre o nucleo e o citoplasma. Esta proteina participa em diversos
processos celulares, nomeadamente, na biogénese ribossomal, controlo do ciclo celular,
manutencdo da estabilidade gendmica e regulagdo da transcricdo de ADN através da
modula¢do no processo de condensagdo da cromatina (54). Aproximadamente 5% dos
doentes com SMD apresentam mutacfes no gene que codifica esta proteina, sendo mais
frequentes em LMA (55,56). Em modelos animais a haploinsuficiéncia de NPM1 origina
um fendtipo idéntico a SMD e a percentagem de mutacfes aumenta em fendtipos
relacionados com LMA. Estes dados sugerem que mutagcbes NPM1 ndo detém um papel
crucial na fisiopatologia da SMD mas sim na progressdo da doenca para LMA (57). A
definicdo completa de alteracGes citogenéticas providenciam mais do que uma taxonomia
molecular para esta patologia. A analise de mutacfes carateristicas pode auxiliar no
diagndstico em doentes com citopenias refratarias e morfologias ambiguas. A capacidade de
detecdo destas alteraches associada a carateristicas clinicas sdo potenciais fatores de
prognostico e de previsao a resposta terapéutica (2). De forma sucinta, o desenvolvimento
da SMD surge de alteracbes em células progenitoras hematopoiéticas geneticamente
alteradas. Contudo, verifica-se um contributo das alteragdes genéticas e epigenéticas na
diversidade fenotipica, eficiéncia hematopoiética e suscetibilidade para transformacdo em
LMA. A alteracdo na resposta imune, nos mecanismos mediados por citocinas e, a resposta
do estroma contribuem, ainda, para o fenétipo da doenca. Esta analise conjunta é facilmente

percetivel na Figura 1 (21).
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Figura 1-Contribuicdo de alteracdes genéticas e epigenéticas na diversidade fenotipica e no mecanismo
fisiopatoldgico da SMD. Adaptado de (21).

Capitulo 4-Classificacdo e Diagnostico da Sindrome Mielodispléasica

4.1-Classificacdo e Progndstico

A compreensao da SMD tem evoluido nos ultimos anos bem como a terminologia para
a sua classificacdo. Face ao crescente conhecimento, varios sistemas de classificacdo sdo
utilizados no diagnéstico da SMD (58). Em 2008 a Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
prop6s um sistema de classificacdo para a SMD que integrou carateristicas clinicas,
morfoldgicas, citoquimicas, genéticas e outras informacges bioldgicas pertinentes, de forma
a definir entidades com relevancia clinica (59,60). Neste sistema de classificacdo sdo
estratificados sete subgrupos da SMD, mediante alteracdes presentes no SP e na MO: (I)
Citopenia Refrataria com Displasia Unilinha (CRDU), (Il) Citopenia Refrataria com
Displasia Multilinha (CRDM), (111) Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel (ARSA),
(IV) e (V) Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 1 e 2 (AREB-1 e AREB-2), (VI) SMD
inclassificavel (SMD-i) e (VII) SMD com delegéo do brago comprido do cromossoma 5
(SMD del(5q)) (60). A (1) CRDU compreende a anemia, a neutropenia e a trombocitopenia
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refrataria. No SP poderd se verificar unicitopenia ou bicitopenia e auséncia ou baixa
frequéncia de blastos (<1%). A MO deve apresentar displasia em mais de 10% das células
de uma linha mielo6ide, menos de 5% de blastos e menos 15% de percursores eritroides na
fomra de sideroblastos em anel. O grupo (1) CRDM podera apresentar, no SP, citopenia,
auséncia ou baixa percentagem de blastos, auséncia de corpos de Auer e menos de 1x10%/L
de mondcitos. Na MO podera apresentar displasia em mais de 10% das células de duas ou
mais linhas mieldides, menos de 5% de blastos, auséncia de corpos de Auer e
aproximandamente 15% de sideroblastos em anel. O grupo (111) ARSA, no SP, apresenta
poucos blastos e poderd apresentar anemia. Na MO, verifica-se que mais de 15% séo
sideroblastos em anel, podera se verificar displasia apenas na linha eritroide e menos de 5%
de blastos. O grupo (IV) AREB-1 pode apresentar, no SP, citopenias, menos de 5% de
blastos, auséncia de corpos de Auer e menos de 1x10°%L de mondcitos. Na MO, podera existir
displasia unilinha ou multilinha, 5 a 9% de blastos e auséncia de corpos de Auer. O grupo
(V) AREB-2, no SP, apresente frequentemente citopenias, 5 a 19% de blastos, corpos de
Auer e menos de 1x10%L de mondcitos. Na MO, podera existir displasia unilinha ou
multilinha, 10 a 19% de blastos e corpos de Auer. A SMD-i é 0 grupo que suscita mais
duvidas quanto ao diagndstico. No SP verificam-se citopenias e menos de 1% de blastos. Na
MO podera ocorrer displasia inequivoca em menos de 10% das células de uma ou mais linhas
mieldides e menos de 5% de blastos bem como, poderdo existir anomalias citogenéticas
associadas a SMD. Por fim, o grupo (VII) SMD del(5q) podera apresentar, no SP, anemia,
aumento de plaquetas e baixa frequéncia ou auséncia de blastos. Na MO, podera se observar
aumento de megacariécitos, menos de 5% de blastos, auséncia de corpos de Auer e a delecdo
do brago comprido do cromossoma 5 € a Unica alteracdo citogenética. A Tabela 1 apresenta
este sistema de classificacdo sistematizado (60).

Recentemente, em 2016, a OMS atualizou a classificacdo da SMD enfatizando as
alterac6es morfoldgicas, 0 nimero de citopenias e a acumulagdo de alteracfes genéticas para
o diagnostico e classificacdo da patologia. A nova classificagdo substitui o termo “citopenia
refrataria” e “anemia refrataria” por SMD e, como tal, considera os seguintes grupos: (I)
SMD com displasia unilinha (SMD-DU), (I1) SMD com displasia multilinha (SMD-DM),
(111) SMD com sideroblastos em anel (SMD-SA) que se pode subdividir em SMD-SA com
displasia unilinha (SMD-SA-DU) e SMD-SA com displasia multilinha (SMD-SA-DM), (1V)

SMD com excesso de blastos (SMD-EB) que mediante a percentagem de blastos se pode

11



subdividir em SMD-EB-1 (entre 5 a 9% de blastos) e SMD-EB-2 (10 a 19% de blastos) e
persistem os grupos (V) SMD inclassificavel (SMD-i) e (V1) SMD associada a delecdo do
braco comprido do cromossoma 5 (SMD del(5g)) (61). Visto que este sistema de
classificacdo € extremamente recente, a maioria dos diagnosticos da SMD séo realizados

com base no sistema de classificagéo proposto em 2008.

Tabela 1-Classificacdo da SMD mediante as guidelines propostas pela OMS em 2008. Adaptado de (60).

Classificacdo da OMS (2008)

Subtipo de SMD Alteragdes no SP Alteracdes na MO
Displasia unilinhagem
ici i ici 1 0,
CRDU Unicitopenia ou bicitopenia <5% blastos

Poucos blastos (<1%)

Citopenia
Poucos blastos

<15% dos percursores eritroides sdo
sideroblastos em anel
Displasia em >10% das células de 2
ou mais linhas mieléides

CRDM <5%blastos
Sem corpos de Auer q
Mondcitos <1x10°%/L Sem corpos ae Auer
+ 15% de sideroblastos em anel
>15% dos percursores eritroides séo

ARSA Anemia sideroblastos em anel
Sem blastos Apenas displasia eritroide
<5% blastos
Citopenia

Displasia uni ou multilinha
0,
AREB-1 <5% blastos 5 a 9% blastos

Sem corpos de Auer Sem corpos de Auer
Mondcitos <1x10%L P

Citopenia . . . -
5 2 19% blastos Displasia uni ou multilinha

AREB-2 10 a 19% blastos

Corpos deAuer
Mondcitos <1x10%/L Corpos de Auer

Displasia inequivoca em <10% das
células de uma ou mais linhas

SMD-i <(1:;/EOEE r:t%s mieldides associadas a alteragdes
citogenéticas tipicas da SMD
<5%blastos
Megacariécitos em valores normais
Anemia ouoelevados
SMD del(5q) Plaquetas normais ou elevadas <5% blastos

Sem corpos de Auer
Del(5q) € a Unica alteragdo
citogenética

Poucos blastos (<1%)

Associado ao sistema de classificagdo, o International Prognostic Scoring System
(IPSS) é também usado na avaliacédo clinica (62). O IPSS integra a percentagem de blastos
na MO, anomalias citogenéticas e 0 numero de citopenias no SP, de forma a estratificar os
doentes em subgrupos distintos que prevém a taxa sobrevivéncia e o risco de progressdo para

LMA. O primeiro sistema de pontuacdo foi proposto em 1997 e considerava quatro graus de
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risco: Baixo, Intermédiol, Intermédio2 e Alto. O grupo de Baixo risco era o que apresentava
melhor progndstico: a percentagem de blastos era inferior a 5%, o cari6tipo normal ou com
alteracdes isoladas e apenas uma ou auséncia de citopenia. A taxa de sobrevivéncia era de
aproximadamente 5 anos e a média de progressdo para LMA de 9 anos. O grupo de risco
Intermédiol era predefinido pela presenca de 5 a 10% de blastos e por duas a trés citopenias.
Neste grupo a taxa de sobrevivéncia era de 3 a 4 anos e a média de progressdo para LMA de
3 anos. O grupo Intermedio2 definia-se pela presenca de um cariotipo com alteragdes no
cromossoma 7 ou com mais de trés alteracbes cromossomicas. A taxa de sobrevivéncia era
de apenas 1 ano e dois meses e a progressao para LMA de 1 ano. Finalizando, o grupo de
Alto risco apresentava uma percentagem de blastos entre 21 a 30%, uma taxa de
sobrevivéncia de 4 meses e uma média de progressao para LMA de 2 meses (62).

O sistema supra mencionado apresentava diversas limitacbes: 0 mesmo foi validado
apenas para adultos com manifestacdes priméarias da SMD, ndo considerava a severidade das
citopenias e descrevia o cariétipo de forma muito limitada (63). Em 2012, o IPSS foi revisto
(IPSS-R) tendo como base uma analise de 7000 doentes de mais de 10 paises (64). O novo
sistema subdivide os doentes com SMD em cinco subgrupos consoante os fatores de
prognostico: (1) Muito Baixo, (I1) Baixo, (I11) Intermédio, (IV) Bom e (V) Muito Bom. O
grupo de pior prognéstico (1) Muito Baixo é dado por um cariotipo extremamente complexo
com mais de 3 alteragdes genéticas, uma média de 7 meses de sobrevivéncia e de progressao
para LMA (63,64). O grupo (1) Baixo inclui cariotipos como (-7) (auséncia do cromossoma
7), alteracdes duplas (-7)/del(17q) e caridtipos complexos com mais de trés alteracoes. A taxa
de sobrevivéncia é de 1 ano e meio e a progressdo para LMA de 1 ano e 7 meses. No
subgrupo (111) Intermédio é carateristico um cariétipo de trissomia 8 ou 19 e/ou del(7q). A
taxa de sobrevivéncia é de 2 anos e 7 meses e a progressao para LMA de 2 anos e 5 meses.
Este subgrupo define-se por 5 a 10% de blastos, uma hemoglobina inferior a 8g/dL e uma
contagem de plaquetas inferior a 50x10%L. O progndstico (IV) Bom é dado por um caridtipo
normal ou del(5q), delecdo do braco curto do cromossoma del(12p), del(20g) ou outra
anomalia. A taxa de sobrevivéncia € de 4 a 5 anos e o risco de progressdo para LMA de 9
anos. A percentagem de blastos oscila entre 2 e 5%, a hemoglobina entre 8 e 10 g/dL, a
contagem absoluta de neutréfilos deve ser inferior a 0,8x10%L e a contagem de plaquetas de
50 a 100x10°%L. O grupo com progndstico (V) Muito Bom é identificavel por um cario6tipo

com del(11q) e auséncia do cromossoma Y bem como, uma taxa de sobrevivéncia de
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aproximadamente 5 anos. Neste subgrupo a percentagem de blastos é inferior a 2%, a
hemoglobina superior a 10 g/dL, a contagem absoluta de neutrofilos superior ou igual a
0,8x10%L e a contagem de plaquetas superior a 100x10%L. Este sistema de classificacio
encontra-se resumido na Tabela 2. Apesar destas melhorias, 0 IPSS-R mantém-se valido
para doentes com SMD de novo no momento do diagnostico. Além disso, outras variaveis
importantes no prognostico, tais como, a presenca de comorbilidades e a evolucdo clonal

ndo sdo contabilizados por este sistema (63).

Tabela 2-Estratificacdo progndstica da SMD proposta pelo IPSS, em 2012. Adaptado de (64).

Classificacdo IPSS-R (2012)

Blastos Contagem | Contagem Taxa de Tempo de
Grupo de Caribti Hemoglo- de de brevivénci progressao
Risco ariotipo na MO bina (g/dL) | neutrdfilos | plaquetas sobrevivencia para LMA
(%) (anos)
(x10°%/L) (x10%/L) (anos)
Muito Del(11q), i
Bom =Y) <2 >10 >0,8 >100 54
Normal,
Bom  delGa.del 1o 5 goig <0,8 50-100 48 9,4
(12p)
del(20q)
Intermé- | (+8),(+19), ) .
dio del(7q) 5-10 <8 <50 2,7 2,5
('7)1
alteracGes
duplas
. incluindo(-
Baixo 7)Idel(7q), >10 - - - 15 1,7
complexo
com>3
alteracGes
. Complexo
Vo com> 3 : : : : 0,7 0,7
alteracGes

4.2-Critérios de Diagndstico

Os sintomas frequentemente denotados pelos doentes consistem em fadiga,
diminuicdo das atividades do quotidiano, infe¢Bes recorrentes, hemorragias e hematomas
inexplicados. Estes sintomas correspondem a um quadro clinico de anemia, neutropenia e
trombocitopenia, carateristico da SMD, no entanto, alguns dos doentes podem permanecer
assintomaticos (65). Os doentes com SMD precoce sd@o mais dificilmente diagnosticaveis

uma vez que, apresentam menor risco de displasia e s&o mais propensos a apresentarem
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citogenéticas normais. Assim, o diagnostico deve ser o mais rigoroso e adequado possivel
(58).

O diagnostico diferencial desta patologia exclui deficiéncias em micronutrientes e
caréncias vitaminicas, como o caso da vitamina B1> (66). As caréncias vitaminicas podem
induzir uma maturacdo megalobléstica e displasia relativa. O diagndstico diferencial deve,
ainda, descartar infe¢des, como o Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH), alcoolismo e
o efeito de drogas, estas causas podem estar subjacente a hipoplasia eritréide, maturagédo
megaloblastica eritroide e displasia marcada. Sdo ainda descartadas para o diagnostico
diferencial as doencas autoimunes, as doengas congénitas, a anemia aplasica, sindromes
hereditarios, sindrome de Down e anemias congénitas. Estas condi¢Ges patoldgicas podem
estar na origem de eritropoiese inefetiva, aumento do turnover celular e hemoglobinopatias
(66).

Para o diagnostico sdo necessarios pré-requisitos, nomeadamente: (a) citopenia
marcada e constante (> 6 meses a ndo ser que estudos citogenéticos revelem alteracGes
tipicas da SMD) em, pelo menos, uma das seguintes linhas hematopoiéticas: linha eritroide
(<10g/dL), linha granulocitica (<1,8x10%L), plaquetas (<100x10%L); (b) exclusdo de
doenca hematopoiética clonal ou ndo clonal ou doenca ndo hematopoiética que possa ser a
causa de citopenia e/ou displasia (67). Além disso, para a confirmacédo do diagnostico, deve
ser considerado pelo menos um dos seguintes critérios de decisdo: (i) displasia morfoldgica
em pelo menos 10% de todas as células do esfregaco de MO em uma ou mais das seguintes
linhas celulares: (a) eritréide (>15% sideroblastos em anel também conta com critério de
displasia), (b) linha granulocitica e seus percursores, () linha megacariocitica; (ii) contagem
constante de blastos de entre 5 a 19%; (iii) anomalias citogenéticas tipicas (que ocorrem
frequentemente em SMD. Em doentes com “sub diagnostico” ou resultados questionaveis
em (i-iii) (a titulo de exemplo, alteragbes cromossdmicas atipicas, displasia em <10% das
células, 4% de blastos, entre outras) mas com outras caracteristicas clinicas relacionadas
com a SMD (como por exemplo, anemia macrocitica dependente de transfusao), deverdo ser
realizados testes adicionais para se concluir sobre a existéncia de uma neoplasia miel6ide
clonal com falha medular. Nos critérios minimos de diagnoéstico, o International/European
Leukemia Net Working Group, em 2014, sugeriu a analise de aspirados medulares por
citometria de fluxo como co-critério para SMD (67,68).
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Capitulo 5-Citometria de Fluxo no apoio ao diagndstico da Sindrome
Mielodisplésica

5.1-Abordagem a Citometria

A técnica de Citometria de Fluxo (CMF) convencional consiste na passagem de uma
suspensdo de células previamente marcadas com anticorpos monoclonais associados a
fluorocromos, de uma Gnica amostra, em frente a um ou varios raios laser. Cada célula
suspensa passa através do feixe e dispersa a luz mediante a sua informacdo intrinseca. Os
dados de cada célula séo processados em diferentes momentos: quando a luz do laser muda
de direcdo — Forward Scatter (FSC) e Sideward Scatter (SSC) e quando o laser atinge a célula
em movimento, originando emissao fluorescente que permitira visualizar uma cor (69). A
quantidade de emissdes de luz e de fluorescéncia dispersas dependem diretamente das
carateristicas fisicas de cada célula e da presenca de fluorocromos naturais ou artificiais
ligados, respetivamente. Dependendo do nimero de detetores de dispersdo de luz e de
fluorescéncia, da configuracdo dtica do instrumento, bem como, da especificidade dos
reagentes utilizados para corar as células, poderdo ser geradas e medidas entre trés a dez
diferentes emissdes de fluorescéncia para cada evento celular. Com recurso a conjuntos
adequados de filtros e espelhos dicréicos, a luz proveniente de emissdes com diferentes
comprimentos de onda é orientada de forma a alcangar diferentes detetores. Os sinais
luminosos gerados pelos detetores sdo convertidos em sinais elétricos que, por sua vez, sao
transformados em dados eletronicos (70,71). O processo torna-se facilmente percetivel
através da andlise da Figura 2. Em suma um citometro €, em esséncia, um aparelho que capta
luz que muda de direcdo e de cor. A mudanca de diregdo da luz informa de maneira
aproximada o tamanho da célula e a complexidade do seu citoplasma (se € granular ou néo,
por exemplo). A mudanca de cor deve-se ao fluorocromo acoplado ao anticorpo que foi
adicionado. Cada anticorpo do painel tem um dnico fluorocromo associado e este, por sua

vez, ndo pode estar acoplado a nenhum outro anticorpo na mesma combinacdo utilizada (72).

5.2-1dentificacdo de populacdes celulares na medula 6ssea
A hematopoiese € um processo complexo no qual varios podutos de genes sdo
expressos em células da MO em diferentes estadios de diferenciagdo. A CMF

multiparamétrica € um excelente método para identificar padrfes de expressao de antigénios
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ao longo da maturacgdo celular devido a utilizacdo de anticorpos monoclonais que permitem

medir os niveis de expressao de proteinas de superficie e citoplasmaticas (73).
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Figura 2-(A) Representacdo esquematica da geracéo de dados através da técnica de citometria de fluxo. As
células provenientes de uma suspenséo sao aspiradas através de uma camara de fluxo de forma a passarem uma
por uma em frente a trés raios laser. O sinal digital gerado pela quantidade de luz que atinge os diferentes
detectores é processado por um computador equipado com software dedicado a analise de dados. (B)
Representacdo grafica em 2D dos pontos de dados correspondentes a passagem de cada célula; FSC vs SSC
(C) SSC vs CD45 (D) SSC vs CD38. Adptado de (72).

Verifica-se um consenso na literatura para o uso da expressdo de CD45 e de SSC como
o principal método para distinguir as linhas hematopoiéticas maioritarias. Linfdcitos
maduros sao identificados como as células com maior expressdo de CD45 e menor SSC e
FSC (74,75). Os linfécitos T maduros estdo confinados nesta populacdo. Estas células
expressam CD3 bem como CD2 e CD5 e podem ser subdivididas nas populagdes principais
T CD4 e T CD8. Similarmente, as células Natural Killer sdo identificadas pela elevada
expressao de CD16 e CD56, mas ndo expressam CD3. Os linfécitos B expressam CD19 e
CD20 e, linfocitos B que expressem baixos niveis de CD10 representam o tltimo estadio de
maturacdo. Monocitos maduros expressam normalmente a mesma quantidade de CD45 que

os linfécitos porém, sdo facilmente distinguidos por apresentarem maior granulosidade.
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Estas células também expressam CD14, CD33, CD11b e HLA-DR. Os marcadores linféides
(CD19, CD3 e CD56) estdo ausentes nesta populacdo. A linha a neutrofilo pode ser
subdividida em 4 principais estadios de maturacdo baseado na expressao de CD13 e CD11b:
mieloblastos, promieldcitos, mieldcitos e metamieldcitos, neutrofilos em banda e maduros.
As células mais maduras tém maior expressdo de CD45. Os neutrofilos expressam elevados
niveis de CD11b, CD15 e CD16 sendo distinguidos dos mondcitos pela menor expressao de
CD33, CD64 e pela auséncia de expressdo de HLA-DR e CD14. Estes ndo apresentam
antigénios linfoides (CD19 e CD3). As células comprometidas a linha eritroide apresentam
baixa expressdo ou mesmo auséncia de CD45, auséncia de antigenios linfoides e mieldides
e elevada expressdo de CD71 (74,75). A populacdo de basofilos encontra-se na regido dos
percursores hematopoiéticos (CD34") sendo a mesma identificada pela auséncia de CD117
e HLA-DR e pela elevada expressdo de CD123. Os eosinofilos, tal como os neutréfilos, séo
granuldcitos e, como tal, apresentam SSC elevado e superior ao dos neutréfilos. Esta
populacdo é positiva para CD45. Os mastdcitos sao facilmente identificaveis pela elevada
expressao de CD117, sendo a populacdo celular que mais expressa este recetor celular. Por
fim as células dendriticas plasmacitdides apresentam elevada expressdo de CD123 e HLA-
DR e expressdo de CD45 idéntica a dos mondcitos. Algumas das populacBes celulares
referidas estdo identificadas na Figura 3 (67,76).

5.2-Principais alteracdes na Sindrome Mielodisplasica

A expressdo de antigénios, em condi¢cBes normais, ndo é modificada pela idade,
alteracbes medulares ou transplantes de células estaminais. Em contraste, 0s processos
neoplésicos raramente apresentam as caracteristicas de expressdo de antigénios das
condi¢cdes normais. Antigénios de superficie celular sdo, na sua maioria, produtos
especificos de genes. O desenvolvimento de células sanguineas pode ser modelado como um
processo gradual em que, cada estadio é delineado por multiplas alteracdes na expressdo do
produto do gene. O tempo, a quantidade e a regulacdo coordenada dos produtos dos genes
sdo cruciais para assegurar numeros suficientes de células em circulagdo. Em neoplasias,
como a SMD, a sincronizagdo e regulacdo da expressdo de genes é alterada em diferentes

graus, 0 que permite a progressdo da doenca e perda de regulacdo (77-79).
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Figura 3-Dot plot bidimensional que ilustra as diferentes populac6es celulares identificveis por citometria de
fluxo, numa MO normal. (A) Identificagdo das populacdes celulares com base na expressdo de CD45 e (B)
Identificacdo das mesmas populaces celulares de acordo com o tamanho e complexidade: a rosa os
eosindfilos; a azul os neutréfilos, a amarelo os mondcitos, a laranja os linfdcitos, a vermelho os percursores
hematopoiéticos CD34*; (C) ldentificacdo dos estadios de maturagdo na linha a neutr6filo com base na
expressdo de CD13 e CD11b: a azul-ciano os mieloblastos, a azul-turquesa os promielécitos, a azul os
mieldcitos e metamieldcitos e a azul-escuro os neutrdfilos em banda e maduros; (D) Identificacdo das
populacgdes celulares de basdfilos e células dendriticas plasmacitdides com base na expressdo de CD123 e
HLA-DR: a rosa os basdfilos, a verde as células dendriticas plasmacitoides; (E) Identificacdo da populacéo de
mastdcitos com base na expressdo de CD117.

O foco da citometria de fluxo, em SMD, incide especialmente nas linhas
hematopoiéticas maioritarias, nomeadamente na linha granulocitica, monocitica e eritroide
e no compartimento CD34*. E de referir que estas linhas hematopoiéticas, para além de
serem as mais representadas celularmente, sdo as linhas cuja hematopoiese foi
numerosamente estudada e, como tal, se encontra melhor descrita (67). O compartimento
CD34", em SMD, encontra-se frequentemente aumentado em percentagem celular na

celularidade global da MO. Fenotipicamente, verifica-se que ospercursores CD34+

19



expressam CD5, CD7, CD11b, CD15, CD19, CD56 e auséncia de expressdo de CD13, CD33
e/ou HLA-DR. A mesma pode apresentar diminuigdo na expressao de CD38 e CD45, bem
como, intensidade anormal na expressdo de CD34 (80). A linha granulocitica/neutrofilo
apresenta, em SMD, diminui¢do da granulosidade, diminuicdo na expressdo de CD11b,
CD15, CD16 e CD64. Nesta linha hematopoiética podera ocorrer aumento de expressao de
CD13, expressdo alterada de CD33 e auséncia de expressdo de CD10 nas células maduras.
Na linha monocitica observa-se, em SMD, aumento na percentagem de mondécitos na
celularidade global da MO, expressao alterada dos recetores celulares CD13 e CD56.
Observa-se, ainda, aumento da expressédo de CD64 e auséncia de expressao de CD14 e CD33
(81,82). Na linha eritroide, em SMD, é frequente uma diminuicdo na expressdo de CD71 e
Glicoporina A e um aumento na expressao de CD105 e CyH-Ferritina (83). Estas alteracGes
estdo evidenciadas na Tabela 3. Assim, verifica-se um namero crescente de estudos que
demonstram mudltiplas e variaveis alteracbes imunofenotipicas em SMD que podem

potencialmente contribuir para o diagndstico e avaliagdo progndstica da patologia (84).

Tabela 3-Alteragdes celulares e imunofenotipicas frequentemente identificadas em SMD, no compartimento
CD34* e nas linhas granulocitica/neutréfilo, monocitica e eritréide. Adaptado de (80-83).

Alteracdes celulares e imunofenotipicas detetadas por CMF

Compartimento Linha
P 4 granulocitica/ Linha monocitica = Linha eritroide
CD34 -
neutrofilo
Aumento na Diminuicao da Aumento na Diminuicao na
. percentagem x
percentagem celular granulosidade celular expressao de CD71
Expressédo de CD5, « Diminuicao na
CD7, CD11b, CD15, eﬁug::gtg g: CD13 Exprgsésecl:oDalltBerada expresséo de
CD19 e/ou CD56 P Glicoporina A
Auséncia de expressdo Auséncia de Aumento de Aumento de
de CD13,CD33 e expressao de CD10 expressio de CD64 expressao de
HLA-DR na célula madura P CD105
Diminuicdo de x x
x Expressao alterada Expressao
expressdo de CD38 e
de CD45 de CD33 aberrante de CD56 Aumento de
Alteracdo na expressao Diminuicdo na Auséncia de expresso de CyH-
expressdo de ~ Ferritina
de CD34 expressao de CD14
(aumentada/diminuida) CD11b, CD15, ou CD33
CD16 e CD64
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Capitulo 6-Estratégias Terapéuticas

A estratégia terapéutica é definida de acordo com o risco calculado, a percentagem de
blastos, o perfil genético/mutacional e a clinica sendo dominada pelas necessidades
transfusionais. Apesar de algumas limitagdes, o IPSS continua a ser o indice utilizado na
estratificacdo dos doentes para defini¢do da abordagem terapéutica, dividindo os doentes em
dois grupos: baixo risco (IPSS de Baixo risco e Intermédiol) e alto risco (IPSS Intermédio2
e Alto risco). Para além disso, também as caracteristicas intrinsecas do proprio doente,
nomeadamente idade e estado funcional, deverdo ser tidas em conta (62,85).

A apresentacéo clinica da SMD de baixo risco €, habitualmente, dominada por anemia
que constitui o principal fator de morbilidade (85,86). A lenalidomida, um agente
imunomodulador, mostrou apresentar melhoria da anemia em cerca de 60% dos casos da
SMD associada a del(5q) com anemia dependente de transfusdo, assim como melhoria das
contagens plaquetares e de granuldcitos. Este farmaco induziu resposta citogenética
competente (normalizacdo do caridtipo em cerca de 50% dos casos) (86,87). O factor de
estimulacdo de colonias de granuldcitos apresentou beneficios ndo s6 nos doentes com
neutropenia mas também evidenciou uma melhoria na anemia, mostrando um efeito
sinérgico com a eritropoetina. Apesar de ainda ndo estar completamente esclarecido, o
mecanismo parece estar relacionado com a diminuicéo dos progenitores apoptéticos na MO
(88,89). A terapéutica imunossupressora com administracdo de ciclosporina e/ou globulina
anti-timdcito, essencialmente dirigida aos linfécitos T potencialmente reativos (sobretudo
nos doentes com trissomia do cromossoma 8) assim como 0s agonista do receptor da
trombopoetina mostraram induzir resposta em alguns doentes com trombocitopenia (90).

Os doentes que apesar de manterem critérios da SMD de baixo risco, apresentarem
citopenias graves, critérios de mau prognostico ou refratariedade a terapéutica deverdo ser
equacionados para abordagens mais intensivas, comuns a SMD de alto risco, inclusive
transplante de progenitores hematopoiéticos (91). Os doentes classificados como alto risco
apresentam progndstico reservado e taxas de sobrevivéncia limitadas. O objetivo assenta na
alteracé@o do curso natural da doenga, com melhoria da sintomatologia e prolongamento da
sobrevivéncia (92). A terapéutica dos doentes com SMD de alto risco baseia-se sobretudo
nos agentes hipometilantes como a azacitidina e a decitabina. Estes farmacos devem ser
usados por um minimo de 6 ciclos e manter-se 0 seu tratamento enquanto existir resposta,

uma vez que, opgdes terapéuticas adicionais sdo escassas (91). A descoberta dos agentes
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hipometilantes teve um impacto significativo na qualidade de vida e sobrevivéncia. O
mecanismo responsavel pela eficicia destes agentes continua a ser controverso: a sua
atividade podera induzir hipometilacio no ADN e/ou modular o sistema imune (93). O
transplante de progenitores hematopoiéticos devera ser equacionado em doentes com
citopenias refratarias a terapéutica, com menos de 70 anos e boa performance de status (94).
Durante o periodo de procura de dador compativel ou auséncia deste ou nos subtipos
associados a excesso de blastos, podera ser efetuada quimioterapia intensiva, cuja
durabilidade se revelou inferior a dos doentes com leucemia aguda, assim como terapéutica
de manutencdo com os agentes alquilantes (95).

Apesar de cada vez mais se caminhar para a defini¢do de guidelines universalmente
aceites, as orientacOes terapéuticas na SMD ainda permanecem controversas. A prescricao é
dindmica e podera ser alterada no decurso da evolucdo da doenca, quer esta passe a integrar
um grupo de risco diferente e em funcdo da resposta a terapéutica. A pesquisa de novas
alteragBes genéticas e epigenéticas bem como o desenvolvimento de melhores sistemas de
prognostico sao essenciais para alterar o paradigma subjacente ao tratamento da SMD assim

como o seu progndstico (92).
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Capitulo 7-Objetivo

A Sindrome Mielodisplésica é caraterizada por heterogeneidade clinico-bioldgica e,
apesar dos esforcos da Organizacdo Mundial de Saude e do International Prognostic Scoring
System para estratificar os doentes em grupos homogéneos, esta continua a observar-se.

O International/European Leukemia Net Working Group recomendou em 2014 a
integracdo da técnica de citometria de fluxo no apoio ao diagnostico da SMD. Nos ultimos
anos, a citometria de fluxo incidiu no estudo das linhas hematopoiéticas maioritarias da MO
nomeadamente, na linha granulocitica, monocitica e eritréide bem como no compartimento
CD34".

Posto isto, 0 objetivo deste trabalho incidiu no estudo fenotipico e funcional das linhas
minoritarias da MO, mais concretamente, da linha a basodfilo, eosindfilo, célula dendritica
plasmacitdide e a mastdcito. Assim, pretendeu-se avaliar o eventual contributo da
caracterizagdo fenotipica das linhas hematopoiéticas minoritarias da MO no diagnostico da
SMD.

Para este efeito:

1) Estudaram-se, retrospetivamente, 84 amostras com SMD ao momento do
diagndstico e compararam-se com 14 amostras normais/reativas de forma a
identificar possiveis bloqueios maturativos, bem como, analisar a expressdo de
diferentes recetores celulares relevantes na maturagdo das linhas hematopoiéticas
em estudo, tais como: CD10, CD11B, CD13, CD33, CD34, CD35, CD44, CD45,
CD64, CD117, CD123, CD133 e HLA-DR.

2) Realizou-se expressao génica para os genes Triptase e Peroxidase do Eosindfilo,
com o intuito de identificar alteracbes funcionais na populacdo de basofilos e
eosinofilos, respetivamente. Este estudo foi realizado 9 amostras de MO com SMD

e 5 normais/reativas.

25



26



Materiais e Métodos






Capitulo 8-Materiais e Métodos

8.1-Caraterizacdo Imunofenotipica

8.1.1-Populacéo em estudo

O estudo imunofenotipico consistiu num estudo retrospetivo que integrou a analise de
84 aspirados medulares de doentes diagnosticados com SMD sem serem sujeitos a
tratamento (52 % do sexo feminino e 48% do sexo masculino com uma média de idades de
69+11anos). De acordo com os critérios propostos pela OMS (2008), os doentes foram
classificados como: CRDU, 8 casos; CRDM, 45; AREB-1, 17; AREB-2, 14 casos (Tabela
4). Segundo o IPSS (1997), apenas 53 dos casos foram passiveis de estratificar (59% do sexo
feminino e 41% do sexo masculino com uma média de idades de 72+10 anos), 18 casos
foram classificados como de Baixo risco, 19 como de risco Intermédiol (Intl) e 16
agrupados em Intermédio2-Alto risco (Int2-Alto) (Tabela 4).

O estudo integrou, também, 14 aspirados medulares normais/reativos, sem doencas
hematoldgicas clonais, sem citopenias e sem rasgos displasicos observados por morfologia
(71% do sexo feminino e 29% do sexo masculino com uma média de idades de 61+14 anos),
que foi designado como grupo Controlo. Os doentes foram diagnosticados no Servico de
Hematologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra e no Centro
Hospitalar Tondela Viseu. O estudo foi aprovado pelo comité de ética local e os participantes

assinaram um consentimento informado.

Tabela 4-Caraterizacdo clinica (sexo e média de idades) dos diferentes grupos da SMD que integraram o estudo
retrospetivo, de acordo com a classificagdo OMS (2008) e IPSS (1997).

OMS Sexo Feminino Sexo Masculino (méd:gidgesvio

(%) (%) x

padréo)

Grupo Controlo
p(n:1 A 71 29 6114
SMD (n=84) 52 48 70+12
CRDU (n=8) 62 38 74+13
CRDM (n=45) 53 47 68+12
AREB-1 (n=17) 59 41 7548
AREB-2 (n=14) 36 64 69116
IPSS

SMD (n=53) 59 41 72410
Baixo (n=18) 56 44 68+12
Intl (n=19) 69 31 75%9
Int2-Alto (n=16) 50 50 7348
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Para cada amostra de aspirado medular com anticoagulante EDTA foram realizados

quatro tubos de oito fluorescéncias sendo que, 3 dos tubos integravam o painel LMA/SMD

proposto pelo consércio Euroflow (96). A combinagdo das fluorescéncias dos anticorpos

monoclonais e a sua especificidade bem como, a fonte comercial de cada reagente encontra-

se representado na Tabela 5. Os anticorpos monoclonais foram adicionados a 100uL de

aspirado medular (em cada tubo) e procedeu-se a incubagéo (10 minutos em auséncia de luz

e a temperatura ambiente). As amostras foram lisadas com 2mL de FACS Lysing Solution

(BD) e apds nova incubacdo (10 minutos em auséncia de luz e a temperatuda ambiente),

foram centrifugadas a 1500G durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet,

contendo as células de interesse, lavado com 2 mL de solucdo salina de fosfato (PBS, Gibco,

Life Technologies, Paisley, UK) e, por fim, ressuspendido em 500uL de PBS. As amostras

foram adquiridas no citometro de fluxo FACSCanto™ 1l (BD Biosciences; San José, CA,
USA) com o software FACS Diva (v6.1.2; BD). A anéalise dos dados foi realizada com
recurso ao software Infinicyt 1.7 (Cytognos, Salamanca, Spain).

Tabela 5-Combinacéo dos anticorpos monoclonais em oito fluorescéncias e respetiva especificidade e fonte
comercial do reagente para os tubos em estudo. Os tubos assinalados com * integram o painel LMA/SMD de

8 cores proposto pelo consdrcio Euroflow (95).

Fluorescéncias Tubo 1* Tubo 2* Tubo 3* Tubo 4
APC CD11b IREM2 CD33 CD133
(clone D12, BD (clone UP-H2, (clone P67,6 BD (clone 293C3,

(Allophycocyanin)

APC H7
(Allophycocyanin-hilite 7)

FITC
(Fluorescein isothiocianate)

PB
(Pacific Blue)

PE
(Phycoerythrin)

PE Cy7
(Phycoerythrin-cyanine 7)

PerCp Cy 5.5
(Peridinin chlorophyll
protein-cyanine 5.5)

PO
(Pacific Orange)

Biosciences, USA)

CD10
(clone HI10a, BD
Biosciences, USA)

CD16
(clone 3G8, Beckman
Coulter, USA)

HLA-DR
(clone L234, BD
Biosciences, USA)
CD13
(clone L138, BD
Biosciences, USA)
CD117
(clone 104D2D1,
Beckman Coulter,
USA)
CD34
(clone 8G12, BD
Biosciences, USA)
CD45
(clone H130, BD
Biosciences, USA)

Bioscience, USA)

CD14
(clone MOP9, BD
Biosciences, USA)

CD35
(clone E11, BD
Biosciences, USA)

HLA-DR
(clone L234, BD
Biosciences, USA)

CD64
(clone 22, Beckman
Coulter, USA)

CD117
(clone 104D2D1,
Beckman Coulter,

USA)

CD34
(clone 8G12, BD
Biosciences, USA)

CD45
(clone H130, BD
Biosciences, USA)

Biosciences, USA)

CDh71
(M-A712, BD
Biosciences, USA)
CD36
(clone FA6,152,
Beckman Coulter,
USA)
HLA-DR
(clone L234, BD
Biosciences, USA)

CD105
(1G2, Beckman
Coulter, USA)

CD117
(clone 104D2D1,
Beckman Coulter,

USA)
CD34
(clone 8G12, BD
Biosciences, USA)
CD45
(clone H130, BD
Biosciences, USA)

Miltenyi Biotec,
Cologne, Germany)
HLA-DR
(clone L243, BD
Biosciences, USA)

CD35
(clone E11, BD
Biosciences, USA)

CD44
(clone L234, BD
Biosciences, USA)

CD123
(clone 9F5, BD
Biosciences, USA)
CD117
(clone 104D2D1,
Beckman Coulter,
USA)
CD34
(clone 8G12, BD
Biosciences, USA)
CD45
(clone H130, BD
Biosciences, USA)
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8.1.2-Caraterizacdo da linha a basdfilo, eosinofilo, célula dendritica
plasmacitdide e mastocito
Na linha a basofilo, consideraram-se dois estadios maturativos (estadio | e 1, estadio
I11). Os estadios foram definidos com base na expressdo de CD13 vs CD11b (Tubol), CD45
vs CD35 (Tubo2), CD45 vs CD33 (Tubo3) e CD123 vs CD35 (Tubo4) (Fig.4 A-D). Assim,
0S estadios foram definidos por: estadio I e I -
CD11b®*/CD13%¢/CD35>/CD33"/CD45%¢/CD123%" e estadio 1l -
CD11b*/CD13™/CD33%¢/CD35%¢/CD45'¢/CD123%¢ (ele-elevado, int-intermédio e bx-
baixo).
Para a linha a eosino6filo, consideraram-se trés estadios maturativos (estadio I, estadio
I1, estadio 111) com base na expressdo de CD13 vs CD11b (Tubol), CD64 vs CD35 (Tubo
2), CD71 vs CD33 (Tubo3) e CD35 vs CD44 (Tubo4) (Fig.4 E-H). Os estadios maturativos

foram definidos como: estadio I -
CD11b™inyCcp13e/inyCcD33°e/CD35¢¢/CD44™/C D64 /CD71%": estadio I -
CD11b"/CD13"/CD33¢"/CD35/CD44"/CD64%/CD71¢": estadio " -

CD11b®¢/CD13%¢/CD33"M/CD35"M/CD44%¢/CD64™/CD 712,

Na linha a célula dendritica plasmacitdide, considerou-se a populacdo total e dois
estadios maturativos (estadio I e I1, estadio 111). A populacéo total foi identificada com base
na expressao de CD123 vs HLA-DR e os estadios maturativos definidos pela expresséo de
CD117 vs HLA-DR (Tubo4): estadio | e Il - CD117%*"/HLA-DR®®; estadio Il -
CD117"/HLA-DR™ (Fig.4 1-J).

Por ultimo, na linha a mastécito considerou-se a populagdo total, facilmente
identificavel pela elevada expressdo de CD117 (CD117%%). No foram considerados estadios

maturativos (Fig.4 L).

8.1.3-Variaveis imunofenotipicas em estudo

Diferentes variaveis imunofenotipicas foram analisadas para cada amostra: (a) linha a
basofilo: % total de basofilos na celularidade global da MO, % de células no estadio I e 11,
% de células no estadio Il e a expressdo dos recetores CD11b, CD13 (Tubol), CD35
(Tubo2), CD33 (Tubo3) e CD44, CD45, CD123 (Tubo4); (b) linha a eosindfilo: % total de
eosinofilos na celularidade global da MO, % de células no estadio I, % de células no estadio
I, % de células no estadio Ill e a expressdo dos recetores CD11b, CD13 (Tubol), CD35,
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CD64 (Tubo2) e CD44, CD45 (Tubo4); (c) linha a célula dendritica plasmacitdide: % total
de células dendritica plasmacitdide na celularidade global da MO, % de células no estadio |
e Il, % de células no estadio Ill e para a populagéo total a expressdo de HLA-DR, CD44,
CD123, CD45 (Tubo4), para os dois estadios maturativos a expressao de CD133, HLA-DR,
CD44, CD123, CD34 e CD45 (Tubo4); (d) linha a mastdcito: % total de mastdcitos na
celularidade global da MO e expresséo dos recetores CD10, CD117, CD13 (Tubol), CD35,
HLA-DR (Tubo2), CD33 (Tubo3) e CD44, CD45, CD123 (Tubo4).
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Figura 4-Dot plot bidimensional que ilustra os diferentes estadios maturativos das diferentes linhas
hematopoiéticas em estudo numa MO normal (A-L). (A) CD13 vs CD11b, (B) CD45 vs CD35, (C) CD45 vs
CD33, (D) CD123 vs CD35 para a identificacdo de dois estadios maturativos na linha a baséfilo (E) CD13 vs
CD11b, (F) CD64 vs CD35, para definir trés estadios maturativos na linha a eosinéfilo, (G) CD71 vs CD33,
(H) CD35 vs CD44 para identificagdo de apenas dois estadios maturativos na linha a eosinofilo (estadio | e Il
agrupado) (1) CD123 vs HLA-DR para identificacdo da populagdo total, (J) CD117 vs HLA-DR para definir
dois estadios na linha a célula dendritica plasmacitéide. (L) CD117%" para identificacdo da linha a mastdcito -

8.1.4-Andlise Estatistica
Para determinar o significado estatistico das diferencas observadas entre grupos
realizou-se o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis complementado com o teste de Mann-

Whitney, usando o software Statistical Package for Social Sciences (SPSS, version 23.0,
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Armonk, NY, USA). As diferencas estatisticamente significativas foram consideradas
quando p value <0,05 e, para todas as varidveis em estudo, calculou-se a média e o desvio-
padréo.

8.2-Expressao dos genes Triptase e Peroxidase do Eosinofilo

8.2.1-Populagéo em estudo

A expressdo génica realizou-se num pequeno numero de amostras que incluiu 5
aspirados medulares normais/reativos, sem doencas hematoldgicas clonais, sem citopenias e
sem tracos displasicos observados por morfologia, designado de grupo Controlo (60% do
sexo feminino e 40% do sexo masculino com uma média de idades 69417 anos) e 9 doentes
diagnosticados com SMD (67% do sexo feminino e 33% do sexo masculino com uma média
de idades 71+9 anos).

8.2.2-Separacdo e purificacdo das populagdes celulares

Para a separacéo de eosinofilos e basofilos,o aspirado medular (250uL) foi lisado com
Cloreto de Amonio (NH4Cl) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
procedeu-se a uma centrifugacdo a 1500G durante 5 minutos e, ap0s descartar o
sobrenadante, foram adicionados 0s seguintes anticorpos monoclonais com as respetivas
fluorescéncias e especificidade: HLA-DR (clone L234, BD Biosciences, USA) Pacific Blue,
CD117 (clone 104D2D1, Beckman Coulter, USA) Phycoerythrin-cyanine7, CD45 (clone
H130, BD Biosciences, USA) Pacific Orange, CD13 (clone L138, BD Biosciences, USA)
Phycoerythrin e CD123 (clone 9F5, BD Biosciences, USA) Allophycocyanin.

A estratégia de separacdo de eosindéfilos consistiu nas carateristicas de FSC e SSC
apresentadas por estas célula associada a sua positividade para CD45 e a autofluoréscencia
visualizavel no dot plot CD123 vs HLA-DR. Similarmente, para a separacdo de basofilos,
conjugaram-se as suas carateristicas de FSC e SSC e a sua positividade para CD123, HLA-
DR e CD45 (CD123*/HLA-DR*/CD45").

Apds 10 minutos de incubacdo a temperatura ambiente na auséncia de luz, as células
foram lavadas e resuspensas com 1 mL de solucdo salina de fosfato (PBS, Gibco. Life
Technologies, Paisley,UK) e procedeu-se a separacdo utilizando o separador celular BD
FACS Aria™ 111 (BD Biosciences; San José, CA, USA). As populacdes celulares separadas
foram centrifugadas durante 3min a 1500G e o pellet resuspenso em 350uL de tampéo de
lise RLT (Qiagen, Hilden, Germany).
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8.2.3-Analise de expressdo dos genes Triptase e Peroxidase do Eosindéfilo

A extracdo de mRNA total foi realizada com o RNeasy Micro Kit (Quiagen, Germany)
de acordo com as instrucdes do fornecedor. O mRNA foi transcrito reversamente, na sua
totalidade, com o KIT High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems,
USA) de acordo com as instrugdes sugeridas pelo fabricante. O gene de referéncia utilizado
foi glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), para os basotfilos foi avaliada a
expressao do gene Triptase (TPS) e para os eosinofilos o gene Peroxidase do Eosindfilo
(EPX). Os conjuntos de primers que permitiram a expressdo dos genes supramencionados
estéo representados na Tabela 6.

A quantificacdo relativa da expressdo genica por PCR em tempo real (QRT-PCR) foi
realizada no Bio-Rad CFX Manager (CFX96 Real Time System C100 Thermal Cycler,
California). Para as reacdes de qRT-PCR utilizou-se 1X Power SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), 1X QuantiTect Primer Assay e Nuclease-free water prefazendo
um total de 8 uL e 2uL de amostra de cDNA, sendo o volume total da reacdo de 10 pL. A
reacao de qRT-PCR esta representada na Tabela 7.

Tabela 6-Conjunto de primers (Forward e Reverse) e temperaturas de annealing utilizadas para a expressao
dos genes GAPDH, TPS e EPX.

Temperatura
Gene Primers de Annealing
(°C)
Forward
5’AAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC3’
GAPDH Reverse 60
5’CAGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT3’
Forward
5’GACTCATGCCAGGGCGACTC3’
TPS Reverse 64
5> TTTGGACAGCAGGGGTTGGT3’
Forward
5’ TGTATGAAGGGGGCATCGAC3’
EPX Reverse 62

5S’TCCTCCTCACTTGCCGAAAC3’
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Tabela 7-Esquema do perfil da reacdo de gRT-PCR utilizado para a expressao dos genes em estudo.

Ativacdo da
polimerase AmpliTaq PCR
Etapa Gold .
_ 50 Ciclos
Aquecimento Desnaturacédo Annealing/ Extensdo
Dependente dos
0 (o]
Temperatura 95°C 95°C primers
Tempo 10 min 15 seg 1 min

Para cada gene foi estabelecida uma curva padrdo através de diluicdes seriadas de
modo a determinar a eficiéncia da reacdo. Complementarmente, foram realizadas curvas de
melting para verificar a auséncia de produtos inespecificos. A normalizacdo dos niveis de
expressdo dos genes de interesse foi calculada pelo método delta-Ct.

8.2.4-Analise Estatistica

Para determinar o significado estatistico das diferencas observadas entre grupos
realizou-se o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, usando o software Statistical
Package for Social Sciences (SPSS, version 23.0, Armonk, NY, USA). As diferencas

estatisticamente significativas foram consideradas quando p value <0,05.
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Capitulo 9-Resultados

9.1-Caraterizacdo Imunofenotipica

Na comparac¢do imunofenotipica de MO diagnosticadas com SMD e de MO normais/
reativas ndo se observou qualquer diferenca (estatisticamente significativa) nas percentagens
celulares totais de cada linha hematopoiética, quando comparadas com o grupo Controlo,
nem nas frequéncias celulares dos diferentes estadios maturativos. Assim, ndo se observaram
blogqueios maturativos nas linhas hematopiéticas em estudo. As alteragdes estatisticamente
significativas mais frequentes, nos diferentes estadios maturativos e populacdo total,
consistiram no aumento da expresséo de CD44 e CD45 nas diferentes linhas
hematopoiéticas em estudo. Observou-se ainda uma diminuicdo da expressdo de CD13 na
linha a basofilo e de CD35 e CD64 na linha a eosindfilo e um aumento na expresséo de
CD117 e HLA-DR na linha a mastocito.

Na linha a basdfilo, segundo a classificagdo OMS (2008), verificou-se um aumento
na expressdo de CD44 nos grupos CRDU e CRDM quando comparados com 0 grupo
Controlo para ambos os estadios. O grupo CRDU apresentou, ainda, aumento de expressdo
quando comparado aos grupos CRDM e AREB-1 para o estadio Il e para os dois estadios
considerados, respetivamente. No sistema IPSS (1997), o grupo de risco Intermédiol
apresentou aumento na expressao deste recetor quando comparado com o grupo Controlo,
em ambos os estadios enquanto o grupo de Baixo risco apenas obteve diferenca no estadio |
e 1l. O aumento de expressdo de CD45, para ambos os sistemas de classificacdo/pontuacéo,
ocorreu em todos o0s grupos da SMD e em todos os estadios. Por fim, segundo a OMS (2008),
observou-se diminuicdo na expressdo de CD13 no grupo CRDU quando comparado ao
grupo Controlo. Na comparacéo dos grupos da SMD, a diminuigédo de expressdo ocorreu nos
grupos CRDU e CRDM quando comparados com AREB-1 e AREB-2. Segundo o sistema
IPSS (1997), o grupo de Baixo risco apresentou diminui¢do da expressao de CD13 quando
comparado com o grupo Controlo e com o grupo Intermédio2-Alto, no estadio 111. Ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas nos recetores celulares: CD11b, CD33,
CD35 e CD123. A Figura 5 e a Tabela 8 demonstram as alteragcbes nesta linha

hematopoiética.
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Figura 5-Gréficos de expressdo de CD44, CD45 e CD13, dados pela média de intensidade de fluorescéncia
(MIF), para a linha a basdfilo e para os diferentes grupos da SMD mediante a classificagdo OMS (2008) e o
sistema IPSS (1997). As linhas limite do box-plot representam o 1° quartil (25%) e o 3°quartil (75%); a linha
a meio representa a mediana e as linhas verticais correspondem ao intervalo de 95% de confianca. Com
significado estatistico para p<0,05 Teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney: a) vs grupo Controlo, b) vs
CRDU, c) vs CRDM e d) vs Baixo risco. (A1-C1) Classificagdo OMS (2008); (A2-C2) Sistema IPSS (1997).
(A) Expresséo de CD44; (B) Expressdo de CD45; (C) Expressdo de CD13.
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Tabela 8-Frequéncia das células da linha a baséfilo na celularidade global da MO e percentagem dos estadios maturativos na frequéncia celular da linha a basofilo; expressao dos recetores celulares
importantes na maturacgao da linha a baséfilo, dado pela média de intensidade de fluorescéncia (MIF). Dados obtidos em MO normais/reativas (grupo Controlo) vs doentes diagnosticados com SMD

e estratificados segndo a OMS (2008) e IPSS (1997).

Grupo SMD OMS (2008) IPSS (1997)
Controlo CRDU CRDM AREB-1 AREB-2 Baixo Intl Int2-Alto
9%Bassfilos 0,31 0,19 0,17 0,17 0,12 0,37 0,22 0,16 0,36
+0,27 +0,29 +0,09 +0,18 +0,07 +0,62 +0,24 +0,12 +0,57
%Estadio | e 11 30,62 32,67 35,24 33,46 31,01 30,66 35,11 35,75 29,65
+7,84 +8,45 +7,89 +8,69 +7,21 +9,56 +6,37 +8,44 +8,79
9%Estadio 111 69,38 67,14 64,75 66,19 68,99 69,34 64,33 64,25 70,02
+7,84 +8,42 +7,90 +8,59 +7,21 +9,56 +5,78 +8,44 +9,00
lell 2724 2520 2288 2497 2610 2666 2091 2925 2470
CD11b +1622 +1971 +1466 +1845 +1821 +2959 +1097 +2361 +2767
m 4569 5037 3814 4725 5780 6094 3702 5319 5604
+2180 +4186 +2005 +3287 +4241 +7214 +1940 +4236 +6735
el 1895 1926 1156 1801 2056 2870 1243 2124 2571
+800 +1500 +749 +1717 +815 +1563 +864 +2043 +1457
CD13 . 4629 5004 2898 2 4559 6331 b 6640 P 3389 2 5153 6193 ¢
+1588 +3827 +2103 +4183 +3858 +2688 +2756 4844 +2540
lell 2065 2234 1893 2279 2064 2533 1253 776 1426
CD33 +1492 +1720 +1181 +1334 +1707 +3099 +620 +524 +1807
m 1647 1903 1605 1971 1596 2235 2750 1665 2786
+1069 +1573 +1019 +1140 +1367 +3065 +1240 +1238 +2825
lell 438 585 440 612 572 606 497 540 536
CD35 +159 +306 +173 +293 +260 +444 +197 1224 +318
m 1115 1511 1359 1422 1677 1669 1396 1486 1473
+453 +798 +589 +713 +908 +1024 +600 +698 +983
lell 3828 6168 @ 89102 6205 @ 4725 P 6115 6906 2 73282 5904
CD44 +1294 +3190 +3391 +2790 +2829 4109 +3429 +2785 +4035
m 4818 7524 2 10190 @ 7580 @ 5775 P:c 7835 7805 8691 @ 7473
+1512 +3695 +3636 +3054 +2607 5941 +4132 +2673 5651
lell 837 13572 1612 2 12712 13532 1488 2 13552 15612 1490 2
CD45 114 +655 +758 +495 +573 +1070 +607 +539 +997
i 947 15472 1866 & 1434 2@ 1608 @ 16422 14572 17842 16172
+142 +746 +812 +627 +684 +1095 +703 +706 +1025
lell 6774 4937 3696 5734 3961 4294 4880 5854 4485
CD123 +3643 +3589 +1206 +4132 +2951 +2862 +3283 +4287 +2610
m 9680 7718 4469 8923 6239 7664 6597 9234 7629
+5142 +6622 +1421 +7647 +4819 +6315 +3869 +10240 +5743

Resultados expressos em valores médios + desvio padrdo. Os estadios maturativos imunofenotipicos foram definidos como: estadio I e 1l - CD11b®*¢/CD13¢¢/CD35>/CD33"/ CD45%¢/CD123%¢ ¢
estadio 111 - CD11b?/CD13>/CD33¢"/CD35¢/CD45¢//CD123¢". Com significado estatistico: 2 p<0.05 vs Grupo Controlo; ® p<0,05 vs CRDU; € p<0,05 vs CRDM:; ¢ p<0,05 vs Baixo. Teste de
comparacgdo: Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.



Na linha a eosindfilo, segundo a classificagdo OMS (2008), observou-se um aumento
de expressdao de CD44 nos grupos CRDU e CRDM quando comparados com 0 grupo
Controlo para os estadios considerados e no grupo AREB-2 apenas para o estadio I1l. No
sistema IPSS (1997), todos o0s grupos expressaram de forma aumentada este recetor, quando
comparados ao grupo Controlo porém para o estadio I e 1. O aumento da expressao de CD45
verificou-se no grupo CRDU para todos os estadios e no grupo CRDM para os estadios | e
I11, guando comparados com o grupo Controlo. Na comparacao de grupos da SMD, o grupo
CRDU apresentou aumento de expressdao quando comparado aos grupos CRDM no estadio
I, AREB-1 nos estadios | e 11 e AREB-2 no estadio I. Segundo o sistema IPSS (1997), o
grupo de Baixo risco apresentou aumento de expressdo no estadio I, o grupo Intermédiol
em todos os estadios e o grupo Intermédio2-Alto no estadio I11, quando comparados com o
grupo Controlo. Nesta linha hematopoiética identificou-se, na classificacdo OMS (2008),
um decréscimo de expressdao de CD35 em todos os grupos da SMD no estadio Il e no
AREB-2 na populacao total de eosinéfilos, quando comparados ao grupo Controlo. O grupo
CRDU também apresentou expressao diminuida quando comparado com o grupo AREB-2.
Segundo o IPSS (1997), os grupos de Baixo risco e Intermédiol apresentaram menor
expressdo de CD35, no estadio | e |1 e na populacéo total de eosinofilos, quando comparados
com o grupo Controlo. O grupo Intermédiol apresentou ainda diferencas quando comparado
com o Intermédio2-Alto para o estadio | e Il e para a populacdo total de eosinéfilos. Por fim,
na classificacdo OMS (2008), a diminuicdo de CD64 observou-se em todos os grupos da
SMD quando comparados com o grupo Controlo para o estadio | e Il. Segundo o sistema
IPSS (1997), os grupos de Baixo risco e Intermédiol apresentaram diminuicgao deste recetor
celular quando comparados com o Controlo, no estadio Il e na populagéo total enquanto o
grupo Intermédio2-Alto apenas apresentou na populacdo total. Ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas para os recetores celulares: CD11b e CD13. Todas

as alteracdes presentes nesta linha celular estéo representadas na Figura 6 e Tabela 9.
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