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RESUMO

A imunofenotipagem é reconhecida como uma importante ferramenta para o
diagnoéstico das sindromes mielodisplasicas (SMD). O sistema de pontuagcéao por
citometria de fluxo descrito recentemente (FCSS) € util para o diagndstico
diferencial, bem como para o prognéstico de SMD. Avaliamos se a inclusdo de
valores quantitativos de expressdes anormais em células CD34" e mondcitos
nesta pontuagdo poderia melhorar o seu valor diagnéstico. O FCSS modificado
(FCSS -R) abrange 9 alteracbées granulociticas, 8 monociticas e 6 de células
CD34". A analise imunofenotipica foi realizada em células de medula 6ssea (MO)
de 56 pacientes com SMD (76% com blastos na medula 6ssea <5%), 33 casos de
citopenias reacionais e 41 doadores de medula 0ssea saudaveis de transplante
alogénico (controles normais). As duas pontuagdes foram aplicadas em todos os
casos.

Embora tenhamos encontrado o desvio a esquerda assincrono na maturagao dos
granuldcitos, a diminuicdo das hematogdnias e o aumento de mondécitos CD167,
bem como casos isolados de co-expressdes anormais no amadurecimento de
precursores mielomonociticos em citopenias reacionais, alteragdes qualitativas e
quantitativas nos sub tipos de células mieldides CD34" foram mais especificas de
SMD. Ambas as pontuac¢des permitiram discriminar SMD de citopenias reacionais,
mas, de acordo com a area sob a curva ROC, o FCSS -R foi mais sensivel (53%
para FCSS e 94% para FCSS -R). Ambas as pontuagdes apresentaram
especificidade de 100%.

A inclusdo de valores quantitativos de expressdes anormais nas células CD34" e
mondcitos em FCSS melhorou a sensibilidade de FCSS-R para o diagnéstico
diferencial entre SMD e citopenias periféricas reacionias.

Palavras-chave: SMD, citometria de fluxo, pontuacdo por citometria de fluxo,
diagndstico diferencial, células CD34+
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ABSTRACT

Immunophenotyping has been recognized as an important tool for diagnosis of
myelodysplastic syndromes (MDS). The recently described flow cytometry scoring
system (FCSS) is useful for the differential diagnosis as well as prognosis of MDS.
We examined if the inclusion of quantitative values of abnormal expressions in
CD34" cells and monocytes in this score could improve its diagnostic value. The
modified FCSS (FCSS-R) covers 9 granulocytic, 8 monocytic and 6 CD34" cell
abnormalities. Immunophenotypic analyzes were performed on bone marrow (BM)
cells of 56 patients with MDS (76% with bone marrow blasts <5%), 33 cases of
reactive cytopenias and 41 healthy bone marrow donors for allogeneic BM
transplantation (normal controls). The two scores were applied in all cases.
Although asynchronous shift to the left in the maturing granulocytes, decrease in
hematogones and increase in CD16" monocytes as well as isolated cases of
abnormal co-expressions in maturing myelomonocytic precursors could be found in
reactive PB cytopenias, the most important differences with MDS were seen in the
subsets of myeloid CD34" cells. Both scores allowed to discriminate MDS from
reactive cytopenias, but, according to the area under the ROC curve FCSS-R was
more sensitive (53% for FCSS and 94% for FCSS-R). Both scores had a specificity
of 100%.

The inclusion of quantitative values of abnormal expressions in CD34" cells and
monocytes in FCSS improved the sensibility of FCSS for the differential diagnosis

between MDS and reactive peripheral cytopenias.

Key words: MDS, flow cytometry, flow cytometric scoring, differential diagnosis,
CD34" cells
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1. INTRODUGAO

As Sindromes Mielodisplasicas (SMD) constituem um amplo espectro
de desordens hematopoéticas clonais com curso clinico varidvel, caracterizadas
por citopenias no sangue periférico, com medula éssea celular e atipias dos
progenitores, implicando em uma evolugdo para insuficiéncia medular e uma
tendéncia a transformacao leucémica (1-4). As citopenias sdo causadas por uma
resposta inadequada dos progenitores da medula Ossea aos fatores de
crescimento, apoptose excessiva dos elementos imaturos resultando em

hematopoese ineficiente (1, 2, 4-6).

Estas desordens acometem predominantemente os pacientes idosos, e
sua incidéncia aumentou nas ultimas décadas, sobretudo em individuos com idade
média de 65-70 anos, devido ao aumento populacional deste grupo (7-9).
Alteragbes no microambiente medular causadas pelo envelhecimento favorecem o
surgimento de clones anormais e consequentemente o desenvolvimento de

mielodisplasias (8, 10, 11).

As SMDs apresentam alteracées na diferenciacdo dos progenitores de
uma ou mais linhagens. O acumulo de defeitos na célula progenitora impede a
hematopoese normal. Apdés os danos iniciais as células progenitoras, varias

alteracdes adicionais acabam por favorecer sua vantagem proliferativa. (12-14).

Tais danos estédo frequentemente relacionados com a incapacidade dos
progenitores neoplasicos de se diferenciar em células maduras e com a supressao
dos progenitores residuais normais pelo clone neoplasico. Ha evidéncias de que
citocinas inibitérias tenham participagcdo na fisiopatologia da hematopoese
ineficaz. Postula-se que as células do clone anormal interagem com as células do
estroma medular e células do sistema imunolégico, levando a producao
exacerbada de TNFa, TGFB, IL-1B, causando inflamagao da medula 6ssea. Com
esta elevada producao de citocinas ha prejuizos fatais as células normais e o
clone anormal prolifera (8, 10, 15, 16).
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Classificacao

A classificagdo inicial das SMD foi realizada pelo grupo French-
American-British (FAB) que propuseram critérios diagndsticos para seu
reconhecimento (1, 17). A classificagédo foi descrita em 1982 e revisada em 1985,
sendo utilizada como guia para melhor compreensao desse grupo heterogéneo de
desordens. Esta classificacdo inclui cinco subgrupos: anemia refrataria (AR),
anemia refrataria com sideroblastos em anel (ARSA), leucemia mielomonocitica
cronica (LMMC), anemia refrataria com excesso de blastos (AREB) e anemia
refrataria com excesso de blasto em transformacdo (AREB-T) (tabela 1). Estas
duas ultimas desordens sao consideradas de alto risco e tém maior probabilidade

de evoluir para leucemia mieldide aguda (1, 17).

Tabela 1: Classificacdo FAB

Tipo Sangue Periférico Medula 6ssea
Anemia refrataria (AR) Blastos < 1% Blastos < 5%
Anemia refrataria com Blastos < 1% Blastos < 5%
sideroblasto em anel (ARSA) Sideroblasto em anel > 15%
Anemia refrataria com Blastos < 5% Blastos > 5% e < 20%
excesso de blastos (AREB)
Leucemia mielomonocitica Blastos < 5% Blastos < 20%
crénica (LMMC) Mondcitos > 1000/mm?
Anemia refrataria com Blastos > 5% Blastos entre > 20% e < 30%
excesso de blasto em ou com bastonete de Auer
transformacéo (AREB-T)

Em 2002, a Organizagao Mundial de Saude (OMS) propds uma nova
classificacdo das SMD, com modificagdes significativas nos diversos subgrupos
FAB (18). Em 2008, os critérios diagnésticos da OMS foram revisados (tabela 2)
(2,17).

Avancos importantes nesta nova classificagdo foram evidenciados com
o reconhecimento da necessidade de se padronizar o diagnéstico e classificagao
das SMD. Estabeleceu-se requisitos minimos, critérios diagnésticos, critérios
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adicionais, como achados de citometria de fluxo, citogenética e de marcadores

moleculares (6, 12, 17).
Tabela 2: Classificacao OMS 2008

Tipo Sangue Periférico

Medula 6ssea

Citopenia refrataria com Unicitopenia; bicitopenia,
displasia de Unica linhagem  blastos <1%

(CRDU) : AR;NRe TR
Anemia refrataria com
sideroblasto em anel
(ARSA)

Anemias,
Auséncias de blastos

Citopenia refrataria com
displasias multilinhagem
(CRDM)

Bi ou pancitopenia,

blastos <1% sem bastonete
de Auer,

mondcitos < 1000 /mm?

Anemia refrataria com
excesso de blastos — 1
(AREB-1)

Bi ou pancitopenia,

<5% blastos sem bastonete
de Auer,

mondcitos < 1000 /mm?®

Bi ou pancitopenia,

5%-19% blastos + bastonete
de Auer,

Monécitos < 1000/mm?3
Anemia, plaquetas normais
ou elevadas < 1% blastos

Anemia refrataria com
excesso de blastos — 2
(AREB-2)

SMD associado com del(5q)
isolada

Sindromes Mielodisplasicas inclassificaveis
¢ Nao se encaixam em outra categoria
e Incluem:

Displasia de uma unica
linhagem, <5% de blastos,
< 15% sideroblasto em anel
Displasia apenas na
linhagem eritroblastica,
<5% de blastos, 215% de
sideroblasto em anel
Displasias em >10% das
células de duas ou mais
linhagens, <5% de blastos
sem bastonete de Auer,

+ 15% sideroblasto em anel
Displasia uni ou
multilinhagem, 5%-9% de
blastos sem bastonete de
Auer

Displasia uni ou
multilinhagem, 10%-19%
de blastos + bastonete de
Auer

Megacaridcitos em
nameros normais e
elevados com nucleos
hipolobulados, <5%
blastos, sem bastonete de
Auer

50- isolado

CRDU ou CRDM, porem com 1% de blastos persistentes no sangue periférico;

Pancitopenia com displasia de uma Unica linhagem;

Citopenias persistentes com <1% de blastos no sangue periférico e <5% de blastos na

medula 6éssea, inequivoca displasia em <10% de
citogenéticas inequivocas.

blastos e anormalidades
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Critérios diagnosticos minimos

O diagnostico de SMD na maioria dos pacientes € baseado nos critérios
OMS. Contudo, em muitos casos com citopenias periféricas de causa obscura
pode ser dificil estabelecer ou excluir o diagnostico de SMD. Esses casos incluem:
pacientes sem anormalidades citogenéticas e somente com uma citopenia,
pacientes com caribtipo tipico e citopenias com discreta ou nenhuma displasia e
pacientes com anemia macrocitica com dependéncia transfusional sem
anormalidades cariotipicas e sem evidéncia de displasia (6, 12, 13)

Em 2007(6) foram propostos critérios minimos de diagndstico
suficientes para definir o diagnéstico de SMD nas situacdes relatadas acima.
Estes critérios minimos sao definidos pela introducdo de dois pré-requisitos que
obrigatoriamente devem ser contemplados, trés critérios decisivos nos quais pelo
menos um deve ser cumprido para atender a condicao de SMD e vérios critérios
adicionais que podem auxiliar na definicao diagnostica (tabela 3).

A citometria de fluxo é proposta como uma ferramenta extremamente
util no aperfeicoamento diagnédstico, pois permite refinar e/ou distinguir uma SMD
precoce de uma citopenia reacional devido a sua habilidade de quantificar os
blastos de forma precisa, analisar as anormalidades desta populacédo blastica e
distinguir anormalidades imunofenotipicas da maturagcdo mielomonocitica (6, 12,
13).

Introducéao
22



Tabela 3: Critérios diagnésticos minimos em SMD

(A) Critérios pré- requisitos
Citopenia estavel em 1 ou mais linhagens: eritrdide, neutrofilica ou megacariocitica

Exclusdo de todas as outras desordens hematolégicas e ndo hematoldgicas com
reacdes primdrias para citopenias/displasia

(B) Critérios decisivos relacionados com SMD

Displasia em pelo menos 10% de todas as células em uma das seguintes linhagens em
esfregaco de MO: eritréide, neutrofilica ou megacariocitica, ou > 15% de sideroblasto
em anel

5-19% de blastos no esfregaco de MO

Anormalidades cromossémicas tipicas

(C) Critérios adicionais
Anormalidades fenotipicas identificadas por citometria de fluxo.

Marcadores moleculares de uma populacdo monoclonal, perfil genético ou andlise de
uma mutagao pontual.

Acentuada e persistente reducdo de formacao de col6nias de células de medula 6ssea
e/ou de células progenitoras circulantes.

O diagnostico de SMD como diagndstico de exclusdao

No momento do diagnéstico, é possivel que o diagnéstico de SMD seja
um desafio principalmente quando ndo ha alteragéo citogenética ou molecular, e a
citologia apresenta uma baixa porcentagem de blastos. Em contrapartida,
numerosas doencas reacionais podem mimetizar uma SMD por causa da
presenca de citopenias periféricas e atipias medulares, especialmente nos
eritroblastos (2, 4, 6, 19-21).

Casos como anemia carencial, desnutricdo grave, medicamentos ou
agentes mielotoxicos, insuficiéncia hepatica e/ou renal, hipotireoidismo, infeccéo
viral, especialmente hepatite e HIV, doengas auto-imunes principalmente lupus
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eritematoso sistémico e doenca de Still, sdo condigdes que apresentam citopenias
periféricas e medula déssea com atipias e devem ser excluidas. Nisto é
extremamente importante realizar uma ampla investigacdo para excluir o
diagnéstico de citopenias reacionais (2, 4, 6, 19-21).

As citopenias idiopaticas de significado indeterminado (ICUS), séo
situagbes em que o paciente apresenta citopenia constante (= 6 meses) em uma
ou mais linhagem miel6ide, que ndo atente os critérios decisivos de uma SMD e
nao pode ser explicado por qualquer outra desordem hematoldégica ou nao-
hematoldgica (2, 4, 6, 19-21).

Muitas vezes o tipo de citopenia pode indicar uma potencial SMD ou
uma pré-fase. Esses pacientes devem ser cuidadosamente monitorados e uma
investigacado sequencial é recomendada para confirmar ou excluir o diagndstico de
SMD (2, 4, 6, 19-21).

Citometria de Fluxo nas SMD

Na ultima década, a analise multiparamétrica por citometria de fluxo dos
precursores hematopoéticos da medula éssea (MO) foi amplamente estudada nas
SMDs, esta atualmente padronizada e é factivel em todos pacientes (13, 14, 22-
31).

A imunofenotipagem de precursores hematopoéticos da MO,
especialmente da série mielomonocitica e de células progenitoras CD34" é
reconhecida como uma técnica auxiliar diagndstica valiosa para confirmar o
diagnéstico de SMD, e para o diagnéstico diferencial com citopenias reacionais.
(6, 12-14, 23-25, 32-39).

Ja é bem conhecido que na maturacao das linhagens hematopoéticas a
sequéncia da expressao dos varios antigenos é geneticamente bem controlada.
Um processo clonal é caracterizado por anormalidades nesta sequéncia da
expressao dos antigenos quando comparado com a expressao normal, bem como
quando ocorre deficiéncia ou aumento da expressao destes antigenos. (13, 14,
22-29, 36, 40)
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A regulacao da expressao de antigenos esta distorcida em varios graus
nas SMDs de modo que, a medida que a doenca se desenvolve ha uma
progressiva perda da regulacédo da expressao dos antigenos (6, 12-14, 23, 24, 33-
36, 40). E dificil diferenciar de co-expressdes assincronas, devido a um desvio a
esquerda, ou um aumento de progenitores numa medula estimulada. Sabemos
que nenhuma anormalidade de expressao antigénica é evidéncia de displasia,
nem é especifica para SMD, mas a presenca de mdltiplas aberracbes apoia
fortemente este diagnostico (6, 12-14, 23, 24, 33-36, 40).

Varios tipos de anormalidades fenotipicas ja foram descritas nas SMDs
tais como a hipogranularidade dos precursores granulociticos (diminuicdo do
SSC), perda da expressdao de antigeno em pelo menos 10% da populacdo de
interesse, assincronismo ou bloqueio de maturagdo, expressdo aberrante de
antigenos, anormalidades quantitativas e qualitativas nas células CD34",
juntamente com a diminuicdo de células precursoras B (12, 14, 23-28, 30, 33-38,
40-42). Muitas anormalidades fenotipicas encontradas nas células CD34" foram
associadas com a progressao da doenca e sdo capazes de predizer a sobrevida
global dos pacientes. (5, 25, 27, 30, 31, 39, 43-46).

De acordo com a padronizagdo do European Leukemia Net Working
Group (ELN) standardization (13, 30), a imunofenotipagem de MO nas SMDs deve
no minimo focar nos precursores mielomonociticos e precursores hematopoéticos.
A enumeracgdo de precursores de células B e andlise da diferenciacao eritréide
também podem adicionar informagdes. Para este propédsito, um painel minimo
deve ser desenhado para detectar todas estas anormalidades. Além disso,
comparagao com o padrdo normal € importante.

Além da descricdo das aberracbes fenotipicas hematopoéticas,
sistemas de pontuacdo (scores) destas anormalidades foram descritos para
auxiliar o diagnostico de SMD. Estes devem ser faceis de realizar e reproduziveis.
(25, 33, 37, 40, 47, 48). Wells et al (37) descreveram um score (FCSS) baseado
na analise da série mielomonocitica e na enumeracao das células CD34". Eles
também demonstraram que o acumulo de anormalidades tem valor prognéstico.
Chu et al (25) validaram a utilidade clinica do FCSS incluindo a proporgéo e a co-
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expressdo antigénica nas células CD34" para assessorar o diagnéstico de SMD.
Eles também demonstraram a utilidade no diagnéstico diferencial e valor
prognéstico do FCSS (25, 37).

Matarraz et al (40) desenvolveram um sistema de pontuacao (IS)
baseado na distribuicdo alterada e em um elevado numero de variaveis do
compartimento de maturacdo da MO. Eles mostraram que o numero, o tipo e o
grau de severidade das anormalidades encontradas fornecem informagbes sobre
o grau de comprometimento genético. Este sistema de pontuacdo permitiu
diferenciar SMD de MO reativas como de MO normais. As pontuagdes mais altas
nas SMD foram associadas com pior prognéstico e representa um fator
progndéstico independente para sobrevida global. Contudo, o elevado nimero de
variaveis avaliadas neste sistema é muito complexo para uma aplicagdo em rotina
laboratorial.

Ogata et al (33) desenharam um sistema de pontuacdo (FCM score)
aplicavel para o diagnéstico de SMD baseado nas caracteristicas das células
CD34". Este foi o primeiro estudo que mostrou a variedade de anormalidades nas
células CD34" em SMD de baixo risco e como estas anormalidades sdo Uteis para
o diagnéstico.

Baseando-se no padrao de expressao de CD19, CD38, CD117 e CD7
nas células CD34" Xu et al (48) desenvolveram um sistema de pontuacado
progressivo (FPS) e mostraram sua utilidade para o diagnéstico diferencial nas
SMD assim como para a evolucao prognéstica. A elevada pontuagao prevé a
progressao da doenca e a diminui¢ao da sobrevida nas SMD.

Um estudo multicéntrico (47) também desenvolveu e validou um FCM-
score para o diagnostico baseado em quatro pardmetros reproduziveis: numero de
mieloblastos CD34+ e de células precursoras B, expressao aberrante de CD45 e
reducao do SSC dos granulécitos.

O aumento do numero e da expressdao an6mala de antigenos nas
células CD34", assim como o total de anormalidades fenotipicas nos precursores
da MO mostraram ser fatores de risco independente para sobrevida dos pacientes
(14, 22, 24, 25, 27, 29, 46).
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Avaliacao prognostica nas SMD

O estudo das caracteristicas clinicas que sdo capazes de prever a
sobrevida e a progressao dos pacientes para leucemia mieloide aguda (LMA) é
muito importante a fim de designar corretamente os pacientes para ensaios
clinicos que testam novas abordagens terapéuticas (6, 7, 49-52). A gravidade das
citopenias periféricas, a porcentagem de blastos medulares e o tipo de alteracdes
citogenéticas sdo reconhecidos como fatores progndsticos independentes em
SMDs e fazem parte dos sistemas de pontuacdo prognédstica usados atualmente
como o International Prognostic Scoring System (IPSS) e o WHO-classification
based Prognostic Scoring System (WPSS)

O IPSS (49) é uma reconhecido pontuacao clinica para avaliagdo de
risco de pacientes com SMD, e é amplamente utilizado para estratificar os
pacientes. Este sistema baseia-se em parametros prognésticos como: numero de
citopenias periféricas encontradas, porcentagem de blastos medulares e tipo de
alteraces citogenéticas (tabela 4).

Tabela 4: Classificagéo IPSS das SMD (49)

Variaveis Pontuacao IPSS
prognésticas 0 0,5 1,0 1,5 2,0
% Blastos MO <5% 5%-10% - 11%-20% 21%-30%
Citogenética Favoravel Intermediario Desfavoravel - -
Citopenias 0-1 2-3 - - -
Categoria de Risco Pontuacao IPSS Sobrevida Global (anos)
Baixo 0,0 5,7
Intermediario | 0,5-1,0 3,5
Intermediario Il 1,5-2,0 1,2
Alto 225 0,4
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Em 2012, achados citogenéticos foram reanalisados em um estudo
multicéntrico internacional e sua importancia para estratificacao de risco foi revista
(53). Recentemente o IPSS foi revisado (IPSS-R) (50), com base nos grupos
citogenéticos revisados (tabela 5) (54) e na categorizagdo mais detalhada dos
valores das citopenias de sangue periférico e da porcentagem de blastos
medulares. (tabela 6). Assim, uma proporcdo consideravel de casos de risco
intermediario pelo IPSS mudou para categoria de alto risco no IPSS-R (50).

Anormalidades citogenéticas sdo encontradas em 30% a 80% dos
casos com SMD primaria. Estas anormalidades sao heterogéneas e algumas
muito raras, impedindo a avaliacao do seu real valor prognéstico (51).

Tabela 5: Novo sistema de pontuacéao citogenética em SMD (54).

Subgrupos progndsticos Anormalidades citogenéticas

Muito bom -Y, del(11q)

Bom Normal, del(5q), del(12p), del(20q), dupla incluindo del(5q)
Intermediario del(7q),+8, +19, i(179), qualquer outra alteragdo simples ou

dupla independente do clone
Ruim -7, inv (3)(3qg)/del(3q), dupla incluindo -7/del(7q),
complexo com 3 anormalidades

Muito ruim Complexo com mais de 3 anormalidades

Tabela 6: Classificagdo IPSS-R das SMD (50).

Variaveis Pontuacao IPSS-R
prognésticas 0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 4,0
% Blastos MO <2% - >2%-5% - >5%-10% >10% -
Citogenéticas Muito bom - Bom - Intermediario Ruim  Muito Ruim
Hemoglobina, g/dL 210% - 8-10 <8 - - -
Plaquetas x10%/L 2100 50-100 <50 - - - -
Neutréfilosx10%/L 20,8 <0,8 - - - - -
Categoria de Risco Pontuacao IPSS-R Sobrevida global (anos)
Muito baixo <1,5 8,8
Baixo >1,5-3 5,3
Intermediario >3-4,5 3,0
Alto >4,5-6 1,6
Muito alto >6 0,8
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O WPSS foi definido e validado em pacientes nao tratados (55). Este
sistema considera as categorias da OMS, dependéncia transfusional e
anormalidades cariotipicas, e € capaz de identificar cinco grupos de risco de
pacientes com SMD com diferengas na sobrevida e no risco de progressao
leucémica.

Como a dependéncia transfusional é dificil de padronizar, este
parametro foi substituido pelo nivel de hemoglobina do paciente: <9g/dL para
homens e <8 g/dL para mulheres (52). Esta pontuacédo é dinamica e pode ser
aplicada em qualquer ponto do curso da doenca. (tabela 7)

Tabela 7: WPSS revisado incluindo o grau de anemia (52).

Pontuacao das variaveis

Variaveis
0 1 2 3
Categoria OMS ARSA, CRDU, SMD CRDM AREB-I AREB-I|
associado com
del(5q) isolada,
Cariétipo* Bom Intermediario Ruim -

Anemia Severa
(Hb<9g/dL em homens e Ausente Presente - -
Hb<8g/dL em mulheres)

Risco WPSS Soma da pontuacao das variaveis
Muito baixo 0
Baixo 1
Intermediario 2
Alto 3-4
Muito Alto 5-6

*Bom (normal, -Y, del (5q); Ruim (complexo, anormalidades no cromossomo 7); Intermediario: outras

anormalidades cromossOmicas

Por outro lado, varias mutacdes pontuais frequentes como TP53, EHZ2,
ETV6, RUNX1 e ASXL1 sédo consideradas fatores progndsticos independentes
quando comparadas com a idade, sexo e classificacdo IPSS (56, 57). Mutagdes
TET2 foram frequentes em casos com cariétipo normal e aquelas de TP53 foram

Introducéao
29




associadas com anormalidades do cromossomo 17 ou com cariétipo complexo,
mas mutacdes de EZH2 (localizadas no cromossomo 7) ndo foram associadas
com a delecao do 7g. Assim, a presenca de multiplas mutacées genéticas em
SMD pode explicar a heterogeneidade clinica dessas desordens clonais e poderia
aprimorar a previsdo do progndstico dos pacientes.

Linha de Pesquisa

Atualmente, ndo ha um consenso internacional quanto ao melhor painel
para a imunofenotipagem nas SMD e sim recomendacdes que geralmente incluem
um grande numero variaveis, o que abrange um amplo espectro de anticorpos
monoclonais (MoAbs) e muitas das alteragées imunofenotipicas encontradas nao
tém importancia progndstica (12, 13, 30, 40) .

Em nossos estudos anteriores (24, 27), nés mostramos que com um
pequeno painel de quatro cores de anticorpos monoclonais € possivel detectar
varias anormalidades fenotipicas na série mielomonocitica e nas células CD34".
Entre as alteracdes fenotipicas detectadas, aquelas de células CD34" sdo mais
importantes para predizer a sobrevida global dos pacientes. Os resultados deste
painel foram apresentados no 10™ International Symposium on Myelodysplastic
Syndromes (Patras, Grécia, 06-10/05/2009), recebendo um dos prémios para
jovem pesquisador.

Recentemente (46), comparamos o valor progndéstico do IPSS, IPSS-R
e WPSS com dados obtidos pela citometria de fluxo e mostramos que as
variaveis: porcentagem de células CD34*/CD13" e o numero total de alteragbes
imunofenotipicas detectadas foram fatores prognésticos independentes adicionais
para as pontuagdes clinicas.

Em um dos nossos estudos piloto (58-60), os resultados da importancia
da avaliacdo seriada das analises imunofenotipicas nas SMD, com o objetivo de
estudar quais das alteragdes imunofenotipicas estdo relacionadas com a
progressao da doenga mostraram que se nao ha modificagdo no hemograma nao
ha alteracdo na imunofenotipagem, mas nos casos em que ha piora do
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hemograma, o numero de alteragdes imunofenotipicas aumenta. Mas somente o
aumento das células CD34/CD117*/CD13", seja no diagnéstico ou na avaliagao
sequencial, prevé transformacao para LMA. A inclusdo de novos casos neste
estudo € importante para confirmar nossos resultados.

Neste momento, priorizamos caracterizar os parametros citométricos
que contribuem para o aprimoramento do diagnostico diferencial entre as SMD e
as citopenias reacionais, € que possuem valor prognéstico. Nisto nos propusemos

a modificar o sistema de pontuag&o por citometria de fluxo proposto por Wells.
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2. JUSTIFICATIVA

e Varios estudos indicam que a andlise por citometria de fluxo (CF)
pode contribuir significativamente para o diagnéstico diferencial e prognéstico das
SMD. E necessario que cada laboratério de rotina diagnéstica estabeleca o seu
padréao normal para o painel usado, e analise as alteragées encontradas compare
0 grau de anormalidade dos achados de cada caso com o observado na medula
normal. Nenhum dos achados citométricos, por si sO, €& especifico para o
diagnéstico de SMD. Seria desejavel ter uma pontuacdo de achados citométricos
que, ao mesmo tempo fosse util para o diagnostico diferencial de citopenias
periféricas reacionais de uma SMD com cari6tipo normal, mas que também tivesse

significado progndstico.

3. OBJETIVOS

e Examinar se as variaveis detectadas pelo nosso painel diagnéstico
sdo capazes de discriminar entre citopenias periféricas reacionais € SMD,
especialmente em casos com poucos blastos e cariétipo normal.

e Examinar se a inclusdo de anormalidades especificas de células
CD34" e alteragbes quantitativas de mondcitos ao FCSS (25, 37) poderia
aumentar a sensibilidade e a especificidade desta pontuacao.
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4. SUJEITOS E METODOS

Casuistica

Desde 2009, a imunofenotipagem foi incluida na rotina diagnostica de
citopenias periférica em nosso laboratério. Amostras de medula 6ssea de
pacientes com citopenias periférica, atendidos pelo Servico de Hematologia —
Hemocentro — UNICAMP foram examinadas e comparadas com medula normal
obtidas de doadores para transplante alogénico de medula 6ssea.

O diagnéstico de SMD foi feito a partir do hemograma, mielograma
(esfregaco citologico de medula 6ssea corado com May-Grinewald Giemsa e
corados com Perls) e caribtipo de cada caso.

Para as analises imunofenotipicas foi coletado 1 ml da amostra de MO
apds a coleta do mielograma.

Critérios minimos de inclusao de casos com SMD (4, 6):

v’ Presenca de citopenias no sangue periférico por mais de 6 meses
v" Citologia de medula 6ssea com atipias (10% das células) em pelo
menos duas linhagens hematopoiéticas;

v Presenca de alteragdes citogenéticas clonais.

Critérios de exclusao do diagnostico de SMD

v" Anemias caréncias,

v" Infeccao viral,

v" Hipotireoidismo,

v Doengas auto-imunes,

v" QOutras neoplasias hematol6gicas e nao hematol6gicas

v Citopenias associadas ao abuso de alcool, medicamentos,
quimioterapia recente,

v Hemoglobinuria paroxistica noturna,

v" Alteragao da fungao renal.

Sujeitos e Métodos
35



Durante o periodo do estudo, foram confirmados 56 casos de SMD, 33
casos de citopenias reacionais e 25 casos foram excluidos por falta de dados
clinicos completos, incerteza diagnostica ou impossibilidade de confirmar o
diagndstico final.

A classificagdo das SMD foi feita pelos critérios da OMS, IPSS, IPSS-R
(50) e o WPSS foi aplicado com os valores de hemoglobina em vez da
"dependéncia transfusional" (52).

Amostras da MO normal foram obtidas a partir de 41 doadores
saudaveis de transplante de medula 6ssea alogénico para padronizar um perfil
imunofenotipico normal em nosso laboratério.

Todas as amostras de MO foram obtidos apds o consentimento
informado que foi aplicado em cada pessoa, de acordo com as recomendagdes do
Comité de Etica local (proc. n 2. 0627.0.146.000-09).

A anadlise citogenética da MO foi realizada depois de 24 horas de
cultura de acordo com o método padrao. Em cada caso, pelo menos 20 mitoses
foram analisadas e os cari6tipos foram notificados de acordo com o Sistema de
Nomenclatura Internacional de Citogenética Humana (50, 54)

Materiais e Reagentes

v" Anticorpos monoclonais;

v' Meio RPMI 1640;

v Solucédo lisante FacsLysing da Becton Dickinson (BD) 10x
concentrada;

v' Tampao fosfato (PBS) com 2% de soro fetal bovino e 0,1% de azida
sédica, com pH:7,4;

v Tubos de polietileno BD

v Tubos de Falcon de 15ml
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Imunofenotipagem

A imunofenotipagem foi realizada como descrito previamente (24, 27).
Em resumo, amostras de MO coletadas com anticoagulante EDTA foram
processadas na concentragdo de 5-7x10° células/ml em 100uL por teste,
utilizando a técnica padronizada “lisa e lava” dentro de 24 horas apds a aspiracédo
da medula 6ssea (13).

A expressao antigénica foi estudada com a utilizacdo de anticorpos
monoclonais conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina
(PE), proteina clorofila de peridina (PerCP) e aloficocianina (APC). A seguinte
combinacao de anticorpos monoclonais foi utilizada para estudar a maturacéao

mielomonocitica e populacdes de células progenitoras (tabela 8):

Tabela 8: Painel de quatro cores de anticorpos monoclonais para SMD

Combinacoes de anticorpos monoclonais
HLA-DR FITC/CD14 PE/CD45 PerCP/CD33APC
CD16 FITC/CD11b PE/CD45 PerCP/CD13APC
CD13FITC/CD34 PE/CD45 PerCP/CD117APC

CD10FITC/CD19 PE/CD45 PerCP/CD34APC

CD7FITC/CD56 PE/CD45 PerCP/CD34APC

A especificidade e a fonte de todos 0s reagentes estao descritos em
detalhe na tabela 9.

Imediatamente ap6s a incubacdo, as amostras foram adquiridas no
citdbmetro fluxo FACS Calibur™ (Becton Dickinson - BD Biosciences), pelo
programa CellQuest (BD Biosciences). O controle de qualidade, a calibragdo com
0 programa FacsCompT'\’I (BD) e a compensacéo foram realizados diariamente.
Foram adquiridas pelo menos 100.000 células nucleadas de cada amostra. A
andlise dos dados foi realizada no programa Infinicyt (EuroFlow).
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Tabela 9: Anticorpos monoclonais usados

Anticorpos . .
monoclonais Fluorocromos Clones Origem Fabricantes

CD7 FITC M-T701 Pharmingen San Diego, CA
CD10 FITC LT10 Exbio Czech Republic
CD13 FITC WM-47 Dako Glostrup, Denmark
CD13 APC WM15 Pharmingen San Diego, CA
CD14 PE RMO52 Beckman Coulter Marseille, France
CD16 FITC 3G8 Pharmingen San Diego, CA
CD19 PE HIB19 Pharmingen San Diego, CA
CD33 APC WM53 Pharmingen San Diego, CA
CD34 PE 8G12 Becton Dickinson San Jose, CA
CD34 APC 8G12 Becton Dickinson San Jose, CA
CD45 PerCP 2D1 Becton Dickinson San Jose, CA
CD56 PE MEM-188 Caltag Burlingame,CA
CD117 APC YB5.B8 Pharmingen San Diego, CA
HLA-DR FITC AB3 Dako Glostrup, Denmark

Andlise Imunofenotipica
A andlise de séries mielomonociticas foi realizada como descrito

anteriormente (27) de acordo com a ELN (30). Resumidamente, as popula¢des
que compdem a medula 6ssea foram identificadas no “dot plot” CD45/SSC
baseando-se na intensidade do marcador pan-leucocitario CD45 (figura 1).

O padrao de maturacao dos neutréfilos foi analisado pela expressao de
CD13, CD16, CD11b, CD33 e HLA-DR (figura 2). A dispersao lateral (SSC) da
populacdo granulocitica e as expressdes de antigenos foram consideradas
anormais se estivessem acima ou abaixo dos valores de referéncia obtidos para
0S casos normais.

Os mondécitos foram analisados pela expressao de HLA-DR, CD64 e
CD14 (figura 3). A combinacdo CD16/CD11b/CD45/CD13 foi usada para
quantificar os monécitos CD16™.
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A expressao aberrante de CD34, CD7, CD56 e CD19 foi investigada em
cada populacao considerando pelo menos 10% de co-expressao.

Células CD34" foram separadas no dot plot SSC/CD34 (24, 27) e suas
co-expressbes de CD19, CD10, CD13, CD117, CD7 e CD56 foram avaliadas
(figura 4 e 5). Os precursores de células-B (CD347/CD19"/CD10") foram
quantificados com a percentagem total de células nucleadas (figura 6).

Todas as caracteristicas imunofenotipicas foram comparadas com os
valores encontrados na MO normal. Computamos o0 numero total de
anormalidades na série granulécitica e monocitica, bem como aqueles das células

CD34". Assim somamos todas as alteragdes imunofenotipicas encontradas.

1024

B GRANULOCITOS

B MONOCITOS

B ERITROBLASTOS
REGIAO DE BLASTOS

B LINFOCITOS

768

512

104

100 101 1
CD45 PerCP ->

Figura 1: Separacado das populagdes. Os granulécitos (vermelho) sdo CD45 positivos e
possuem o SSC alto. Os mondcitos (verde) tém expressao forte de CD45 e SSC intermediario. Os
eritroblastos (azul) sdo CD45 negativos e tém SSC baixo. A regido de blastos (amarelo) é
identificada por uma expressdo intermediaria de CD45 e um SSC intermediario a baixo. Os

linfécitos (violeta) caracterizam-se pela expressao forte de CD45 e pelo SSC baixo.
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Figura 2: Deteccdo de anormalidades na matura¢cdo de granuldcitos pela combinagéo
CD16/CD11b/CD45/CD13: temos uma MO normal, a esquerda, e um caso de CRDM & direita.
A populagcado de granulécitos foi selecionada no plot SSC/CD45 (A). Os quatro estagios de
diferenciagdo séo distinguiveis com base na expressao de CD11b, CD16 e CD13 (B-D: laranja:
promieldcitos; verdes: mielécitos; roxo: metamieldcitos e azuis: neutréfilos maduros). A maturacao
granulocitica apresenta uma diminuicdo da granularidade anormal demonstrada por um SSC baixo
no caso de CRDM (A). Assim como um aumento da populacdo com o fendtipo
CD11b°"°/CD13"*°/CD16™ (promieldcitos) com um intervalo de maturacdo entre eles e os
mielocitos. Além da alta expressao de CD13 em miel6citos e metamieldcitos (C e D)
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Figura 3. Estratégia de deteccdo de anormalidades em monécitos na combinagao
CD16/CD11b/CD45/CD13. Esquerda: MO normal. Direita: um caso de CRDM (monbcitos =

2,4%). Aquisicao continua anormal de CD16 em mondcitos maduros (B).
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Figura 4: Subpopulagbes CD34" em casos normais, reacionais (trombocitopenia
idiopatica) e SMD (CRDM) analisadas na combinagcdo CD13/CD34/CD45/CD117.
Vermelho: células CD34°/CD117/CD13" que representam os precursores imaturos e precursores
de células B. Ciano: células CD34*/CD117/CD13" caracterizam os precursores mieldides imaturos.
Verde: células CD34°/CD117°/CD13, os mieloblastos precoce e pro-eritroblastos imaturos.
Amarelo: células CD347/CD117"/CD13", os mieloblastos. Violeta: células CD13*/CD34/CD117",
promielécitos. Azul: células CD34/CD117/CD13, proeritroblastos. Os padrdes de maturagio
podem ser analisados na combinagcdo CD34/CD117 (A), combinagcdo CD13/CD117 (B) e uma
combinagédo de CD13/CD34 (C). Os mieloblastos (amarelos) estdao aumentados nas SMD.
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Figura 5: Estratégia de andlise das co-expressdes anémalas de CD7 e CD56 em células
CD34".
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Figura 6: Caracterizagcdo de hematogonias em casos normais, reacionais
(trombocitopenia idiopatica) e SMD (CRDM).
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Padronizacao dos valores normais de referéncia

Com as amostras da MO normal obtidas de 41 doadores de transplante
de medula éssea alogénico, padronizamos um perfil imunofenotipico normal em
nosso laboratério. A andlise de séries mielomonociticas e das células CD34" foi
realizada conforme descrito anteriormente.

Das variaveis categéricas observamos a frequéncia das alteracdes e
das variaveis continuas utilizamos os valores médios obtidos * 2 desvios-padrao
para estabelecer os valores de referéncia, exceto para IMF de SSC das linhas de
células mielomonociticas e para as células precursoras B por ndo apresentarem

distribuicdo normal, logo foram utilizados os percentil 5% e 95%.

FCSS

Em 2003, o grupo de Seatle propds um sistema de pontuagédo por
citometria de fluxo (FCSS) (37) com o objetivo de condensar as multiplas
anormalidades imunofenotipicas. As pontuagdes foram calculadas de acordo com
os tipos de alteracbes na maturacdo das células mieloides e nos mondécitos,
contagem de blastos por citometria de fluxo e grau de deficiéncia da mielopoiese
com base na relacdo de células linféides e mieloides. Peso adicional foi dado as
amostras que apresentaram marcadores de linhagem cruzada ou pela presenga
de assincronismo de maturacdo como observado pela presenca de CD34 nas
células mielomonociticas. Os detalhes deste FCSS estdo na tabela 10.

A pontuacédo total do FCSS é composta pela soma de todas as
alteracées observadas para cada paciente e refletem o nivel de alteracdes
imunofenotipicas. Estas foram agrupadas nas seguintes categorias: 0-1 ponto
normal/ leve; 2-3 pontos moderada e 4-9 pontos severa.
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Tabela 10: Definicdo do FCSS (37)

Pontos Definicao de anormalidades mieloides Definicao de anormalidades monociticas
Distribuicao apropriada do CD45/SSC Distribui¢céo apropriada do CD45/SSC
Heterogeneidade de CD11b", HLA-DR- CD11b", heterogeneidade de HLA-DR

0 Relagdo normal de CD13 e CD16 Co-expressdo CD13/CD11b
CD33* Co-expressdo CD33/CD14
CD19/CD5/CD34/CD56/CD7 CD19/CD5/CD34/CD56/CD7
Presenga de uma das seguintes alteragdes: Presenca de uma das seguintes alteragoes:
Granularidade anormal Granularidade anormal
Diminuicdo anormal da expressao de CD45 Expressao anormal de CD11b ou HLA-DR
Presenga de HLA-DR ou auséncia de CD11b Perda de CD13 ou CD16
1 Relacédo anormal entre CD13/CD16/CD11b Presenca de CD56 (>50%)
Presenga de CD56 na subpopulacdo de | Faltade CD33 ou CD14
células mieloides (>20%)
Falta de expressdo de CD33(pode ser uma
variante normal)
Desvio a esquerda assincrono
2-3 das alteragbes acima ou 2-3 das alteragdes acima ou
Presenga de CD34 nas células miel6ides ou Presenga de CD34 nas células monociticas
2 Presenca de antigenos linféides nas células | ou
mieloides Presenca de antigenos linféides nas células
monociticas (exceto CD4)
4 ou mais alteragbes acima ou 4 ou mais alteragbes acima ou
3 1 ou mais alteragbes mais a presenga de | 1 ou mais alteragbes mais a presenga de
CD34 ou antigenos linfoide expressos nas | CD34 ou antigenos linfoide expressos nas
células mieloides células monociticas

Pontos A

Adicionais Definicao

1 ponto Aumento da relagao linfoide-mieldide (> 1) ou porcentagem de células progenitoras mieloides

adicional menor do que 5% mas claramente anormal

2 pontos Aumento da porcentagem de células progenitoras mieloides anormal (5%-10%)

adicionais

3 pontos Aumento da porcentagem de células progenitoras mieloides anormal (11%-20%)

adicionais

4 pontos Aumento da porcentagem de células progenitoras mieloides anormal (>20%)

adicionais

Sistema de Pontuacao por citometria de fluxo modificado (FCSS-R)

No FCSS-R mantivemos as mesmas variaveis descritas no FCSS (37)

para anormalidades na maturacdo mieléide, mas acrescentamos as variaveis

quantitativas de monécitos ("% de mondcitos” e "% CD16 + mondcitos") para a

linhagem monocitica (14, 24, 27). Além disso, incluimos anormalidades qualitativas

e quantitativas de células CD34" (tabela 11): adotamos a severidade da
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anormalidade em relacdo ao normal com base nos valores de desvios padrao
obtidos nos controles normais, tal como utilizado por Matarraz et al (40).

A presenca de porcentagens anormais de células CD34" e células
CD347/CD117*/CD13" foi definida sobre os desvios numéricos maiores do que a
média * 2 desvios-padrao (DP) dos valores obtidos na MO normal (40). A
pontuacao de 0 (zero) foi dada quando o valor obtido ficou dentro da média + 2
SD, a pontuagédo de 1 para valores entre a média + 2 DP e a média £ 3 DP, a
pontuacdo de 2 para valores entre a média + 3 DP e a média + 4 DP, e a
pontuacao de 3 sobre valores maiores do que a média = 4 DP.

Nossa pontuacéo foi calculada com base nos tipos de alteracées da
maturacdo mieloide e monocitica, anormalidades das células CD34*. Peso
adicional foi dado a co-expressao aberrante ou deficiéncia de antigeno nas células
CD34".

Com a soma dos pontos obtidos, cada paciente foi fenotipicamente
classificado como: normal / leve (0 até 2 pontos), moderada (3 ou 4 pontos) ou
severa (5 ou mais pontos).

O FCSS e FCSS-R foram aplicados a todos os casos; nas SMD, bem
como para os casos de citopenias reacionais. Nos casos de SMD, também
correlacionamos ambas as pontuagcdées com a porcentagem de blastos na

citologia, classificacdo OMS, categorizacées WPSS e IPSS-R.
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Tabela 11: Definicdo do sistema de pontuacéao por citometria fluxo modificado (FCSS-R)

Pontos Definicao de anormalidades mieloides Definicdo de anormalidades monociticas | Definicdo de anormalidades de células CD34"
Distribuicao apropriada do CD45/SSC Distribui¢éo apropriada do CD45/SSC Distribuicdo apropriada:
Heterogeneidade de CD11b", HLA-DR- CD11b", heterogeneidade de HLA-DR % de células no gate de blastos
0 Relagdo normal de CD13 e CD16 Co-expressdo CD13/CD11b % de células CD34"
CD33* Co-expressdo CD33/CD14 % de células CD34*/CD117*/CD13*
CD19/CD5/CD34/CD56/CD7 CD19/CD5/CD34/CD56/CD7 %de células CD34*/CD19*
Presenca de uma das seguintes alteragoes: Presenga de uma das seguintes alteragdes: | Presen¢a de uma das seguintes alteracoes:
Granularidade anormal (SSC<423) Granularidade anormal (SSC<166)
Diminuigdo anormal da expressdo de CD45 | Expresso anormal de CD11b ou HLA-DR | Diminuigdo das células CD34*/CD19" (<0,05)
(IMF45<138) Perda de CD13
Presencga de HLA-DR ou auséncia de CD11b Presenca de CD56 (>50%) (média+2DP>x< Média+3DP)
1 Relacédo anormal entre CD13/CD16/CD11b Falta de CD33 ou CD14
Presenca de CD56 na subpopulacdo de | Aumento da % de mondcitos e/ou | Aumento das células CD34" (1,60>x<1,98)
células mielbides (>20%) aumento da % de mondcitos CD16"
Falta de expressdao de CD33(pode ser uma Aumento das células CD34*/CD117*/CD13"*
variante normal) (0,62>x<0,77)
Desvio a esquerda assincrono
2-3 das alteragbes acima ou 2-3 das alteragbes acima ou 2-3 das alteracoes acima ou
Presenga de CD34 nas células mieldides ou Presenga de CD34 nas células monociticas
Presenca de antigenos linféides nas células | ou (média+3DP>x< média+4DP)
2 mieloides Presenca de antigenos linfoides nas células | Aumento das células % CD34" (1,98>x<2,35)
monociticas (exceto CD4) e/ou
Aumento das células %CD34*/CD117*/CD13"
(0,77>x<x0,92)
4 ou mais alteragbes acima ou 4 ou mais alteragbes acima ou (x>média+4DP)
3 1 ou mais alteragbes mais a presenca de | 1 ou mais alteragdes mais a presenca de | Aumento das células % CD34" (x>2,35) e/ou

CD34 ou antigenos linfoide expressos nas
células mieloides

CD34 ou antigenos linfoide expressos nas
células monociticas

Aumento das células %CD34*/CD117*/CD13*
(x>0,92)

Atribuir 1 ponto adicional para cada expressao anormal ou deficiéncia de antigeno nas células CD34".
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Analise Estatistica

Para todas as varidaveis obtidas no estudo realizamos a anadlise
descritiva. A diferengca entre os grupos para todas as variaveis estudadas foi
avaliada por andlise de variancia (ANOVA). A distribuicdo normal das variaveis do
grupo controle foi examinada pelo teste Kolmogorov-Smirnov test. Para
comparacao entre as variaveis categoricas utilizamos o teste qui-quadrado. As
correlagbes entre as variaveis foram estudadas pelo teste de Spearman. A area
sob a curva de ROC foi utilizada para avaliar a sensibilidade e especificidade, este
teste foi aplicado considerando todos 0s grupos, e considerando todos 0s casos
de SMD e citopenias reacionais. Os valores foram considerados significativos

quando p <0,05. O programa SPSS 17 foi utilizado.
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Resultados




5. RESULTADOS

Caracteristicas Clinicas das SMD
Foram incluidos 56 casos com diagndstico confirmado de SMD.

Tabela 12: Caracteristicas clinicas e hematoldgicas das SMD.

N2 de pacientes 56

Sexo (masc/fem.), n? (%) de pacientes 35/21 (62.5/37.5)
Idade, mediana (anos) (min-max) 69 (15-84)
Blastos medulares, mediana (%) (min-max) 1,5 (0,5-18,0)
Hemoglobina ( g/dl), mediana g/dl (min-max) 8,7 (5,5-13,5)
Plaquetas (x10%L), mediana g/dl (min-max) 82,5 (5-588)
Neutréfilos (x10%L), mediana g/dl (min-max) 1,3 (0,05-5,7)

Classificacao OMS, n2 (%) de pacientes

AR 7 (12,5)
CRDM 25 (44,6)
CRDM-AS 11 (19,6)
AREB-1 6 (10,7)
AREB-2 7 (12,5)
Risco Citogenético*, n? (%) de pacientes

Muito Bom 2 (3,6)
Bom 39 (69,6)
Intermediario 5(8,9)
Ruim 0
Muito Ruim 5 (8,9)
Sem mitose 5(8,9)
Risco IPSS-R*, n2 (%) de pacientes

Muito Baixo 5(9,8)
Baixo 17 (33,3)
Intermediario 16 (31,4)
Alto 10 (19,6)
Muito Alto 3(5,9)
WPSS*, n2 (%) de pacientes

Muito Baixo 3(5,9)
Baixo 12 (23,5)
Intermediario 22 (43,1)
Alto 12 (23,5)
Muito Alto 2(3,9)

* 5 casos sem analise do cariétipo
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A maioria dos casos foi de CRDM (tabela 12). Em 5 casos nao houve
mitose para realizagdo do cariétipo. Como os grupos dos pacientes de acordo com
o IPSS-R eram pequenos, agrupamos 0s casos com <5% blastos medulares
(baixo risco) e SMD com> 5% de blastos medulares (alto risco) para analise. A
maior parte dos casos foi de baixo risco baixo e risco intermediario em todas as
pontuacdes clinicas analisadas e tinha blastos medulares <5%.

Caracteristicas Clinicas dos casos com citopenias reacionais

Foram incluidos 33 casos com citopenia periférica reacionais e 41
controles de MO normal.

Os casos de citopenias reacionais incluidos (tabela 13) foram
diagnosticados com anemias carenciais (n = 11), citopenias induzidas por drogas
(n = 6), anemia aplastica (n = 3), purpura trombocitopénica idiopatica (n = 4),
doencas auto-imunes (n = 3), disfuncao da tiréide (n = 3), e leucopenia associada
a infeccao (n = 3).

Tabela 13: Caracteristicas hematol6gicas das citopenias reacionais.

N¢ de pacientes 33

Sexo (masc./fem.), n? (%) de pacientes 14/19 (41/59)
Idade, mediana (anos) (min-max) 60 (14 - 86)
Hemoglobina ( g/dl), mediana g/dl (min-max) 11,9 (7 - 15,9)
Plaquetas (x10%L), mediana g/dl (min-max) 93 (1 - 487)
Neutréfilos (x10%/L), mediana g/dl (min-max) 1,4 (0,08 - 10)

Analise por citometria de Fluxo

Os valores normais foram estabelecidos por meio da analise de 41
amostras de medula 6ssea de doadores normais de transplante de medula 6ssea
alogénico com idade média de 32 anos (15 - 69); sendo que 25 foram homens e
16 mulheres (tabela 14).
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Tabela 14: Padronizagéo do perfil imunofenotipico normal.

Variaveis Média DP Referéncia

Série Granulocitica

SSC IMF* 522 75 396-658
CD45 IMF* 308 157 127-643
Série Monocitica

SSC IMF* 253 43,44 195-325
% mondcitos 2,2 0,69 0,8-3,6
% mondcitos CD16* 0,2 0,14 <0,48
Células no gate de blastos

% Células no gate de blastos 1,17 0,46 <2,09
% Células CD34 0,85 0,37 <1.59
% Células precursoras B* 0,18 0,14 >0,05
% CD347/CD13"/CD117* 0,32 0,15 <0,62
% CD34*/CD7* 0,03 0,027 <0,08
% CD34'/CD56" 0,02 0,013 <0,05

*Para estas variaveis utilizamos percentil 5-95 como referéncia

A frequéncia das alteragbes imunofenotipicas na série granulocitica das
citopenias reacionais estdo demonstradas na tabela 15. Nao houve nenhuma
anormalidade no SSC de granulécitos. Desvio a esquerda, com assincronismo de
expressao dos antigenos, foi encontrado em 7 casos. Em dois casos, a expressao
anormal de CD13 ou CD16 foi observada na maturacao de granulécitos.

Houve um caso de doenga autoimune que apresentou expressao
andmala de CD34 na maturagdo dos granuldcitos, sem qualquer outra
anormalidade, e em outro caso de hepatite C que houve expressdo de CD7 nos

granuldcitos.
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Tabela 15: Frequéncia das alteragbes

encontradas nas citopenias reacionais e nas SMD.

imunofenotipicas

na série granulocitica

Citopenias SMD SMD
Alteracoes Reacionais <5% blastos  >5% blastos p?
(n=33) (n=43) (n=13)

Série Granulocitica

Granularidade anormal 0/33 (0%) 24/43 (56%) 5/13 (39%) 0,001
Diminuicdo anormal da expressdo CD45 3/33 (9%) 9/43 (21%) 1/13 (8%) 0,245
Padrao anormal no CD13/CD16 2/33 (6%) 23/43 (53%) 8/13 (61%) 0,001
Padrio anormal no CD33/HLA-DR 7/33 (21%) 26/43 (60%) 9/13 (69%) 0,001
Expressao de CD56 0/33 (0%) 9/43 (21%) 1113 (8%) 0,049
Expressao aberrante de CD34 1/33 (3%) 7/43 (16%) 3/13 (23%) 0,09
Expressao aberrante de CD7 1/33(3%) 2/43 (5%) 1/13 (8%) 0,776
Expressao aberrante de CD19 0/33 (0%) 4/43 (9%) 0/13 (0%) 0,101
Desvio a esquerda com assincronismo 7/33 (21%) 11/43 (26%) 6/13 (46%) 0,227
Total de alteracdes 1(0-2) 2(1-5) 3(1-5) <0,0001°

a- Teste qui-quadrado
b- ANOVA

A frequéncia das alteragdes imunofenotipicas na série monocitica das
citopenias reacionais estdo demonstradas na tabela 16. Em 11 casos (33%), o
aumento da porcentagem de mondcitos foi encontrado, mas nao houve diferenca
significativa entre os trés grupos analisados. Houve expressdo de CD56 nos
mondcitos em dois casos, enquanto o CD7 e o CD19 foram expressos em um dos
casos. Em relagdo aos mondécitos CD16*, houve um aumento em 8 casos de

citopenias reacionais. (tabela 17).
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Tabela 16: Frequéncia das alteragdes imunofenotipicas na série monocitica encontradas
nas citopenias reacionais e nas SMD.

Citopenias SMD SMD
Alteracoes Reacionais <5% blastos  >5% blastos p?
(n=33) (n=43) (n=13)

Série Monocitica

Granularidade anormal 7/33 (21%) 12/43 (28%) 0/13 (0%) 0,036*
Aumento da % Mondcitos 11/33 (33%) 27/43 (63%) 9/13 (69%) 0,051~
Aumento da % Monécitos CD16* 8/33 (24%) 19/43 (44%) 8/13 (62%) 0,355
Padrao anormal no CD33/HLA-DR 5/33 (15%) 21/43 (49%) 2/13 (15%) <0,0001
Expressdo de CD56 2/33 (6%) 14/43 (33%) 3/13 (23%) 0,045
Expressao aberrante de CD34 1/33 (3%) 17/43 (40%) 6/13 (46%) <0,0001
Expressao aberrante de CD7 1/33 (3%) 9/43 (21%) 5/13 (39%) 0,008
Expressao aberrante de CD19 1/33 (3%) 5/43 (12%) 2/13 (15%) 0,278
Total de alteracdes 1(0-3) 3 (0-6) 3 (1-6) <0,0001°

a- Teste qui-quadrado
b- ANOVA
*o resultado foi diferente quando comparamos SMD<5% blastos e citopenias reacionais

A respeito das subpopulacdes de células CD34", a porcentagem do
total de células CD34" apresentou aumento em apenas um caso de doenca
autoimune e 4 casos apresentaram aumento ndo expressivo das células
CD347/CD117*/CD13" (tabela 17). O CD56 foi expresso em dois casos (0,06% e
0,09% das células). Precursores de células B estavam abaixo do valor normal em
13 casos (39%). Todas essas alteracdes resultaram no aumento do numero total
de anormalidades.
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Tabela 17: Frequéncia das alteragdes imunofenotipicas nas células CD34" encontradas
nas citopenias reacionais e nas SMD.

Citopenias SMD SMD
Alteracoes Reacionais <5% blastos  >5% blastos p?
(n=33) (n=43) (n=13)
Células no gate de blastos
Aumento da % CD34" 1/33 (3%) 11/43 (26%) 10/13 (77%) <0,0001

Diminuigdo das % células precursoras B 13/33 (39%) 32/43 (75%) 12/13 (92%) 0,001

Aumento da % CD34*/CD13"/CD117* 4/33 (12%) 18/43 (42%) 9/13 (69%) 0,001
Expressao anormal de CD7 0/33 (0%) 9/43 (21%) 8/13 (62%) <0,0001~
Expressado anormal de CD56 2/33 (6%) 15/43 (35%) 9/13 (69%) <0.0001
Total de alteracoes 1 (0-2) 2 (0-5) 4 (1-5) <0,0001°

a- Teste qui-quadrado
b- ANOVA
*o resultado foi diferente quando comparamos SMD<5% blastos e citopenias reacionais

As alterac6es nas SMD estdo também apresentadas nas tabelas 15 a
18. Todas as variaveis estudadas, com excecao de IMF de CD45 em granuldcitos
e numero e SSC de mondcitos apresentaram valores significativamente diferentes
entre as SMD e os casos de citopenias reacionais. Nestes ndo encontramos
células CD34%/CD7", mas nas SMD de baixo risco, e principalmente nas de alto

risco esta co-expressao anormal foi encontrada (tabela 17).

Considerando que os pacientes com citopenias reacionais e aqueles
com SMD tinham idades comparaveis, os ultimos tiveram significativamente
menos precursores de células B. (0,05 (0-0,33) e 0 (0-0,18); p=0,001,
respectivamente).

Todos os casos de SMD apresentaram no minimo trés alteracdes
imunofenotipicas enquanto as citopenias reacionais apresentaram no maximo

cinco alteracdes (tabela 18).
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Tabela 18: Comparagdes dos dados imunofenotipicos entre as citopenias reacionais e as

SMD.
Citopenias SMD SMD
Alteracéoes Reacionais <5% blastos >5% blastos p?
(n=33) (n=43) (n=13)

Série Granulocitica
SSC IMF 534 (340-628) 394 (236-619) 462 (319-648) <0,0001
CD45 IMF 265 (107-683) 216 (34-770) 270 (89-551) ns
Série Monocitica
SSC IMF 237 (149-390) 233 (66-399) 203 (184-322) ns
% mondcitos 3,0 (0,7-8,8) 3,7 (0,2-18,7) 3,3 (0,1-21,1) 0,01*
% CD16+ mondcitos 0,3 (0,1-3,4) 0,4 (0-10,5) 0,9 (0,05-4) 0,003*
Células no gate de blastos
% blastos MO 0,7 (0,5-.4,0) 1,0 (0,5-5,0) 12 (7,7-18,0) <0,0001*
% células no gate de blastos 0,8 (0,3-2,3) 1,9 (0,05-7,6) 4,7 (0,6-32,1) <0,0001
% Células CD34" 0,6 (0,02-2,21) 1,0 (0,02-5,1) 3,6 (0,2-28,6) <0,0001
% Precursores de células B * 0,05 (0-0,7) 0,0 (0-0,7) 0,0 (0-0,1) <0,0001
% CD34%/CD13*/CD117* 0,3 (0,01-0,8) 0,5 (0,01-4,2) 1,4 (0-24,1) 0,001
% CD34"/CD7* 0,05 (0-0,09) 0,04 (0-0,7) 0,13 (0,04-26,4) <0,0001*
% CD34"/CD56" 0,01 (0-0,09) 0,03 (0-1,9) 0,13 (0,02-27,1)  <0,0001
Total de alteragoes b
immunofenotipicas 2 (0-5) 7 (3-13) 9 (6-16) <0,0001
Pontuacio FCSS 1 (0-4) 5 (2-7) 6 (2-11) <0,0001°
Pontuacao FCSS-R 2 (0-4) 7 (4-11) 9 (5-11) <0,0001°

2 ANOVA

*o resultado foi diferente quando comparamos SMD<5% blastos e citopenias reacionais
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FCSS-R x FCSS

Ambas as pontuacbes, bem como o numero total de alteragdes
imunofenotipicas, permitiram discriminar SMD de citopenias reacionais. No
entanto, de acordo com a area sob a curva ROC, o FCSS-R apresentou estimativa
de acurécia diagnéstica com maior sensibilidade (94,6%) para a discriminacao
entre 0 SMD e citopenias reacionais do que as outras variaveis, para um “cutt-off’
definido com especificidade de 100% (tabela 19). Nos histogramas notamos que
no FCSS-R praticamente ndo ha sobreposicdo entre as categorias “reacionais” e

“clonal” (figura 7).

Tabela 19: Area sob a curva ROC para discriminar as citopenias reacionais e das SMD.

Variaveis Area p Valores Sensibilidade Especificidade

de corte (%) (%)

Pontuagdo FCSS-R 0,997  <0.001 4.5 94,6 100

Pontuacio FCSS 0,972  <0.001 4.5 53,6 100
Total de alteracoes

¢ 0,991  <0.001 5.5 85,7 100

imunofenotipicas

Algumas citopenias reacionais apresentaram anormalidades
imunofenotipicas moderadas (49%) pelo FCSS-R (tabela 20). No entanto, nenhum
dos casos teve mais de 4 pontos. Em contraste, a maioria dos casos de SMD
(95%) apresentou um numero de anormalidades imunofenotipicas graves e
apenas trés casos (5%) apresentaram um numero moderado. Nenhum caso de
SMD foi classificado como normal. Porém, a pontuacdo no FCSS-R das SMD
aumentou das SMD de baixo risco (<5% blastos) para SMD de alto risco (p
0,001) (tabela 18).
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Figura 7: Distribuicao dos casos de acordo com ambas as pontuacgdes. A e B: FCSS-R. C
e D: FCSS. O FCSS-R foi capaz de discriminar melhor os grupos.
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De acordo com FCCS, todas as amostras de MO normal foram
classificados como normal, assim como a maioria das citopenias reacionais (61%).
As SMD foram distribuidas nas categorias moderada (20%) e grave (80%) (tabela
20). Nao houve diferenga entre as pontuagdes de SMD de baixo risco e de alto
risco (tabela 18).

Resultados
58




Tabela 20: Distribuicdo das categorias de risco imunofenotipico pelo FCSS-R e
FCSS entre os grupos estudados.

Controle Citopenias reacionais SMD
(n=41) (n=33) (n=56)

FCSS-R
Normal/Leve (0-2 pontos) 41 (100%) 17 (51%)
Moderado (3-4 pontos) - 16 (49%) 3 (5%)
Severa (= 5 pontos) - - 53 (95%)
FCSS
Normal/Leve (0-1 ponto) 40 (98%) 20 (61%)
Moderate (2 or 3 pontos) 1 (2%) 9 (27%) 11 (20%)
Severa (>3 pontos) - 4 (12%) 45 (80%)

Nas SMD, a pontuacdao FCSS-R apresentou uma correlacao positiva
com as caracteristicas clinicas da doenga, como aumento dos blastos medulares
na citologia (r=0,45; p <0,0001), grupo de risco IPSS-R (r=0,49; p<0,0001), WPSS
(r=0,32; p=0,02), novo risco citogenético (r=0,35; p=0,01), % de células CD34"
(r=0,72; p <0,0001), % de células CD34*/CD117*/CD13* (r=0,67; p<0,0001) e
expressées anémalas de CD7 (r=0,37; p =0,004) e CD56 (r=0,56; p <0,0001) nas
células CD34".

A pontuagdo mais alta do FCSS mostrou associacao apenas com o
aumento do total de células CD34* (r = 0,32, p = 0,01), % células
CD34'/CD117*/CD13" (r = 0,29, p = 0,02) e com a diminuicdo do nivel de
hemoglobina (r = -0,26; p = 0,04).
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6. DISCUSSAO

Nas SMD, varias anormalidades imunofenotipicas ja foram descritas
tais como a diminuicio do SSC (hipogranularidade) nos precursores
granulociticos, assincronismos de expressao de antigenos ao longo da maturacao
mielbide, expressao aberrante de antigenos de linhagem diferente, assim como
anormalidades quantitativas e qualitativas nas células CD34", além da diminuigao
de precursores de células B (12, 14, 23-26, 28, 30, 33-38, 41). Contudo nenhuma
destas é especifica de SMD.

De acordo com as recomendacdes OMS 2008 (2, 4), o achado de trés
ou mais anormalidades imunofenotipicas é considerado provavel de SMD. Assim,
a presencga de anormalidades imunofenotipicas € um método auxiliar util para o
diagndéstico de SMD, principalmente em casos com baixa porcentagem de blastos
medulares e cariétipo normal (6).

O conhecimento da expressdao normal de antigenos das células
hematopoéticas é essencial para avaliar as anormalidade e definir imunofenétipos
associados a leucemia (LAIPs) (36, 61). Em individuos normais, a maturagéo dos
precursores da MO é rigidamente controlada o que leva a padrdes previsiveis de
expressao de antigenos em diferentes estagios da maturacao celular (12, 36, 62).
Células neoplésicas sdo caracterizadas pelo desvio deste padrdo normal. E
aconselhavel que cada laboratério de rotina estabeleca os valores normais de
referéncia para cada painel de anticorpos monoclonais utilizado.

Em nossos estudos anteriores (24, 27, 46), nés demonstramos a
utilidade de um painel resumido de anticorpos monoclonais em quatro cores para
analisar a linhagem mielomonocitica e os subtipos de células CD34" e este foi
adequado para confirmar o diagnéstico de SMD. Dentre as anormalidades
imunofenotipicas detectadas, as referentes as células CD34" foram as mais
importantes para predizer uma menor sobrevida dos pacientes.

Nas citopenias reacionais pudemos observar em alguns casos
expressao anormal de CD45, desvio a esquerda assincrono, aumento de células
CD34" e até diminuicdo de hematogbnias, porém nunca encontramos
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hipogranularide, bloqueio de maturacdo e LAIPs. Isto estd de acordo com o
principio de que nestes casos nado houve ruptura do controle genético da
diferenciacao celular das linhagens analisadas. Em relacdo as SMD, o FCSS-R
contemplou melhor as anormalidades nas células CD34".

Para ilustrar a importancia da quantificagdo das células CD347/CD13",
recentemente (46) demonstramos nas SMD, trés grupos nao sobrepostos de
pacientes com sobrevida diferente. Estes grupos separaram principalmente
pacientes com baixo nimero de células SSC™/CD34*/CD13* e uma baixa
porcentagem de blastos medulares, enfatizando novamente a importancia de
considerar anormalidades sutis nos progenitores hematopoéticos para avaliacao
da agressividade do clone anormal.

A fim de melhorar a sensibilidade e a especificidade do nosso painel
diagnodstico, nés substituimos a combinagédo de andlise de células dendriticas e
basdfilos e incluimos a combinagdo CD7/CD56/CD45/CD34 para avaliar as LAIPs.

A identificacdo de anormalidades no compartimento eritréide € util, mas
nao € exigido pelo ELN (30). Em um estudo anterior de nosso grupo (14),
demonstramos que a combinacao CD71/CD235a foi capaz de detectar varios tipos
de anormalidades. Mas a andlise destas células é baseada em poucos
marcadores. Além disso, a técnica lisa e lava afeta a quantificacdo dos
eritroblastos (30). Assim, decidimos focar nosso painel atual na série
mielomonocitica e nas células CD34", como varios outros grupos de estudo tém
feito.

Neste presente trabalho, nosso objetivo foi examinar se as variaveis
detectadas pelo nosso painel seriam capazes de discriminar entre citopenias
periféricas reacionais e SMD, especialmente em casos com poucos blastos e
cariétipo normal. N6s também avaliamos se com a inclusdo de variaveis
imunofenotipicas prognosticas ao FCSS (25, 37) seria possivel aumentar a
sensibilidade e a especificidade deste sistema.

Em relagcdo as variaveis analisadas, nossos casos de citopenias
reacionais nao apresentaram diminuicdo do SSC ou bloqueio de maturacao dos
granuldcitos. Desvio a esquerda foi evidenciado em 7 casos e dois casos
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apresentaram expressao anormal de CD13. Estes achados estdo de acordo com o
fato de que a ruptura do padrédo normal é indicativa de uma doenca clonal. Estas
alteracées ocorrem em todos os tipos de SMD e nao tem impacto prognéstico
como caracteristicas isoladas.

Alguns casos de citopenias reacionais apresentaram monocitose e
aumento de mondcitos ativados CD16", além de um ligeiro aumento de células
CD34" com a co-expressdo de CD7 ou CD56. Isso pode ser um problema técnico,
mas esses pacientes devem ser acompanhados para detectar uma possivel
evolugao para SMD.

De maneira semelhante, notamos que 39% dos casos com citopenias
reacionais apresentaram uma diminuicdo do numero de células precursoras B.
Esta diminuigdo € reconhecida como um marcador de SMD. Entretanto, o numero
de hematogbnias diminui com o aumento da idade. Tendo em vista que os
pacientes com citopenias reacionais e os de SMD eram de faixas etarias
semelhantes, esta diminuicao pode ser indicativa de uma desordem clonal em
instalacao. Por isto, estes pacientes deveriam ser seguidos com hemograma para
melhor esclarecimento do caso. A baixa concentragdo ou auséncia de células
precursoras B esta descrita em desordens hematolégicas como as SMD e a
células T. (13, 23, 24, 29, 33, 34, 38, 63, 64). Assim, esta inibicdo poderia ocorrer
também em casos reacionais onde houvesse um processo inflamatério medular.
Esta questao precisaria ser esclarecida num estudo especifico das células imunes
na medula. Mas, neste caso, a diminuicdo de hematog6nias na medula nao seria
tao especifica de SMD, como alguns autores tém preconizado (33, 34, 47).

No entanto, as principais caracteristicas imunofenotipicas que
distinguiram as SMD de baixo risco das citopenias reacionais foram: o aumento de
células CD34", especialmente na presenca de quantidades normais de blastos na
medula éssea pela citologia, aumento das células CD347/CD117*/CD13",
diminuicdo das células precursoras B e co-expressao aberrante nas células CD34"
(CD7, CD56 ou diminuicdo de CD13). A presenca da expressao anémala de CD7

7

nas células CD34* é comum nas SMD de alto risco e pode esta relacionada com a
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progressao para leucemia aguda. (48, 65). O total de alteragdes imunofenotipicas
também foi significativamente maior nas desordens clonais.

Nossos resultados mostram que a porcentagem de células
CD34"/CD117*/CD13" € maior nas SMD de alto risco do que nas SMD de baixo
risco e esta porcentagem apresentou correlagdo com o IPSS-R. Anormalidades na
expressao de CD117 e CD34 sao frequentes nas SMD principalmente nas de alto
risco (41) e alguns estudos demonstram o valor prognéstico destas anormalidades
e a expressao anormal de CD117 estad associada com a progressao para leucemia
aguda (27, 41, 45). Nés sugerimos que o fenétipo CD347/CD117*/CD13" pode ser
um potencial marcador para a progressao da doenca nas SMD.

Contudo, quando nenhuma anormalidade € encontrada nas células
CD34", algumas alteracdoes imunofenotipicas de maturacdo mielomonocitica sao
importantes para distinguir citopenia reacional de SMD de baixo risco, como a
hipogranularidade dos granulécitos, caracteristicas displasicas identificadas pela
relacdo anormal entre os antigenos, assincronismo, bloqueio de maturacédo e
expressao aberrante de antigenos.

Recentemente, varios grupos elaboraram sistema de pontuagdo por
citometria de fluxo para o diagnéstico de SMD. (14, 33-35, 38, 40, 42, 45, 48).
Wells et al (37) descreveram um FCSS baseado nos tipos de anormalidades
mielomonociticas e niUmero de células CD34". A pontuagédo = 3 apresentou uma
especificidade de 100% com sensibilidade de 55%. Além disso, nos pacientes
submetidos ao transplante, as altas pontuacées do FCSS correlacionaram com a
evolucao desfavoravel pacientes apoés transplante. Este grupo também
demonstrou a utilidade deste FCSS para o diagnéstico diferencial e valor
prognaostico (25).

Ogata et al (33) propuseram uma pontuacdo (FCM score) para o
diagndstico diferencial entre citopenias reacionais e SMD de baixo risco, baseado
nas anormalidades imunofenotipicas de células CD34*, apresentando
sensibilidade de 58% e especificidade de 100%. Xu et al (48) demonstraram a
aplicabilidade de um sistema de pontuagdo progressiva (FCM) baseado na
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expressdo de CD19, CD38, CD117, e CD7 nas células CD34" que apresentaram
63.3% de sensibilidade e especificidade de 100%.

Matarraz et al (40) desenvolveram uma pontuagdo baseada em 83
variaveis de compartimentos de maturacdo em varias linhagens celulares e nas
células progenitoras. Eles demonstraram que o numero, o tipo e o grau de desvio
dos valores normais refletem a extensao do dano genético no clone maligno.

O grupo europeu LeukemiaNet, em um estudo multicéntrico, (47)
descreveram uma pontuacao (FCM score) com 69% de sensibilidade e 92% de
especificidade, para diagnostico de SMD, baseado em quatro parametros
reproduziveis: numero de mieloblastos CD34" e de células precursoras-B;
expressao aberrante de CD45 e reducao dos valores de SSC nos granulécitos.

No presente estudo foi examinada a utilidade diagndstica da incluséo
de alteragdes quantitativas de mondcitos e da adicdo de pontos as anormalidades
especificas de células CD34" ao FCSS de Wells et al (37), tendo como referéncia
0 padrao das MO normais. Assim o FCSS-R apresentou maior sensibilidade (95%;
com especificidade de 100%) do que outros sistemas de pontuagcdo descritos,
provavelmente pela juncdo de anormalidades especificas de células CD34" as
anormalidades de maturacao mielomonociticas. Todavia, este estudo deveria ser
validado com mais casos. Além disso, a avaliacdo do impacto do FCSS-R na
sobrevida global dos pacientes precisa ser estudada.

Expressdes anémalas de células CD34" (LAIPs) sédo frequentemente
encontras em SMD (30%-45%), principalmente nos casos de alto risco (29, 66). A
presenca destas anormalidades esta associada com a progressao para leucemia
aguda. Além disso, varios estudos demonstraram que as anormalidades
fenotipicas quantitativas e qualitativas nos blastos medulares apresenta uma boa
relacdo coma sobrevida dos pacientes (24, 25, 27, 40, 45, 46, 48).

Nés utilizamos um simples painel de quatro cores que nos permitiu
distinguir citopenias reacionais de SMD atravées da analise de vérias
anormalidades imunofenotipicas na série mielomonocitica e nas células CD34",
utiizando como referéncia o padrdo normal de expressdo. Assim, noés
desenvolvemos um sistema de pontuagdo modificado (FCSS-R) baseado nas
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recomendacgdes da padronizacdo ELN (30) e no FCSS publicado por Wells et al
(37).

Aplicamos o FCSS-R e o FCSS em todos os casos e notamos que
ambas as pontuagdes discriminaram SMD de citopenias reacionais. Entretanto, o
FCSS-R é mais especifico e sensivel. No FCSS-R, nenhum caso de SMD foi
classificado como normal e houve apenas 3 casos com pontuacdo moderada. A
maioria dos casos de SMD foi classificada como severa.

De acordo com o FCSS-R, as SMD mostraram relacdo entre as
pontuagbes mais altas do FCSS-R e outras caracteristicas relevantes da
desordem como o0 aumento de blastos medulares, com as categorias de risco do
IPSS, IPSS-R, WPSS, novo risco citogenético, assim como com o aumento de
células CD34", de células CD34*/CD117*/CD13" e da expressao anébmala de CD7
e CD56 nas células CD34".

Por outro lado, um numero alto de pontos no FCSS teve associacao
com o aumento de células CD34*, células CD347/CD117*/CD13*, com a
diminuicdo da hemoglobina. Além disso, Wells et al (37) demonstraram correlagéo
entre a pontuacdo FCSS e o IPSS, e Chu et al (25) evidenciaram uma associagéo
entre a pontuacdo FCSS com os subgrupos OMS, IPSS, WPSS e dependéncia
transfusional. Provavelmente a diferenca entre os estudos é devido ao niumero de
pacientes analisados.

O FCSS-R apresentou em nosso estudo uma maior sensibilidade do
gue o FCSS devido a maior pontuacdo dada as anormalidades de células CD34",
que sao mais especificas, além de serem importantes fatores de risco
independente nas SMD. (14, 23, 27, 29, 46). Apdés um seguimento maior dos
nossos pacientes realizaremos estudos de sobrevida.
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7. CONCLUSOES

e As variaveis detectadas pelo nosso painel diagndstico sdo capazes
de discriminar entre citopenias periféricas reacionais e SMD, especialmente em
casos com poucos blastos e cariotipo normal.

¢ A inclusdo de valores quantitativos de expressao anormal nas células
CD34+ e nos mondcitos no FCSS-R melhora o painel para o diagnéstico de SMD
e mostra uma excelente sensibilidade e especificidade para auxiliar o diagnostico
diferencial principalmente nas SMD de baixo risco. O FCSS-R é f4cil de realizar no
laboratério de diagnéstico e a maior pontuacao pode ser um marcador progndstico
atil nas SMD.
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9. ANEXOS

Anexo 1

QUESTIONARIO - Data da Coleta: _ / /

Nome do Voluntario:

HC:

Idade:

Origem étnica:

Data de nascimento:
Sexo: : [J Feminino [ Masculino

[J Caucasiano [J Afro descendente [] Asiatico  Obs.:

Confirmar ou ndo se os exames abaixo foram realizados para excluir as doencas que

1 SIM NAO

1 SIM NAO
1 SIM NAO

7 SIM 0 NAO

1 SIM 1 NAO

1 SIM 1 NAO

7 SIM 7 NAO

7 SIM 0 NAO

simulam SMD
Avaliagao das caréncias vitaminicas: dosagens de ferro sérico,
transferrina e ferritina, acido félico e vitamina B12.
Avaliacdo da fungao da tiredide: dosagens de T4L e TSH.
Avaliagao da funcao renal: uréia, creatinina e clearance da creatinina.
Avaliagéo da funcdo hepatica: transaminase, bilirrubinas, eletroforese de
proteinas séricas e do tempo de protrombina.
Avaliagao das doencas auto-imunes: células LE, fator anti-nucleo, fator
reumatoide, fator anti-DNA, Coombs direto e indireto.
Avaliacdo das doencas infecciosas: sorologias para toxoplasmose,
mononucleose infecciosa, hepatite B e C, citomegalovirus e HIV.
Investigacao das doengas neoplasicas: raio-X tdrax e ultrasonografia
abdominal.
Investigacado da hemoglobindria paroxistica noturna: teste de Ham e da

sacarose.
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Anexo 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto: Imunofenotipagem nas Sindromes Mielodisplasicas: seu valor para

seguimento dos casos e relevancia prognéstica.

Responsaveis pelo projeto: SUIELLEN CARVALHO REIS ALVES

Profa. Dra. IRENE LORAND-METZE
Eu, , idade: _ |, Data de
Nascimento: , RG: , HC: , Residente a Rua/Av.:

, Telefone:

Concordo em participar do presente estudo, apos estar absolutamente esclarecido (a) dos
propositos do mesmao.
Responsavel pelo sujeito de pesquisa: ,

Idade: , RG: , Grau de Parentesco: ,
Residente a Rua/Av. ,
Telefone:

Trata-se de um estudo que pretende descrever as alteracées de maturacéo da
linhagem monocitica nas Sindromes Mielodisplasicas (SMD); sera realizado com
voluntarios diagnosticados com SMD.

Deveremos coletar aproximadamente 2 ml de aspirado de medula para a
analise imunofenotipica com a finalidade de comprovar alguma alteragdo na maturacao
da linhagem monocitica.

Eventualmente, o senhor(a) sera reconvocado a comparecer ao hospital, para
nova coleta de material, com a finalidade de confirmar os resultados do exame
imunofenotipico.

Os riscos a que o voluntdrio estara sujeito ao participar do estudo sao
equimose (mancha roxa) e/ou dor no local da aspiragdo medular. Este estudo nao
oferecera ao voluntario outros riscos importantes.

O beneficio esperado na sua participacao seria a sua contribuicdo para melhor

entendimento desta doencga e consequientemente um diagndstico mais eficaz.
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Outras informacoes:

Havera reembolso de gastos com transporte, em conseqiéncia de
convocacgao para comparecimento ao hospital, exclusivamente para a pesquisa.

O voluntério estara livre para desistir do estudo a qualquer tempo, mesmo que
inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

O voluntario podera tirar todas as davidas que tiver, ou que aparegam durante
o estudo, sobre o0 mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondé-las.

O material colhido neste estudo sera utilizado somente para os objetivos
propostos e gostariamos de saber se o senhor (a) concorda que este material possa ser
armazenado.

Caso seja realizado um outro estudo com este material, o senhor (a) sera
devidamente informado e questionado se concorda na participagdo de um outro estudo.
Este novo estudo devera ser novamente submetido a apreciacdo do CEP.

Todas as informacdes obtidas pelo estudo terdo um carater sigiloso e
confidencial e serdo usadas apenas com a finalidade de divulgagdo e publicagao
cientifica, e sua identidade sera sempre preservada.

A sua discordancia em participar do estudo nao lhe acarretara nenhum
prejuizo em qualquer outro tratamento ou procedimento que possa necessitar futuramente
em qualquer servico de nosso hospital.

Qualquer tipo de queixa ou reclamacao relacionada a esta pesquisa o senhor
(a) podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-
UNICAMP, Fone: (19) 3521.8936.

Campinas / /
Assinatura do Voluntario
Suiellen Carvalho Reis Alves Profa. Dra. Irene Lorand-Metze
Aluna de pés-graduagao Orientadora
Telefone: (19) 3521-8671 Telefone: (19) 3521-8740
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Anexo 3

projeto - CAAE - 0627.0.146.000-09

Titulo do Projeto de Pesquisa

IMUNOFENOTIPAGEM NAS SIMDROMES MIELODISPLASICAS: SEU VALOR PARA O SEGUIMENTO DOS CASOS E RELEVANCIA PROGMNOSTICA.

Situacao Data Inicial no CEP  Data Final no CEP Data Inicial na CONEP Data Final na CONEP

Aprovado no CEP 03/09/2009 10:12:05  15/10/2009 10:22:54

Descrigdo Data Documento M? do Doc Origem

2 - Recebimento de Protocolo pelo CEP (Check-List) 03/05/2009 10:12:05  Folha de Rosto 0627.0,146,000-09 CEP

1 - Envio da Folha de Rosto pela Internet 27/08/2005 16:04:51  Folha de Rosto FR2Z86715 Pesquisador

3 - Protocola Pendente no CEP 23/09/2008 09:17:17  Folha de Rosto 200/2009 CEP

4 - Protocolo Aprovado no CEP 15/10/2009 10:22:54 Folha de Rosto 200,/2009 CEP
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Anexo 4

Submission
Confirmation

Thank you for submitting your manuscript to Cytometry: Part 8 - Clinical Cytometry.

Manuscript 100 14-011

A MODIFIED FLOW CYTOMETRIC SCORE SYSTEM IMPROVES THE
Title: DIFFERENTIAL DIAGNOSIS BETWEEM MDS AND MOM-CLOMAL PERIPHERAL
CYTOFENIAS

Reiz-Alves, Suiellen
Traina, Fabiola
Saad, Sara
Lorand-Metze, Irene

Authors:

Date Submitted: 17-Feb-2014

[8) Print  [9)] Return to Dashboard
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Anexo 5
Apoio Financeiro
v" FAPESP proc. 04/08882-3
CNPg/INCTS proc. 2008-57895/1
FAEPEX proc. 1208/11
Prémio MDS Foundation (Tito Bastianello Young Investigator- 2009)
Bolsa de pesquisa CNPq (Dra Irene Lorand Metze) proc. 302277/2009-9

<N X
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Anexo 6

‘Aﬁp\:ls@oundaﬂon

the myelodysplastic syndromes foundation, inc.

BOARD OF DIRECTORS

John M. Bennett, MD
University of Rochester
Rochester, New York, USA

David T. Bowen, MD
The Leeds Teaching Hospitals
Leeds General Infirmary

leeds, United Kingdom Suiellen Carvalho Reis-Alves
Mario Cazzola, MD State University of Campinas
University of Pavia Campinas

School of Medicine Brazil

Pavia, ltaly

Theo J.M. de Witte, MD, PhD Dear Suiellen:

University Medical Center

Nij St. Radboud . . -

Nngzz TheoNe,izdmds On behalf of the MDS Foundation, its Board of Directors, and Mrs. Francesca
Bastianello, sponsor of the Tito Bastianello Young Investigator Awards we

opr s, e congratulate you on the exemplary research that led to your being chosen as a

Fred Hutchinson Cancer Research Center

University of Washington recipient of this prestigious award.

Seattle Cancer Care Alliance

Seattle, Washington, USA You have received or will receive the amount of 4,000€ for furthering your MDS

Pierre Fenaux, MD research. These funds have been deposited into the account that you provided to us.
Hopital Avicenne, University Paris 13 This award can be used to defray your expenses for travel to the 10" International
Bobigny, France Symposium and the remainder is your honorarium.

Peter L. Greenberg, MD

Stanford University We congratulate you on receiving this award and look forward to updates on your

School of Medicine
Stanford, California, USA

Terry Hamblin, DM, FRCP, FRC Path Sincerely,
Southampton University

Buurneinouili, Uniied Kingdom - ——

Eva Hellstrom-Lindberg, MD, PhD Cé 7 ’ )

Karolinska Insfitute af /
Huddinge University Hospital

Stockholm, Sweden Kathy Heptinstall

progress.

Kathy Heptinstall, BSN, RN
Operating Director
The MDS Foundation, Inc.

Alan F, List, MD
University of South Florida
Tampa, Florida, USA

Ghulam J. Mufti, MD
King's College Hospital
London, United Kingdom

Operating Director

Charlotte M. Niemeyer, MD
University Children’s Hospital
Freiburg, Germany

Stephen D. Nimer, MD
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
New York, New York, USA

Robert J. Weinberg, Esq.
Pepper Hamilton LLP
Philadelphia, Pennsylvania, USA

Member Emeritus
Franz Schmalzl, MD
Innsbruck, Austria

MDS Headquarters: EU Office:

36 Front Street, PO Box 353 The Rayne Institute
Crosswicks, NJ 08515 Denmark Hill Campus

Within the US: 1-800-MDS-0839 123 Coldharbour Lane
Outside the US: 609-298-6746 London SE5 9NU, UK

Fax: 609-298-0590 Tel/Fax: +44 20 7733 7558
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Anexo 7

FCSS-R para SMD

Nome:

HC:

Leu: Hb: Plaqg: %Bl: Necito:

A. Anormalidades Mieldides

B. Anormalidades Monociticas

Diminuigdo SCC — IMF < 423

Diminuigao SCC — IMF <166

Diminuicdo da expressdo de CD45 (IMF<
138)

Expressédo anormal de HLA-DR

Presenca de HLA-DR na subpopulagio
(>10%)

Expresséao anormal de CD11b

Falta de expressao de CD33

Perda de CD13

Falta ou deficiéncia de CD11b e/ou CD15

Falta de CD33 ou CD14

Relagao anormal entre CD13 e CD16

Falta de CD14

Expressdo de CD56 na subpopulagdo
(>20%)

Presenga de CD56 na subpopulagéo (>50%)

Assincronismo de maturagdo desvio a

esquerda

Aumento da % de mondcitos(>3,6%) e/ ou
aumento da % mondcitos CD16%(<0,48%)

Presenca de CD34 na  subpopulagdo
(>10%)

Presenca de CD34 na subpopulagao (>10%)

Presenga de antigenos linféides na

subpopulagao (exceto CD4) (>10%)

Presenca de antigenos linféides na
subpopulacéo (>10%)

Pontos Monécitos =

Pontos Granuldcitos =

C. Anormalidades de células CD34"

Aumento das células CD34" (>1,60%)

Aumento da células CD34*/CD13*/CD117" (>0,62%)

Diminuigao das células CD34*/CD19" (<0,05%)

Pontos células CD34*=

D. Pontos adicionais

Presenca de expressdes anémalas: CD7( >0,09%)

Presenga de expressdes anémalas: CD56 (>0,05%)

Presenca de outras expressdes andmalas ou deficiéncia de antigenos nas células CD34*

Pontos Adicionais =

Total de pontos =

Categorias FCSS: _

A-normal/leve (0 or 2 pontos); B-moderado (3 - 5 pontos); C-severa ( mais de 5 pontos)
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