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RESUMO

A analise multiparamétrica por citometria de fluxo ¢ 1til para o diagndstico diferencial
de Sindromes Mielodispléasicas (SMD) nos casos com poucos elementos displasicos na
medula 6ssea (MO) e caridtipo normal. Varios estudos tém relatado hipogranularidade dos
granuldcitos, anormalidades no padrio de expressdo de antigenos, alteragdes nas
quantidades e expressdes andmalas nas células CD34", assim como uma diminui¢io das
células precursoras-B, além do aumento dos mondcitos. No entanto, ndo ha um consenso
sobre qual o melhor painel a ser aplicado, pois, os painéis geralmente utilizados incluem
um grande nimero de anticorpos monoclonais (AcMo).

Neste estudo, a utilidade de um painel racionalizado (10 AcMo) foi avaliada, em
combinagdes de quatro cores, na rotina laboratorial, permitindo o estudo de diversos
parametros para o diagndstico de SMD, podendo sugerir fatores prognosticos.

Foi examinado MO de pacientes com diagndstico recente de SMD. O diagndstico foi
baseado na contagem de sangue periférico, citologia de medula éssea e caridtipo. O critério
OMS foi utilizado. Foram analisados: dispersdo lateral da luz (side scatter —SSC) e padrao
de maturacdo dos granulécitos e dos mondcitos, além dos subtipos presentes na populacao
de células CD34", sendo estas caracteristicas comparadas com a MO normal. As
combinacoes de AcMo utilizadas foram: HLA-DR/CD14/CD45/CD33;
CD16/CD34/CD45/CD13; CD19/CD34/CD45/CD117 e HLA-DR/CD123/CD45/CD33. No
minimo 50.000 eventos/caso foram adquiridos.

Este estudo incluiu 24 casos de MO normal e 54 casos de SMD com idade mediana de
62 anos (23-93). Os tipos OMS foram 2 casos de AR, 2 SMD del 5q, 25 CRDM, 8§
CRDMSA, 7 AREB-I, 10 AREB-II. Os casos foram grupados em SMD com <5% de
blastos (baixo risco) e SMD >5% de blastos (alto risco) para analise e comparados com MO
normal.

Foram detectadas 16 alteracdes: 4 nos precursores granulociticos, 4 nos mondcitos, 6 na
populagdo de blastos como o aumento das células CD34", mieloblastos e células imaturas
nao definidas, diminui¢do dos precursores de células B, e 2 nas popula¢des minoritarias. O
total de nimero de alteragdes em casos com < 5% de blastos na MO foram de 6 (2-15) e

nas SMD de alto risco 8(4-12). O aumento do niimero de alteragdes foi proporcional a
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porcentagem de blastos na citologia (r= 0.38; p= 0.001), porcentagem de células CD34
(r= 0.40; p< 0.001), células CD34"/CD13" (r= 0.61; p< 0.0001), e com as células imaturas
ndo linféides CD347/CD13" e CD34'/CD117 (1= 0.30 p=0.02 e r=0.55 p=0.0003,
respectivamente). Os precursores de células-B (r=-0.39; p= 0.001) e a hemoglobina (r= -
0.30; p= 0.001) diminuiram de acordo com a extensdo do numero de altera¢des. Houve
correlagdo entre o numero de alteracdes com o tipo OMS (r= 0.38; p=0.002) e o IPSS
(r=0.27 p=0.02).

Mesmo com o uso de um painel restrito de 10 AcMo, concluiu-se que este painel foi
suficiente para fazer o diagndstico em 91% dos casos, ¢ permitiu detectar caracteristicas

associadas com a agressividade dos casos.
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ABSTRACT

Flow cytometric analysis is useful for the diagnosis of myelodysplastic syndromes
(MDS) in cases of few dysplastic elements in bone marrow (BM) and a normal karyotype.
Several studies have reported decreased side scatter (SSC) in the granulocytic gate,
abnormalities in the maturation pattern antigens, number and abnormal co-expressions in
CD34+ cells besides decreased of B-cell precursors and increased of monocytes. There is
no uniformly accepted panel for these analyses that usually comprise a large number of
monoclonal antibodies (MoAbs). We examined the utility of a small panel of MoAbs in
four-color combinations, used routinely in our laboratory that allows the evaluation of
several parameters for the diagnosis of MDS and may suggest prognostic factors.

Bone marrow aspiration was performed in the diagnostic routine. The diagnosis was
based on peripheral blood counts, BM morphology and karyotype. The WHO criteria were
used. We examined: SSC and maturation pattern of granulocytes and monocytes; subsets
present in the CD34+ population. These features were compared to the values found in
normal BM. Combinations of MoAbs:HLA-DR/CD14/CD45/CD33;
CD16/CD34/CD45/CD13; CD19/CD34/CD45/CD117; HLA-DR/CD123/CD45/CD33. At
least 50 000 events/case were acquired. Data were acquired in a FACS Calibur™ flow
cytometer and the Paint-A-Gate software was used for data analysis.

Normal BMs: 24 cases; MDS 54 cases. Median age: 62 years (23-93). WHO types: 2
RA, 2 MDS del 5q, 25 RCMD, 8§ RCMD-RS, 7 RAEB-I, 10 RAEB-II. We could detect 16
alterations: 4 in granulocytic precursors, 4 in monocytes, increase in CD34" cells,
myeloblasts and not defined immature cells, decrease in B-cell precursors, changes in
precursor lymphoid dendritic cells and basophilic precursors. The total number of changes
in cases with <5% BM blasts was 6 (2-15) and in RAEB 8 (4-12). The number of
alterations had a positive correlation with the WHO type, IPSS, %blasts (cytology) (r=0.38;
p=0.001), %CD34" cells (r=0.40; p=0.001), CD34"/CD13" cells (r=0.61; p<0.0001), but
also non-lymphoid immature cells (CD34"/CD13" r=0.30; p=0.02 ¢ CD34"/CD117 r=0.55;
p=0.0003). The B-precursors cells and hemoglobin decreased with the increase of number

alterations (r=-0.39; p=0.001 and r=-0.30; p=0.01 respectively). We conclude that our
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panel, although small, was sufficient to make the diagnosis of MDS in 91% of our cases,

and permitted to detect features associated with aggressive cases.
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1. INTRODUCAO

As Sindromes Mielodisplasicas (SMD) sdo distarbios clonais hematoldgicos
caracterizados por diminuigdo periférica dos elementos celulares, atipia dos progenitores,
implicando em uma evolugdo para insuficiéncia medular € uma tendéncia a transformagao
leucémica. ' As citopenias sdo causadas por uma resposta inadequada dos progenitores da
medula 6ssea aos fatores de crescimento, apoptose excessiva dos elementos imaturos e
hematopoiese ineficiente. >

As SMD ocorrem predominantemente em pacientes idosos." A incidéncia desta
doenca aumentou durante a ultima década, sobretudo em individuos com idade média de
65-70 anos, devido ao aumento populacional deste grupo.” Nos paises da Europa e nos
Estados Unidos a idade mediana dos pacientes ¢ de cerca de 70 anos. Em um estudo com
150 pacientes com diagndstico confirmado de SMD, realizado pelo grupo de Campinas-SP,
foi observada idade mediana de 58 anos, semelhante ao que ocorre no Japao (60 anos),
Coréia (57 anos), China (80 anos) e Turquia (44 anos).'

A anemia nesta faixa etaria ¢ um achado clinico comum e freqiiente, contudo pode
apresentar varias causas. O ambiente medular que sofre alteragdes proprias do
envelhecimento favorece o surgimento de clones anormais e conseqlientemente o
desenvolvimento de mielodisplasias.’

As SMD apresentam alteragdes na diferenciacdo dos progenitores de uma ou mais
linhagens. Tais danos estdo freqiientemente relacionados com a incapacidade dos
progenitores neopldsicos de se diferenciar em células sanguineas maduras e com a
supressao dos progenitores residuais normais pelo clone neoplasico. O acimulo de defeitos
na célula tronco impede a hematopoiese normal. Depois dos danos iniciais, sejam por
toxinas ou mutagdes a células progenitoras, varias alteragdes adicionais favorecem sua
vantagem proliferativa. > 1>’

A presenca de qualquer defeito no microambiente medular pode prejudicar a
capacidade de manter a hematopoiese em pacientes com SMD. Ha evidéncias de que
citocinas inibitorias tenham participagdo na fisiopatologia da hematopoiese ineficaz.

Postula-se que as células do clone anormal interagem com as células do estroma medular e

células imunes, levando a producdo exacerbada de TNFa, TGFp, IL1B, causando
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inflamacao da medula 6ssea. Com esta elevada produgdo de citocinas ha prejuizos fatais as

células normais e o clone anormal se prolifera. >~

Classificacdo

A classificacdo inicial das SMD foi realizada pelo grupo French- American- British
(FAB) que propuseram critérios diagndsticos para seu reconhecimento. ’ A classificacio 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 refratdria com sideroblastos em anel (ARSA), leucemia
mielomonocitica cronica (LMMC), anemia refrataria com excesso de blastos (AREB) e
anemia refrataria com excesso de blasto em transformacdao (AREB-T) (quadro 1). Estas
duas tltimas desordens sdo consideradas de alto risco e tem maior probabilidade de evoluir
para leucemia mieléide aguda.”™®

Quadro 1: Classificacdo FAB

Tipo Sangue Periférico Medula 6ssea
Anemia refrataria (AR) Blastos <1% Blastos <5%
Anemia refrataria com sideroblasto Blastos < 1% Blastos <5%
em anel (ARSA) Sideroblasto em anel > 15%
Anemia refrataria com excesso de  Blastos < 5% Blastos > 5% e < 20%
blastos (AREB)
Leucemia mielomonocitica crénica Blastos < 5% Blastos < 20%
(LMMC) Mondcitos > 1000/mm’
Anemia refrataria com excesso de  Blastos > 5% Blastos entre > 20% e < 30% ou
blasto em transformagdo (AREB-T) com bastonete de Auer

Em 1997, sob o conselho da Organizagdo Mundial de Satde (OMS), um grupo de
morfologistas e clinicos propds uma nova classificagdo das SMD, que correlaciona os
dados da citogenética aos parametros clinicos, morfolégicos e citoquimicos utilizados na

classificacdo FAB.?
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Em 2001, a OMS propds uma nova classificacdio das SMD, com modificagdes

significativas nos diversos subgrupos FAB'*®. Nesta classificacdo ¢ reconhecida a

importancia da displasia multilinhagem nos grupos de baixo risco (<5% de blastos) com

duas novas categorias; citopenia refratdria com displasia multilinhagem (CRDM) e a

citopenia refrataria com displasia multilinhagem com sideroblasto em anel (CRDM-SA)."*"

9

Quadro 2: Classificagado OMS 2001

Tipo

Sangue Periférico

Medula Ossea

Anemia refrataria (AR)

Anemia refrataria com

sideroblasto em anel (ARSA)

Citopenia refrataria com
displasias multilinhagem

(CRDM)

Citopenia refrataria com
displasia multilinhagem e
sideroblasto em anel

(CRDMSA)

Anemia refrataria com excesso
de blastos — 1 (AREB-1)
Anemia refrataria com excesso
de blastos — 2 (AREB-2)
Sindrome mielodisplasicas
inclassificavel

Sindrome 5g-

Anemias, blastos <1%

Anemias,

Auséncias de blastos

Bi ou pancitopenia, blastos <1%

Bi ou pancitopenia, blastos <1%

Bi ou pancitopenia, blastos <5%

Bi ou pancitopenia, blastos <5%
- 19%, Monbcitos < 1000/mm’
Neutropenia, ou plaquetopenia,
blastos raros ou ausentes
Anemia, plaquetas normais ou

elevadas < 1% blastos

Displasia apenas na linhagem
eritroblastica, <5% de blastos
Displasia apenas na linhagem
eritroblastica, <5% de blastos,
>15% de sideroblastos em anel
Displasias em >10% das células
de duas ou mais linhagens, <5%
de blastos

Displasias em >10% das células
de duas ou mais linhagens, <5%
de blastos e > 15% de
sideroblastos em anel

Displasia uni ou multilinhagem
5%-9% de blastos

Displasia uni ou multilinhagem
10%-19% de blastos

Displasia unilinhagem, blastos
<5%
Megacariocitos em nameros
normal e elevado com nucleos

unilobulados, blastos <5%, 5q-

As categorias AR e ARSA foram restritas as displasias eritroides com menos de

10% de displasia nas linhagens mieldéides ou megacariociticas. A modificagio mais
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impactante e controversa proposta pela OMS foi a diminuicdo do limite do nimero de
blastos para o diagnostico de LMA (de 30% para 20%), desaparecendo assim a categoria
AREB-T. A AREB foi dividida em dois grupos: AREB-1, com blastos 5%-9%, ¢ AREB-2
com blastos entre 10%-19% *’(quadro 2).

Esta classificagdo reconhece a importancia da citogenética por adicionar a sindrome
do 5g- como um grupo separado de bom progndstico com baixo risco de transformagdo
leucémica e caracteristicas clinicas bem definidas *°. A citometria de fluxo pode ajudar a
identificar pacientes 5g- com alteragdes imunofenotipicas adicionais.'®

A categoria de SMD inclassificavel também ¢ adicionada nesta nova classificacao.
A LMMC foi incorporada em uma nova categoria: doencas
mieloproliferativas/mielodisplasicas, e retirada da classificagio de SMD."’

Em 2008, os critérios diagndsticos da OMS foram revisados e publicados, com
algumas modificagdes na classificagdo das SMD. As citopenias refratarias com displasia de
unica linhagem (CRDU) foram incluidas na classificagdo e contemplam esta categoria as
AR, neutropenias refratarias (NR) e as trombocitopenias refratarias (TR). Os casos de NR e
TR eram previamente agrupados como SMD inclassificavel.'""!

A fusdo da CRDM e CRDM-SA em uma unica categoria; a renomeacdo da
sindrome 5g- para SMD associada com del (5q) isolada e uma melhor padronizagdo para
defini¢ao das SMD inclassificaveis, bem como a criagdo de uma entidade provisoria de
citopenia refratéria na infincia, também estdo incluidas nas modificagdes feitas em 2008. '
1

Avancos importantes com esta nova classificacdo foram evidenciados com o
reconhecimento da necessidade de se padronizar o diagnostico e classificagdo das SMD.
Estabelecer requisitos minimos, critérios diagnosticos, critérios adicionais, como achados
de citometria de fluxo, citogenética e de marcadores moleculares, pode ser o meio para esta

10-11,14-15

padronizagdo (quadro 3).
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Quadro 3: Classificagdo OMS 2008

Tipo

Sangue Periférico

Medula 6ssea

Citopenia refrataria com
displasia de unica linhagem
(CRDU) : AR; NR e TR
Anemia refrataria com

sideroblasto em anel (ARSA)

Citopenia refrataria com
displasias multilinhagem

(CRDM)

Anemia refrataria com excesso

de blastos — 1 (AREB-1)

Anemia refrataria com excesso

de blastos — 2 (AREB-2)

SMD associado com del(5q)

isolada

Unicitopenia; bicitopenia,

blastos <1%

Anemias,

Auséncias de blastos

Bi ou pancitopenia,
blastos <1% sem bastonete de
Auer,

mondcitos < 1000 /mm?

Bi ou pancitopenia,

<5% blastos sem bastonete de
Auer,

monécitos < 1000 /mm’

Bi ou pancitopenia,

5%-19% blastos + bastonete de
Auer,

Monécitos < 1000/mm”
Anemia, plaquetas normais ou

elevadas < 1% blastos

Sindromes Mielodisplésicas inclassificaveis

e Naio 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,
>15% 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  Dblastos +
bastonete de Auer
Megacariécitos em numeros
normais e elevados com nucleos
hipolobulados, <5% blastos,
sem bastonete de Auer

5¢- isolado

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

Pancitopenia com displasia de uma tnica linhagem;

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

oOssea, inequivoca displasia em <10% de blastos e anormalidades citogenéticas inequivocas.
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Avaliagdo prognéstica nas SMD

As diferentes categorias OMS possuem caracteristicas prognésticas e curso clinico
que variam entre os pacientes com SMD. Enquanto alguns casos se transformam em
leucemia ou evoluem para Obito por complicacdes de faléncia medular, outros nao
apresentam maiores problemas clinicos, e o tempo de sobrevida é mais longo.'* "

Para estratificar os pacientes de acordo com suas caracteristicas bioldgicas e
clinicas, um sistema de escore baseado em pardmetros prognosticos tais como: percentagem
de blastos, cariotipo e numero de citopenias; foi introduzido por Greenberg e colaboradores
em 1997. Esse sistema conhecido como International Prognostic Scoring System (IPSS) ¢é
reconhecido como padrdo ouro para avaliagcdo de risco de pacientes com SMD de novo, e

12-13

amplamente utilizado para estratificar os pacientes. = ~(quadro 4)

Quadro 4: Classifica¢do IPSS das SMD'*"?

IPSS baseado em

Porcentagem de células blasticas na MO (% blastos) Escore IPSS
<5% 0,0
5%-10% 0,5
11%-20% 1,5
21%-30% 2,0

Caracteristicas Citogenéticas (cariotipo) Escore IPSS
Prognéstico favoravel (normal, -y, 5q-, 20g-, 12p-, +21, 11q-, 0,0

t(11)(q23), 2 anormalidades incluindo 5q-)

Prognostico intermediario (+1q, anormalidades 3q21/q26- , +8,

t(7q), +19, -21, -x) 0.5
Prognostico desfavoravel (anormal, 7q-, complexo > 3 1.0
anormalidades)
Citopenias Escore IPSS
Nenhuma ou 1 0,0
20u3 0,5

Introducdo
44



Escore IPSS Global e Sobrevida

Escore IPSS Global Sobrevida (anos)
Baixo (0) 5,7
Intermediario 1 (0,5 ou 1,0) 3,5
Intermediario 2 (1,5 ou 2,0) 1,2
Alto (= 2,5) 0,4

Critérios diagndsticos minimos

O diagnoéstico de SMD na maioria dos pacientes ¢ baseado nos critérios OMS.
Contudo, em muitos casos com citopenias pode ser dificil estabelecer ou excluir o
diagnostico de SMD. Esses casos incluem: pacientes sem anormalidades citogenéticas e
somente com citopenia suave, pacientes com cariotipo tipico e citopenias, mas com discreta
ou ausente displasia e pacientes com anemia macrocitica com dependéncia transfusional
sem anormalidades cariotipicas e sem diagnéstico de displasia.'*°

Em 2007'* foram propostos critérios minimos de diagnéstico suficientes para
atender a condi¢do de SMD como nas situagdes relatadas acima. Estes critérios minimos
sdo definidos pela introdugdo de dois pré-requisitos que obrigatoriamente devem ser
contemplados, trés critérios decisivos nos quais pelo menos um deve ser cumprido para
atender a condi¢do de SMD e varios critérios adicionais que podem auxiliar na defini¢ao
diagnéstica (quadro 5).

O diagnoéstico de SMD pode ser estabelecido quando ambos pré-requisitos e pelo
menos um critério decisivo sdo contemplados. Nos casos em que os critérios decisivos nao
sdo atendidos, mas, provavelmente, o paciente ¢ acometido por uma desordem mieldide
clonal, os critérios adicionais podem ser aplicados e podem auxiliar na defini¢do

: Logl 14
diagnostica.
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Quadro 5: Critérios diagnosticos minimos em SMD

(A) Critérios pré- requisitos

Constante citopenia em 1 ou mais linhagens: eritrdide, neutrofilica ou megacariocitica

Exclusdo de todas as outras desordens hematologicas e ndo hematologica com reagdes primarias

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: eritroide, neutrofilica ou megacariocitica, ou > 15% de sideroblasto em anel

5-19% de blastos no esfregaco de MO

Anormalidades cromossdmicas tipicas

(C) Critérios adicionais

Anormalidade fenotipica identificadas por citometria de fluxo.

Marcadores moleculares de uma populagdo monoclonal, perfil genético ou analise de uma

mutacdo pontual.

Acentuada e persistente redugdo de formagdo de coldnias de células de medula Ossea e/ou de

células progenitoras circulantes.

ICUS: Citopenia idiopdtica de significado indeterminado

Sao Situagdes em que o paciente apresenta citopenia constante (> 6 meses) em uma
ou mais linhagem mieldide, que nao atente os critérios decisivos de uma SMD e nao pode
ser explicado por qualquer outra desordem hematologica ou ndo-hematoldgica. Muitas
vezes o tipo de citopenia pode indicar uma potencial SMD ou uma pré-fase. Esses pacientes
devem ser cuidadosamente monitorados ¢ uma investigacao seqliencial ¢ recomendada para

confirmar ou excluir o diagnéstico de SMD.'*
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A citometria de fluxo ¢ proposta como uma ferramenta extremamente util no
aperfeicoamento diagndstico, pois permite refinar e/ou distinguir uma SMD precoce de
uma ICUS devido a sua habilidade de quantificar os blastos de forma precisa, analisar as
anormalidades desta populacdo blastica e distinguir anormalidades imunofenotipicas da

~ . ro: 14-1
maturagdo mielomonocitica.'* "¢

Citometria de Fluxo nas SMD

As andlises multiparamétricas por citometria de fluxo das células da medula 6ssea
foram introduzidas como um importante critério adicional. A probabilidade dos casos de
SMD pode aumentar com o numero de anormalidades encontradas pelos testes adicionais,
mas na auséncia de displasia morfologica ou nao havendo aumento de blastos o diagnostico
de SMD nio deve ser estabelecido.'*'®

Estas analises multiparamétricas sdo uma ferramenta util para auxiliar no
diagnostico das SMD nos casos com poucos elementos displasicos e caridtipo normal.
Estudos recentes revelam que a avaliagdo quantitativa e qualitativa dos multipardmetros
obtidos por citometria de fluxo como a maturacao das células mielo-monociticas e células
progenitoras CD34" sdo de grande importancia para o avanco no diagndstico e progndstico
das SMD.""**

Inicialmente a analise por citometria de fluxo nas SMD era restrita a caracterizagao
das células blasticas nas LMA secundarias a SMD. Entretanto, atualmente sabe-se que a
dispoiese mieloide e monocitica identificadas como anormalidades imunofenotipicas pela
citometria de fluxo, correlacionam com o IPSS, dependéncia de transfusdo e tempo de
progressdo da SMD, e com o resultado depois do transplante de células hematopoiéticas.'*
16

Estudos recentes indicam que a abordagem da andlise por citometria de fluxo ¢
reproduzivel e permite identificar alteracdes especificas tanto em compartimento maduro
como imaturo dentre as diferentes linhagens celulares hematopoiéticas na medula 6ssea.'*
16

Dados preliminares mostraram que a citometria de fluxo pdde contribuir para
identificar os pacientes com displasia unilinhagem, de acordo com a classificacio WHO,

(AR ou SMD-U) que apresentam alteracdes imunofenotipicas em multilinhagens. Isto pode
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ter um impacto numa melhor classificacdo das SMD, incluindo os critérios da citometria de
fluxo. Os casos de AR ou SMD-U com aberragdes imunofenotipicas em multi-linhagens,

. . ~ , . o~ . , . . 14-
seriam reclassificadas como CRDM ndo detectaveis por avaliagdes citologicas de rotina.

16

Um processo neoplasico ¢ marcado pela diferenca na expressdo de antigenos
quando comparado com a expressao normal. Nas SMD, expressoes anormais sao mais
observadas em células maduras.'*'%*

A sincronizagdo e a regulacdo da expressdo de antigenos sdo distorcidas em véarios
graus nas SMD, de modo que, a medida que a doenga se desenvolve ha uma progressiva e
concomitante perda da regulacdo da expressio dos antigenos.'*'%*

Portanto, ¢ improvéavel que uma Unica anormalidade de expressdo antigénica seja
evidéncia de displasia, uma vez que muitas desordens ndo clonais podem conter uma Unica
aberragdo antigénica. O acimulo de anormalidades e ndo uma anormalidade individual tem
sido relacionado com as SMD.'*'¢*?

O foco da citometria de fluxo nas SMD ¢é nos mieloblastos, na maturacdao das
células mieldides e monociticas. A investigacao das células eritroides e megacaridcitos por
citometria de fluxo nas SMD ¢ limitado, sendo necessario a realizacdo de mais estudos para
avaliar o valor diagndstico e o progndstico da anélise dessas células.'

Em geral, a citometria de fluxo pode contribuir no diagnéstico, prognostico e
monitoragdo das SMD pela:'*'°
v" Contagem correta de mieloblastos junto as bases do perfil antigénico;

v’ Identificagdo de mieloblastos anormais, tanto na medula com mais de 5% de
blastos, como na medula com menos que 5% de blastos;
v" Reconhecimento das mudangas displasicas imunofenotipicas na maturagdo de

células mieldides e monociticas;

v Quantificagio ou pontuagio de anormalidades para progndstico em estudos clinicos.

As diretrizes estabelecidas no consenso de 2006 ressaltam a complexidade das
analises nas medulas mielodisplasicas e enfatizam a necessidade de melhorar o sistema de

. ~ . ,q- . Lo - . . 14-
classificagdo que inclua os dados das analises multiparamétricas por citometria de fluxo.
16
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Anadlise multiparamétrica por citometria de fluxo

Pela analise multiparamétrica, muitos estudos t€ém descrito algumas alteracdes que
sdo consideradas especificas de SMD tais como perda parcial ou total de um antigeno em
pelo menos 10% das células de interesse; bloqueio no processo de maturagdo com
expressdo homogénea, assincronismo de maturacdo, expressdes aberrantes de antigenos e

233738 anormalidades quantitativas e qualitativas nas células CD34",

17,20-21,23,26,29-30

hipogranularidade
além da diminuicao das células precursoras B e do aumento de monocitos.

Virios tipos de fenotipos aberrantes foram detectados nos mieloblastos tais como a
expressdo aberrante de antigenos de linhagem cruzada e assincronismo de maturacdo, o que

-32.34-
230323433 " algumas delas foram

17,19,22-24

também ¢ encontrado em leucemia mieldide aguda (LMA)
associadas com a progressao da doenga ou com menor sobrevida

Estudos recentes demonstraram uma diminui¢do das células precursoras B nas
SMD?*?!'3%3% " Esta caracteristica tem sido proposta como um pardmetro facilmente
reproduzivel para diagnostico e Util para diagndstico diferencial entre SMD de baixo risco
com caridtipo normal e desordem néo clonal com presenca de citopenias periféricas® ™.

Entretanto, Ogata e colaboradores®’ e Matarraz e colaboradores®® demonstraram que
a reducdo destas células ndo ¢ suficiente para um diagndstico apropriado e que se faz
necessario a avaliacio das expressdes aberrantes nas células CD34", pois a seqiiéncia da
expressao de antigenos durante a maturagao ¢ freqiientemente desordenada nas SMD, o que
resulta em uma variedade de fendtipos aberrantes nas células CD34". Desarranjos similares
a estes estdo estabelecidos nas LMAs.

Recentemente Pirucello e colaboradores™, ressaltaram que a relativa propor¢io das
células CD34"CD117" entre todas as células CD117" é um importante marcador para a
progressao da doenca, indicando o bloqueio de maturacdo. Seu estudo mostrou
anormalidades no perfil de expressdo do CD34/CDI117 presentes em 50% da anemia
refrataria com sideroblastos em anel (ARSA), 63% das citopenias refratarias com displasia
de multilinhagens (CRDM) e 100% das anemias refratarias com excesso de blastos
(AREB). Demonstrando que estas anormalidades também estdo associadas com o aumento
do grau da doenca. Este estudo mostra a utilidade dessa avaliagdo na citometria de fluxo

para o diagnostico de SMD.
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Lorand-Metze e colaboradores'’ verificaram um aumento do componente
monocitico na medula dssea de pacientes com SMD, apresentando alteragdes na expressao
do CD16, CD13, CD11b e CD64, além do aumento da populagdo condizente as células
dendriticas®="’,

Wells e colaboradores'’ caracterizaram 115 MO de pacientes com SMD e de acordo
com o fenotipo e as caracteristicas de dispersao foi desenvolvido um sistema de pontuagao
das anormalidades detectadas por citometria de fluxo. Dos pacientes estudados 90 (78%)
tiveram anormalidades tanto no compartimento mieldide como no monocitico, ou em
ambos; isoladas ou combinadas com presenga de mieloblastos fenotipicamente anormais. A
anormalidade mais comum foi a presenca de mieloblastos fenotipicamente anormal (62%).
A mais freqliente altera¢do fenotipica na maturagdo de células mieldides e monociticas
foram a relacdo anormal entre CD13 e CD16 nas células mieldides (23%), assincronismo
de desvio a esquerda (23%), e presenca de CD56 na maturacdo de células mieldides (16%)
e monociticas (17%). Sessenta e nove pacientes (69%) tiveram mais de uma anormalidade.

A aplicagdo da citometria de fluxo nas SMD foi avaliada por van de Loosdrecht e
colaboradores * ¢ os resultados foram correlacionados com os padrdes atuais de
diagnoéstico e com os pardmetros de avaliagdo de risco. Em 49 pacientes diagnosticados
com SMD, de acordo com o critério OMS, foram observadas expressdes aberrantes de
antigenos em uma ou mais sub-populagoes.

O estudo de Stachurski e colaboradores *' demonstrou a utilidade da anélise por
citometria de fluxo com 4 cores na avaliacdo de rotina das SMD e SMD/ DMP em uma
série de 248 aspirados de MO de pacientes com citopenias inexplicaveis e/ ou monocitoses.
Este estudo focou as populagdes mielomonocitica da MO, e as separou em blastos, células
mieléide e células monociticas, mostrando que a andlise por citometria de fluxo
multiparamétrica no diagnostico de dispoiese mieldide ¢ altamente sensivel.

Estes estudos indicam que a andlise por citometria de fluxo pode contribuir
significativamente para o diagnostico e progndstico das SMD. A aplicagdo da citometria de
fluxo multiparamétrica no diagndstico, progndstico e monitoracdo das SMD requer um
consenso de um painel minimo de anticorpos necessarios para classificar sub-populagdes
especificas medulares, enumerando células blasticas e detectando displasias

imunofenotipicas associadas as linhagens.'® A aplica¢do de um amplo painel de anticorpos

Introducgdo
50



para o estudo do padrdo anormal de maturagdo das células mielomonociticas demonstrou
valor diagnostico nas SMD*'.

Atualmente, ndo hd uma conformidade de painel aceito para estas andlises, pois
analises multiparamétricas realizadas para detectar as anormalidades fenotipicas variam
grandemente nos painéis de anticorpos utilizados, o que geralmente incluem um grande

numero de anticorpos monoclonais, métodos analiticos e critérios diagnosticos.
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que:

A andlise multiparamétrica por citometria de fluxo ¢ util para o diagnostico
de SMD;

Vérios estudos tém relatado a diminui¢do do SSC nos granulocitos,
anormalidades nos padrdoes de expressdo dos antigenos, niimero e co-
expressdo anormal nas células CD34", além da diminui¢do dos precursores
de células B e aumento de monocitos;

Atualmente, ndo ha um consenso de painel aceito para estas analises, os que

sdo utilizados incluem um grande niimero de anticorpos monoclonais.

3. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo sdo:

Examinar a utilidade diagnodstica de um painel racionalizado de anticorpos
monoclonais na combinagdo de quatro cores para o diagnodstico de SMD;
Avaliar se os parametros fornecidos sdo uteis para o diagnostico de SMD;
Sugerir fatores prognosticos;

Propor este painel para a rotina laboratorial de diagnéstico de SMD.
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4. MATERIAIS E METODOS

Casuistica

Amostras de medula 6ssea de pacientes com diagnostico recente de SMD, atendidos
pelo Servico de Hematologia — Hemocentro — Unicamp, foram examinadas ¢ comparadas
com a medula normal de doadores para transplante alogénico de medula 6ssea.

O diagnostico de SMD foi feito baseado na contagem de sangue periférico,
esfregaco citologico de medula 6ssea corado com May-Griinewald Giemsa e com Perls,
além do cariétipo.

Os critérios minimos de diagnostico de SMD foram”:

e Presenca de citopenias no sangue periférico por mais de seis meses;

e C(itologia de medula 6ssea com atipias (10% das células) em pelo menos
duas linhagens hematopoiéticas;

e Ou presenca de alteragdes citogenéticas clonais.

Foram excluidos os casos de citopenias especificas: hipotireoidismo, doencas
infecciosas, auto-imunes, neoplasicas, associada ao abuso de alcool, medicamentos e
contato com produtos quimicos, quimioterapia recente, anemias carénciais, hemoglobintria
paroxistica noturna e alteracdo da fung¢do renal.

Os casos foram classificados de acordo pelos critérios da OMS’.

Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento informado, de acordo com

o Comité de Etica local.

Materiais e Reagentes

1. Anticorpos monoclonais;

Meio RPMI 1640;

Solucao lisante Becton Dickinson (BD) 10x concentrada;

Tampao fosfato (PBS) com 2% de soro fetal bovino e 0,5% de azida sodica pH:7,4;
Tubos de polietileno BD

Tubos de Falcon de 15ml

A
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Imunofenotipagem

Neste estudo foram utilizados anticorpos monoclonais com marcagdo de quatro
cores diretamente conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE),
proteina clorofila de peridina (PerCP) e aloficocianina (APC). Os anticorpos monoclonais

utilizados neste estudo estdo relacionados na quadro 6:

Quadro 6: Anticorpos monoclonais usados para imunofenotipagem das SMD

Marcadores Fluorocromos Clones Fabricantes
CD13 APC WMI15 Pharmingen
CDh14 PE RMO52 Beckman Coulter
CD16 FITC 3G8 Pharmingen
CDI19 FITC HD37 Dako

CD33 APC WMS53 Pharmingen
CD34 PE 8G12 Becton Dickinson
CD45 PerCP 2D1 Becton Dickinson
CD117 APC YB5.B8 Pharmingen
CD123 PE 9F5 Pharmingen

Anti- HLA-DR  FITC AB3 Dako

O painel sugerido neste estudo utiliza 10 anticorpos e permite a analise da
maturacao granulocitica e monocitica, além da investigagao das células presentes na janela
de blastos, incluindo células CD34", precursores de células B, precursores de basofilos e
c¢lulas dendriticas linfoides.

A combinagdo de quatro cores de anticorpos monoclonais aplicado neste estudo

segue abaixo no quadro 7:
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Quadro 7: Painel de quatro cores de anticorpos monoclonais para SMD

Combinacio de anticorpos monoclonais
HLA-DR FITC/CD14 PE/CD45 PerCP/CD33APC
CD19 FITC/CD34 PE/CD45 PerCP/CD117APC
CDI16 FITC/CD34 PE/CD45 PerCP/CD13APC
HLA-DR FITC/CD123 PE/CD45 PerCP/CD33APC

Preparagdo das amostras para imunofenotipagem

As amostras de MO dos pacientes foram colhidas através da pun¢do do esterno ou
crista iliaca em tubos Vacutainer de 4ml contendo EDTA. As amostras foram manipuladas
em até 24h apo6s a coleta e mantidas a temperatura ambiente (TA).

As amostras coletadas foram diluidas (1:1) com meio de cultura RPMI 1640
(Cultlab), centrifugadas a 1500 rpm na centrifuga Excelsa baby II da Fanem por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado, as células (pellet) foram ressuspensas em 1ml de
meio de cultura RPMI 1640, quantificadas no contador hematologico CellDyn 1700 da
Abott e diluidas para concentragio aproximada de 5-7x10° células/ml.

Na marcacao direta foram incubados 100uL da suspensao de células em cada tubo
de polietileno BD com 5SuL dos anticorpos monoclonais comercialmente disponiveis, de
acordo com o painel proposto, por 20 minutos no escuro ¢ a TA. Para lisar as hemacias foi
adicionado 2ml da solucdo lisante FacsLysing da BD diluida 1:10 por 10 minutos, também
no escuro ¢ a TA. As células foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos, o
sobrenadante foi desprezado e adicionados 2 ml de tampao fosfato (PBS) 1x (pH=7,4)
sendo novamente centrifugadas a 470 g por 5 minutos e o pellet ressuspendido em 500uL

de PBS.

Aquisigdo e andlise das amostras por citometria de fluxo

O exame de imunofenotipagem por citometria de fluxo foi realizado no citometro

FACS Calibur™ da Becton Dickinson - San Jose - California - USA, calibrado através do

Materiais e Métodos
61



programa FacsComp™ (BD) com o kit Calibrite beads (BD). A aquisigdo foi realizada pelo
programa CellQuest' ™ (BD) e a analise pelo Paint-A-Gate™ (BD).

Para uma melhor analise multiparamétrica, foram adquiridos 50.000 eventos, em
todos os casos de SMD. As populagcdes foram otimizadas através dos detectores,
amplificadores e da compensacao das fluorescéncias, eliminando as sobreposigoes.

Esta técnica tem a finalidade de quantificar, em niimero absoluto e porcentagem, e
determinar a intensidade média de florescéncia (IMF) dos anticorpos monoclonais
conjugados com fluorocromos.

As populagdes que compde a medula dssea foram identificadas no “dot plot”
CD45/SSC (side-scatter - granularidade celular) baseando-se na intensidade do marcador

pan-leucocitario CD45 (fig 1).
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Figura 1: Medula 6ssea normal - Os granuldcitos (vermelho) sdo CD45 positivo e possuem
o SSC alto. Os mondcitos (verde) tém expressdo forte de CD45 e SSC intermediario. Os
eritroblastos (azul) sdo CD45 negativo e tém o SSC baixo. A regido de blastos (amarelo) ¢
identificada por uma expressdo intermediaria de CD45 e um SSC intermediario e/ou baixo. Os

linfécitos (violeta) caracterizam-se pela expressdo forte de CD45 e pelo SSC baixo.

O estudo da maturagdo dos granulécitos foi realizado no dot plot CD13/CD16, (fig
2), no qual se pode acompanhar a expressdo de CD13 e CD16 durante a maturagao, além de

analisar o SSC das populagdes mieldides imaturas.
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Figura 2: Medula 6ssea normal - Cinco estagios de diferenciacdo s@o distinguidos baseados
no aumento gradual da expressdo de CD16 e da expressdao dindmica do CD13 em combinagdo com
as caracteristicas do SSC (A). Amarelo: mielomonoblastos; Vermelho: Promieldcitos; Verde:
mielécitos; Violeta: metamielocitos; Azul: Neutrofilos. (B) Expressdo do antigeno CDI13 nos

mielomonoblastos, promieldcitos, mieldcitos.

Os mondcitos foram analisados no dot plot HLA-DR/CD14 (fig 3), e na combinagao
CD16/CD34/CD45/CD33, que também foi usado para quantificar os mondcitos CD16

positivos e avaliar a expressao andmala de CD34 nos monocitos.
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Figura 3: Medula 6ssea normal - A populacdo monocitica é selecionada no plot HLA-
DR/CD14 (A-B): monocitos em verde; precursor de células dendriticas mieldide em vermelho. A
expressdo dos antigenos CD33 e HLA-DR foram analisadas nesta combinacdo HLA-

DR/CD14/CD45/CD33 (C).
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As células CD34" foram separadas no dot plot SSC/CD34 (figura 4-A). Dois
subtipos de células podem ser separados de acordo com SSC: Subtipo 1 com um SSC alto e
o subtipo 2 com SSC baixo. * O niimero total de células CD34" foi determinado neste plot
(fig 4). Os precursores de células B foram quantificados em relagdo a percentagem de

células nucleadas totais e a sua propor¢do dentro das células CD34".
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Figura 4: Medula 6ssea normal - As células CD34+ foram identificadas no plot SSC/CD34
(A) pela expressao forte do antigeno CD34. Por esta estratégia ¢ possivel separar dois subtipos de
células nas MO normais: o subtipo 1 com SSC alto (vermelha e verde) e o subtipo 2 com SSC baixo

(azul). A distribuicdo das células CD34+ foram visualizadas no plot SSC/CD45 (B).

A maturagdo precoce do compartimento mieldide foi examinada pela expressdo de
CD34/CD117 (fig5-B) e CD34/ CDI13 (fig 6-B). Nesta ultima combinacdo, 3 subtipos
puderam ser detectados pela expressao de CD45/SSC: precursores linfoides (SSC baixo/
CD13-), SSC alto/ CD13" e SSC alto/ CD13" (fig 6).
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Figura 5: Medula o6ssea normal - A combinacdo CD34/CD117 permite analisar a
maturagao precoce dos mieloblastos. Células imaturas CD34+(verde); mieloblastos CD34+CD117+

(vermelha); promielocitos CD117+ (azul)
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Figura 6: Medula 6ssea normal - Nesta combinagéo foi possivel identificar os subtipos 1 ¢
2 (CDI16FITC/CD34PE/CD45PERCP/CD13APC). No plot CD34/CD13 foi detectado trés
populagdes: SSC  baixo/CD347/CD13"  (azul); SSC alto/CD34°/CD13" (verde) e SSC
alto/CD34"/CD13" (vermelha).

Os precursores de basofilos e de células dendriticas linfoéide foram identificados

pela combinagdo HLA-DR/CD123, conforme demonstrado na figura 7.
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Figura7: Medula 6ssea normal - Estratégia adotada (A-C) para selegdo de células

dendriticas linfoides (vermelha) e precursores de células basofilicas (verde)

Estas caracteristicas foram comparadas com os valores encontrados na MO normal.
Para andlise, os casos de SMD foram agrupados em dois grupos: um grupo de baixo risco
com menos que 5% de blastos medulares e outro de alto risco com mais de 5% de blastos
medulares.

A estratégia de andlise acima foi construida para otimizar o reconhecimento de
alteracdes na maturacdo da células mielomonociticas e dos progenitores majoritarios,
mieldides e linfoides, e minoritarios, células dendriticas linféides e basofilos. O painel

usado permitiu a detec¢do das seguintes alteracoes:

v' Populacao Mieldide

- Diminui¢do do SSC:
Os casos de SMD com valor de dispersao de luz (SSC) menor do que o determinado
pelo intervalo de confianca, estabelecido pelos valores do IMF dos controles

normais, foram considerados anormais, portanto com hipogranularidade.

- Alteracao do padrao de maturagdo CD13/CD16 e CD33/HLA-DR
Foi considerado como anormal a falta do padrao de maturagdo ou assincronismo de

expressao de antigenos mieloides associados na populacdo de interesse, € 0 aumento
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ou diminui¢do da intensidade antigénica dos marcadores CD13 e/ou CD16 e CD33
e/ou HLA-DR em pelo menos um dos estagios da diferenciacdo granulocitica,

comparadas com o controle normal.

- Expressao aberrante de CD34:
Assincronismo de maturacdo com a presenca do marcador CD34 em mais de 10%

da populagdo de granuldcitos maduros.

v' Populacdao Monocitica

- Aumento da percentagem de mondcitos em relagdo a mediana do grupo de

controles normais, de acordo com o limite estabelecido pelos percentis.

- Aumento de monécitos CD16" em relagio a mediana do grupo de controles

normais, de acordo com o limite estabelecido pelos percentis.

- Alteragdo do padrdo de expressdao do CD33/ HLA-DR:

Falta do padrdo de matura¢do ou assincronismo de expressdo dos antigenos CD33
e/ou HLA-DR na populagdo de interesse, ¢ aumento ou diminui¢do da intensidade
antigénica dos marcadores em pelo menos uma populacdo da diferenciacao

monocitica, comparadas com o controle normal.
- Expressdo aberrante de CD34

Assincronismo de maturacdo com a presenca do marcador CD34 em mais de 10%

da populagdo de mondcitos.

v' Populacdo de Blastos

- Aumento da percentagem de células CD34" em relagdo & mediana do grupo de

controles normais, de acordo com o limite estabelecido pelos percentis.
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- Diminuigdo dos precursores de células B (CD34/CD19") em relagdo & mediana do

grupo de controles normais, de acordo com o limite estabelecido pelos percentis.

- Aumento dos mieloblastos CD13"/CD117"/CD34" em relagdo a mediana do grupo

de controles normais, de acordo com o limite estabelecido pelos percentis.

- Aumento dos precursores nio linféides CD34/CD117 e CD34"/CD13 em relagio
a mediana do grupo de controles normais, de acordo com o limite estabelecido pelos

percentis.

v' Populacoes Minoritdrias

- Aumento ou diminui¢io de precursores CD123"/HLA-DR" (células dendriticas
linféides) em relacdo a mediana do grupo de controles normais, de acordo com o

limite estabelecido pelos percentis.

- Aumento ou diminui¢do de precursores CD123"/HLA-DR" (baséfilos) em relagio
a mediana do grupo de controles normais, de acordo com o limite estabelecido pelos

percentis.

Analise estatistica:

Foi realizada andlise descritiva para obtencdo da média, valores minimos e
maximos, desvio padrdo, mediana e percentis. Os percentis 10% e 90% foram utilizados
para determinar o intervalo de confianca, valores que ndo obedeceram a esse intervalo
foram considerados anormais. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparacdes de
dois grupos e o de Kruskal-Wallis entre trés ou mais. Para correlagdes foi empregado o
teste de Spearman. Consideraram-se valores significativos quando o p< 0,05. Para todas as

analises foi utilizado o programa estatistico Winstat versao 3.1.
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S. RESULTADOS

Caracteristicas Clinicas dos Pacientes com SMD

Este estudo foi realizado em 54 pacientes portadores de sindromes mielodispléasicas
e 24 casos controles (doadores de medula déssea). Os casos foram analisados através do
aspirado de medula déssea. Os 54 pacientes de SMD apresentaram idade mediana de 62 (23-
93) anos, sendo que 57% foram do género masculino e 43% do género feminino.

Estes casos foram separados em dois grupos: menos que 5% de blastos medulares,
considerados de baixo risco, e mais do que 5% de blastos medulares, considerados de alto
risco. Houve um predominio dos casos de SMD com <5% de blastos medulares. Entre
esses grupos, as caracteristicas hematologicas desses pacientes ndo mostraram diferenca
quanto a hemoglobina e aos leucécitos, contudo foi evidente a diminuicao de plaquetas nas

SMD >5% de blastos (tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas clinicas e hematologicas dos pacientes com SMD

Variaveis SMD <5% blastos MO SMD> 5% blastos MO
Mediana / variacao (n=37) (n=17)
Idade (anos) 59 67
(23-93) (40-77)
Sexo (M/F) 20/17 11/6
Hb(g/dl) 9.8 9.4
(4.8-16.2) (5.1-13.5)
Leu (x10°/1) 1.5 1.3
(0.3-5.3) (0.6-4.3)
Plaq (x10°/1) 221 77
(7-854) (16-841)
% Bl 1.0 12.0
(0-4.0) (5.5-20.0)

Abreviagdes - M: masculino F: feminino Hb: hemoglobina Leu: leucécitos Plaq: plaquetas Bl: blastos no
mielograma.
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A classificacdo dos pacientes pelos critérios OMS estd na tabela 2. Houve

predominio de casos com CRDM.

Tabela 2: Classificagdo das SMD segundo a OMS.

OMS Freqiiéncia
AR 2 (3.7%)
SMD del (5q) 2 (3.7%)
CRDM 25 (46.3%)
CRDMSA 8 (14.8%)
AREB-I 7 (12.9%)
AREB-II 10 (18.5%)
Total 54

A andlise citogenética foi realizada ao diagnostico em MO dos 54 pacientes.
Quarenta e um (74,5%) pacientes apresentaram caridtipo normal, doze (21,8%) exibiram
algum tipo de anormalidade genética e um caso ndo apresentou mitoses para avaliaciao
(tabela 3).

Tabela 3: Alteragdes citogenéticas encontradas.

Cariotipo Casos
Favoravel:
Normal 41
5¢- isolada
15p+ 1
Intemedidrio:
+8 1
2 anormalidades inclusive ¢/+8 3
Desfavordvel:
Anormalidades 7 2
Complexo (>3 anormalidades) 3
N3ao avaliavel* 1
Total 54

* Nao houve mitose neste caso
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A classificag¢do de acordo com o IPSS esté4 disposta na tabela 4. A maioria dos casos

foi de baixo risco, seguido pelo grupo de risco intermediario-1.

Tabela 4: Classificagdo prognostica das SMD de acordo com o IPSS

IPSS Casos
Baixo risco 23 (41,8%)
Intermediario-1 20 (36,4%)
Intermediario-2 7 (12,7%)
Alto risco 3 (5,4%)
Nao avaliavel* 1 (1,8%)
Total 54

* Nao houve mitose neste caso

Andlise por citometria de fluxo

Com a estratégia de andlise adotada foi possivel determinar 16 alteracdes na
maturacao das células mielomonociticas e das células progenitoras. Estas alteragdes foram
determinadas nos casos de SMD de baixo e alto risco e comparadas com o grupo controle

normal.

v' Populacdo Mielside

A mediana do IMF dos parametros analisados nos granulocitos da MO normal

assim como nas SMD de baixo e alto risco estdo apresentados na tabela 5.

Resultados
73



Tabela 5: Dispersao de luz e expressdo de antigenos de maturagdo nos granuldcitos

de SMD comparados com normal.

Controles SMD<5% (n.37) SMD>5% (n.17) P*

Granularidade

Mediana da dispersao de luz 514 447 425 0.02
Promielocitos

IMF CDI13 188 160 96 0.04
IMF CD33 184 245 209 ns
IMF HLA-DR 342 296 158 0.05
Mieldcitos

IMF CD13 1 13 9 ns
IMF CD16 15 14 9 ns
IMF CD33 74 104 93 ns
Metamielodcitos

IMF CDI13 19 17 10 ns
IMF CD16 120 135 102 ns
Neutrofilos

IMF CD13 162 76 36 0.006
IMF CD16 1129 1017 776 ns
Meta/Neutrofilos

IMF CD33 29 37 44 ns
Expressao CD34 nos granuldcitos

CD34 i 7137 717 0,02

* Teste de Kruskal- Wallis. Valores significantes p<0.005.
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- Hipogranularidade

A hipogranularidade dos granulécitos resulta na diminui¢cdo do SSC (tabela 5 e fig
8). Um total de 25 (46.3%) casos apresentaram esta deficiéncia, com igual propor¢ao nos

de baixo e alto risco (tabela 12).
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Figura 8: Exemplos de hipogranulagdao (diminuigdo do SSC) encontrada em AREB. A)
distribui¢ao da populacdo de granulécitos no plot SSC/CD45. B) Andlise do SSC em promielocitos

e mieldcitos.

- Alteracao do padrao de maturacao CD13/CD16

A avaliacdo do padrio de expressdo dos antigenos CD13/CD16 estava mais
comprometida no inicio da maturacdo (promieldcitos) e nos neutrofilos maduros, do que
nos outros estagios. Houve deficiéncia significativa da expressdo de CD13 nestas
populagdes, sendo que na populagdo madura houve hiper-expressao de CD13 em 4 casos.
Diminui¢do da expressdo de CD16 também foi evidenciada nos granuldcitos maduros

(tabela 5). Entretanto 9 casos mostraram hiper-expressao de CD16.
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O padrao alterado da maturagdo, presente em qualquer uma das fases do processo
(fig 9), reconhecido pela combinagcdo dos marcadores CD13/CD16 durante a maturagao
granulocitica foi observada em 46 pacientes, sendo que 33 das SMD <5% de blastos e 13

nas SMD >5% de blastos (tabela 12).
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Figura 9: A) Padrao de maturacio CD13/CD16 em controle normal. B) CRDM com
alteracdo do padrio de maturagdo com diminuicdo da expressdo do CDI13 nos metamieldcitos e

neutréfilos. C) AREB com desordem do padrdo de maturagdo CD13/CD16.

- Alteracao do padrao de expressiao do CD33/HLA-DR

Dezenove casos apresentaram deficiéncia de CD33. Assincronismo de expressao de
HLA-DR foi visto nos granulocitos maduros de 15 casos.
Assim, o padrdo de expressdo da combina¢do CD33/HLA-DR mostrou-se alterado

em 25 SMD de baixo risco e em 12 SMD >5% de blastos (fig 10).
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Figura 10: A) Padrio de maturagdo CD33/HLA-DR em controle normal. B) CRDM com

populag@o anémala com diminui¢do de CD33. C) AREB com diminui¢do da expressdao de CD33.
- Expressao aberrante de CD34 nos granuldcitos maduros
Quatorze casos de SMD apresentaram expressao andomala do marcador CD34 nos

granulécitos maduros, sendo que 7 nas SMD <5% de blastos e 7 nas SMD >5% de blastos

(fig 11).
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Figura 11: A) Controle normal - Granulécitos (vermelho) e mondcitos (verde). B) AREB

com expressdo andmala de CD34 em granuldcitos e monoécitos.
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Com o painel proposto foi possivel reconhecer até quatro alteragdes na populacao

granulocitica. A distribuicao da freqiiéncia do niumero de alteracdes esta disposta na tabela

6. Com a estratégia adotada, encontramos pelo menos 2 alteragdes granulociticas em 41

casos, somente 2 casos ndo apresentaram nenhuma alteragdo. O aumento do numero de

alteragdes granulociticas correlacionou com o aumento das células CD34'/CD117" e
CD34"/CD13" (r=0.41 p=0.006 ¢ r=0.34 p=0.01, respectivamente) ¢ com o aumento das
células imaturas CD34"/CD117 (1=0.29 p=0.04).

Tabela 6: Freqiiéncia do numero de alteragdes detectadas na populacio

granulocitica.

N° alteracoes Casos
granulociticas
Nenhuma 2
1 11
2 19
3 16
4 6
Total 54

v' Populacdo Monocitica

A mediana do IMF dos parametros analisados nos monocitos esta apresentada na

tabela 7.

Tabela 7: Expressao de antigenos nos monocitos de SMD comparados com normal.

Controles SMD<5% SMD>5% p*
7o monoeitos 1.%%.6 0.62-50.3 0.32-'17 0.8 0.12
mondcitos CD16+ - 15/37 6/17 0.18
IMF CD33 167 318 231 ns
IMFHLA-DR 150 127 173 ns
IMF CD34 i 8/37 6/17 0.02

* Teste de Kruskal- Wallis. Valores significantes p<0.005.
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- Aumento da percentagem de mondcitos

O aumento de mondcitos foi evidenciado em 14/37 casos das SMD de baixo risco e
em 11/17 das SMD de alto risco (tabela 12).

Este aumento teve correlagdo positiva com o aumento de blastos na citologia
(r=0.22 p=0.04), com o IPSS (r=0.35 p=0.004) e mostrou uma correlacdo negativa com a

contagem de plaquetas em sangue periférico (r=-0.25 p=0.03).

- Aumento de monécitos CD16"

Os monoécitos CD16" estavam aumentados em 15/37 casos de SMD <5% de blastos
e em 6/17 das SMD >5% de blastos (tabela 12).

Os mondcitos CD16" apresentaram uma correlagio negativa com as células CD34"
medulares (r=-0,42 p<0.0001), células CD34°CDI3" (=-0,31 p=0.01), células
CD34'CD117" (r=-0,43 p=0.004), CD34'CD13" (r=-0,23 p=0.05) e células CD34'CD117
(r=-0,27 p=0.05).

- Alteracao da expressiao do CD33/HLA-DR

Nas SMD de baixo risco houve uma deficiéncia da expressdo de HLA-DR em 7
casos e outros 7 apresentaram hiper-expressdo. Semelhantemente, a expressdo de CD33
neste grupo estava deficiente em 4 casos e hiper-expresso em outros 4. Nas SMD de alto
risco, observou-se hiper-expressao de HLA-DR em relacao ao controle normal em 8 casos e
apenas um mostrou deficiéncia de HLA-DR. J& o marcador CD33 foi deficiente em apenas
um caso de alto risco.

O padrao de expressdo da combinagdo CD33/HLA-DR mostrou-se alterada em 14
casos das SMD de baixo risco e em 9 das SMD de alto risco (tabela 12).
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- Expressao aberrante de CD34

A expressdo anomala do marcador CD34 nos mondcitos estava presente em 14
casos de SMD, sendo que 8 foram nas SMD <5% de blastos e 6 nas SMD> de 5% de
blastos (tabela 12).

A combinagdo de anticorpos aplicada neste estudo possibilitou detectar quatro
alteragdes na populacdo monociticas. A freqliéncia do numero de alteragdes monociticas
encontrada nos casos de SMD est4 na tabela 8. Até trés alteragdes foram encontradas em

80% dos casos.

Tabela 8: Freqiiéncia do nimero de altera¢des detectadas na populagdo monocitica.

N° alteracoes Casos
monociticas

Nenhuma 11
1 14
2 17
3 12
4 0

Total 54

O numero total de alteragdes monociticas correlacionou positivamente com o IPSS

(r=0,30 p=0.01), e diminui¢do de células precursoras B (r=-0.21 p=0.05).
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v' Populacdo de Blastos

De acordo com a porcentagem de blastos na citologia, os casos de SMD (54) foram
agrupados em SMD com <5% de blastos, com 37 casos (68.5%), ¢ SMD com >5% de
blastos em 17 (31.5%) casos.

Os parametros determinados para andlise nesta populagdo, nos grupos de SMD,
foram comparados com o controle normal (tabela 9), e diferencas significativas foram

encontradas em todos os parametros.

Tabela 9: Medianas dos parametros fenotipicos analisados em todos os grupos.

Fenétipos Controles SMD<5% SMD>5% pP*

% blastos na citologia 1.0 (0.0-4.0) 12.0 (5.5-20.0) <0.0001
% células gate blastos 1.2(04-2.3) 1.5 (0.06 — 6.7) 7.7 (0.6-13.9)  <0.0001
% CD34" 0.8(03-1.7) 09(0.02-5.3) 4,3 (0.5-13.0)  <0.0001
% CD34"/CD13" 03(0.1-0.8) 0.3(0.02-3.4) 1,6 (0,1-9.4) 0.005

% CD34"/CD117" 0,4(0-1.1) 0.5(0.02-4.6) 2.55(03-12.9) 0.0002
% CD34"/CD13" 0.2 (0-0.6) 0.1 (0-1.9) 1.1 (0.08-7.6) 0.0002
% CD34"/CD117 0.2(0-0.7) 0.08 (0-1.9) 0.5(0.07 - 2.8) 0.01

% CD34"/CD19" /total 0.1 (0.04-0.5) 0.02 (0-0.4) 0.02 (0-0,3) 0.0004
% CD347/CD19" /CD34 totais  20.4 (6.0-55.2) 1.3 (0-50.0) 0.6 (0-12.6) <0.0001

* Teste de Kruskal- Wallis. Valores significantes p<0.005.

- Aumento da porcentagem de células CD34"

Houve um aumento significativo das células CD34" nas SMD em relagdo & MO
normal (tabela 9). A freqiiéncia desta alteracdo foi observada em 30% das SMD de baixo
risco € em 82% das SMD de alto risco (tabela 12). Trés casos das SMD de alto risco ndo
apresentaram aumento das células CD34".

Este parametro correlacionou positivamente com porcentagem de blastos da
citologia (r=0.71 p<0.0001), com a classificagdo OMS (r=0.51 p<0.0001) e com o IPSS
(r=0.30 p=0.01)
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- Aumento dos mieloblastos CD347CD13" e CD34/CD117*

Mieloblastos apresentaram aumento significativo tanto no fenétipo CD34/CD13"
como no fenétipo CD34" /CD117" (tabela 9 e fig 12). Houve correlagdo positiva (r=0.8
p<0.0001) entre estes dois fendtipos.
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Figura 12: Representagdo grafica das combinagdes CD13°CD34" ¢ CD117°CD34" em
AREB-1. A) aumento dos mieloblastos (verde) CD13'CD34" e diminui¢do das hematogonias

(preto). B) aumento dos mieloblastos CD117°CD34" e diminuigdo das hematogonias (preto).

O aumento de CD34"/CD13" foi observado em 31% das SMD de baixo risco e em
66% das SMD de alto risco. Enquanto que o maior niimero de células CD34"/CD117"
esteve presente em 22% e 83% as SMD de baixo e alto risco respectivamente (tabela 12).

Ambos os fenotipos, CD34"/CD13" e CD34" /CD117", tiveram correlagio positiva
com percentagem de blastos da citologia (r=0.53 p<0.0001 r=0.57 p=0.0001), com a
classificagdo OMS (r=0.45 p=0.0008 r=0.48 p=0.001) e com o IPSS (r=0.26 p=0.04 r=0.31

p=0.03), respectivamente.
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- Aumento dos precursores nio linféides CD34"/CD117 e CD34"/CD13"

No grupo de baixo risco, houve uma diminuigdo de células com fenétipos CD34"
/CD13" ¢ CD34"/CD117 (tabela 9). Esses fendtipos apresentaram correlagio positiva
(r=0.65 p<0.0001).

Nas SMD >5% de blastos, a quantidade de células imaturas ndo linféides CD34"
/CD13" ¢ CD34"/CD117 aumentou proporcionalmente com a percentagem de blastos no
mielograma (r=0.52 p=0.0001 r=0.40 p=0.007), com o nimero de células CD34" totais
(r=0.60 p=0.0001 r=0.58 p=0.0001, respectivamente). Houve correlacdo do aumento dessas
células com a classificagdo OMS (1=0.53 p<0.0001 r=0.45 p=0.003) e com o IPSS (r=0.41
p=0.002 1=0.28 p=0.04), respectivamente.

A contagem de leucocitos (r=-0.27 p=0.03) e plaquetas (r=-0.27 p=0.03) diminuiu

com o aumento das células com o fenétipo CD34" /CD13".

- Diminuic¢io dos precursores de células B (CD34"/CD19%)

Os precursores de células B (hematogonias) foram encontrados em todas as MO
normais, mas nas SMD foi observada uma diminui¢do e¢/ou auséncia em 76% dos casos
(tabela 12), sendo que 97% nas de baixo risco € 94% nas de alto risco. Ocorreu auséncia
dessas células em 46% casos de SMD.

Entretanto, entre os dois grupos os valores medianos dos precursores de células-B
foram similares quando analisados na celularidade total (tabela 9). Contudo, entre todas as
células CD34" essa diferenca ¢ mais clara (fig 13 e 14).

A porcentagem de células precursoras-B diminuiu com o aumento das células

CD347/CD13" (r=-033 p=0.01).
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Figura 13: Representacdo grafica da combinacdo CD34/CD19. A) MO com distribuicéo
normal de progenitores B. B) Caso de CRDM demonstrando a diminui¢do/auséncia das células

CD34'/CD19".
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Figura 14: Representacdo grafica da diminui¢do das células progenitoras B em relagdo as

células totais (A) e entre todas as células CD34" (B)
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O numero de altera¢des nas células do gate de blastos aumentou proporcionalmente
com a porcentagem de blastos medulares (r=0.55 p<0.0001), com a quantidade de células
CD34" (r=0.74 p<0.0001), mieloblastos CD34/CD13" e CD34"/CD117" (1=0.78 p<0.0001
r=0.79 p<0.0001, respectivamente) e com a diminui¢do dos precursores B (r=-0.40
p=0.0001).

Com o painel proposto neste estudo foi possivel encontrar até seis alteragdes no gate
de blastos, tais como: aumento de células CD34" totais ¢ dos fenotipos CD34'/CD13",
CD34°CD117", CD34'CD13 e CD34'CD117, além da diminuigdo dos precursores B.

Pelo menos uma alteragdo na populacao de blastos foi encontrada em 83% dos casos

(tabela 10) sendo que a diminui¢do dos precursores B foi predominante em todos os tipos
de SMD (tabela 12).

Tabela 10: Freqiiéncia do nimero de altera¢des detectadas na populacdo de blastos.

N° alteracoes Casos

blastos

Nenhuma 9
16
13

1
2
3
4 4
5
6

Total 54

O aumento das alteragdes na populacdo de blastos correlacionou com o IPSS

(r=0.26 p=0.02) e com a diminui¢do da hemoglobina (r=-0.26 p=0.02).
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v' Populacées Minoritdrias
- Diminuicao dos precursores de células dendriticas linféides
As células dendriticas linféides (HLA-DR'/CD123") estavam significativamente
diminuidas nas SMD de baixo risco (tabela 11). Este fenomeno foi evidenciado em 17

casos das SMD de baixo risco € em 3 das de alto risco.

Tabela 11: Porcentagem de precursores minoritarios de SMD comparados com

controle normal.

Controles SMD<5% SMD>5% P*
% células HLA-DR/CD123" 0.3 (0.08-0.4) 0.1 (0.02-0.6) 0.3 (0.04- 4.0) 0,02
% células HLA-DR/CD123" 0.1(0-04) 0.2 (0.03-2.1) 0.6 (0.03-0.7) 0,02

* Teste de Kruskal- Wallis. Valores significantes p<0.005.

- Aumento dos precursores de baséfilos

Houve um aumento significativo das células precursoras de basofilos (HLA-DR”
/CD123") nas SMD (tabela 11). Tanto nas de baixo como nas de alto risco este aumento foi
visto em cerca de 30% dos casos.

O aumento desses precursores deve-se ao niumero elevado de células com o fenétipo
CD34"/CD117 (1=0.62 p=0.0006) ¢ CD34"/CD13" (1=0.52 p=0.03), o que correlaciona
com tipo OMS (r=-0.40 p=0.003).

Total de alteragcoes imunofenotipicas na SMD

Foram detectadas 16 alteragdes, sendo quatro na populagdo granulocitica, quatro na
populag¢do de monocitos, seis na populacdo de blastos, quando analisado varios fendtipos, e
duas alteragdes nas populagdes minoritarias: diminuicdo dos precursores de células

dendriticas linféides e aumento dos precursores de basofilos, conforme mostra a tabela 12.
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Tabela 12: Freqiiéncia de alteragdes observadas no estudo

SMD<5% SMD>5%
Alteracoes detectadas
Numero (%) Niumero (%)

Populacdo de Granulocitos
SSC baixo 17(45.9) 8(47.1)
Alteragao do padrao CD13/CD16 33(94.3) 13(100.0)
Alteragdo do padrao CD33/HLA-DR 25(69.4) 12(70.6)
Expressao aberrante de CD34 7(19.4) 7(41.2)
Populagdo de Mondcitos
Aumento de mondcitos 14(37.8) 11(64.7)
Aumento de monécitos CD16" 15(40.5) 6(35.3)
Alteragao do padrao CD33/HLA-DR 14(38.9) 9(52.9)
Expressao aberrante de CD34 8(22.2) 6(40.0)
Populagdo de blastos
Aumento de células CD34" 11(29.7) 14 (82.3)
Aumento de células CD34"/CD13" 10 (31.2) 8(66.6)
Aumento de células CD34"/CD13 3(9.4) 9(75.0)
Aumento de células CD347/CD117" 5(21.7) 10(83.3)
Aumento de células CD34"/CD117° 2(5.4) 2(16.6)
Diminui¢do CD34"/CD19" /CD34 totais 25(67.5) 16(94.1)
Populacoes minoritdrias
Diminui¢do HLA-DR/CD123" 15(45.4) 3(33.3)
Aumento HLA-DR/CD123" 10(30.3) 4(44.4)

Na série granulocitica, a alteragdo mais freqiiente foi o padrio anormal de
maturagdo CD13/CD16, na série monocitica, as anormalidades mais comuns foram o
aumento de mondcitos e a alteragdo do padrao HLA-DR/CD33. Entretanto, na populagdo
de blastos a diminuigdo de precursores de células B e o aumento de células CD34"
freqiientemente foram encontrados nas SMD.

A mediana de alteragdes detectadas nas SMD de baixo risco foi de 6 (2-15).

Entretanto, as SMD de alto risco apresentaram no minimo 4 altera¢des detectadas, sendo
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que 59% dos casos apresentaram 8 ou mais alteragdes. Assim, a mediana de alteragcdes nos

casos com > 5% de blastos medulares foi de 8 (4-12) (figura 15).
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Figura 15: Representacdo grafica da distribuicdo do niumero de alteragdes imunofenotipicas

nos grupos de SMD de baixo risco e de alto risco.

O aumento do nimero de alteracdes foi proporcional a porcentagem de blastos na
citologia (= 0.38; p= 0.001), com as células CD34" (r= 0.40; p= 0.001), células
CD347/CD13" (r= 0.61; p< 0.0001), e também com as células imaturas ndo linfoides
(CD34"/CD13" 1=0.30 p=0.02 e CD34"/CD117 r=0.55; p=0.0003).

A diminuicao das células precursoras B (r=-0.39 p=0.001) e da hemoglobina (r=-
0.30 p=0.01) correlacionaram com o aumento do niimero das alteragdes.

O numero de alteragdes teve uma correlagdo positiva com o tipo OMS (r= 0,38;
p=0,002) e com o IPSS (r=0.27 p=0.02). Observou-se que no IPSS o grupo de baixo risco
apresentou pelo menos 2 alteragdes, o de risco intermedidrio-1 3 alteracdes, o de risco

intermediario-2 mais de quatro alteragdes e o de alto risco mais de 7.
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Em todas as 54 SMD analisadas neste estudo foram encontradas pelo menos 2
alteracdes imunofenotipicas, sendo que, apenas 9% (5) tiveram 2 alteragdes. Desses cinco
casos, 3 ndo tiveram a andlise da combinagdo CD34/CD117, o que pode ter impactado
neste resultado.

Dos casos analisados 77% apresentaram caridtipo normal e todos eles apresentaram
alteracdes fenotipicas, sendo que 56% tiveram 6 ou mais. Os casos com alteragdes
citogenéticas apresentaram a mediana de 8 (4-12) alteracdes imunofenotipicas. As
alteracdes citogenéticas, de acordo com o grau de risco, correlacionaram com o numero de
alteracdes imunofenotipicas (p=0.05 r=0.47) e com o aumento de blastos medulares
(p=0.01 r=0.59).

Com este painel foi possivel detectar no minimo 3 alteragdes em 91% (49) dos

casos estudados
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6. DISCUSSAO

A avaliagdo multiparamétrica por citometria de fluxo representa um método
objetivo que permite analises quantitativas e qualitativas da maturagdo mielomonocitica,
bem como andlises das células progenitoras CD34". '*'®* Recentemente, varios estudos
tém investigado a utilidade clinica da citometria de fluxo no diagndstico de SMD. Muitos
destes foram focados na populagdo blastica, outros na linhagem eritrdide, mas a grande
maioria tem focado nas células da linhagem mielomonocitica.'”?> 2> 2> 2414

Recentemente, uma conferéncia internacional sobre SMD designou a citometria de
fluxo como uma ferramenta potencial que pode acrescentar significativamente para o
diagnostico e progndstico das SMD. Por isso, a citometria de fluxo esta hoje incluida como
critério adicional ao diagnéstico de SMD. '+1¢#!

A aplicagdo da imunofenotipagem por citometria de fluxo auxilia no diagnostico de
SMD nos casos com poucos elementos displasicos e cariotipo normal, baseando-se nas
anormalidades de caracteristicas fenotipicas encontradas nos diferentes compartimentos
celulares analisados, que sdo relevantes tanto para o avango do diagnostico como para
caracterizar fatores prognosticos. 2% #!-¢%

O uso de um amplo painel de anticorpos para o estudo do padrdo anormal de
maturacdo das células mielomonociticas ¢ comum e demonstrou valor diagndstico nas
SMD. 2> 3#4041 A ytilidade da citometria de fluxo com 4 cores na avaliagdo de rotina das
SMD, em uma série de 248 aspirados de MO de pacientes com citopenias ndo explicadas e/
ou monocitoses, foi demonstrada por Stachurski e colaboradores*'. Este estudo enfatiza que
o painel de citometria de fluxo precisa incluir um numero razoavel de anticorpos para
assegurar a sensibilidade diagnostica e a especificidade, visto que, a freqiiéncia de muitas
alteracdes importantes ¢ baixa, ¢ podem ser vistas tanto em displasias como em condi¢des
reativas.

Entretanto, Wells e colaboradores"” mostraram, em um estudo com 115 casos de
SMD, que a andlise por citometria de fluxo confirmou que a maioria das medulas de SMD
tem caracteristicas mieldide, monocitica e mieloblastica divergente do normal e

significativamente diferentes de achados em pacientes com outras desordens medulares.

Embora varias combinacdes de anticorpos sejam uteis para estudo imunofenotipico celular
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nas SMD pela citometria de fluxo, o uso consistente de um painel preciso com 13
anticorpos por esse grupo, gerou um banco de dados que permitiu o desenvolvimento de
um sistema de pontuacao.

No presente estudo, a utilidade da citometria de fluxo foi demonstrada aplicando um
painel racionalizado de 10 anticorpos na combinacdo de quatro cores ¢ na avaliagdo de
rotina laboratorial de 54 aspirados de MO de pacientes com SMD. As andlises quantitativas
e qualitativas foram aplicadas nas populacdes mielomonociticas, blasticas e minoritarias.
Para garantir a precisdo das andlises, o conhecimento das mudangas imunofenotipicas
durante a matura¢do normal e a comparagao com os dados de controle de MO normal foi
fundamental.

A hematopoiese normal ¢é caracterizada, na citometria de fluxo, pela alta
reprodutibilidade do padrao de expressdo de antigenos durante a maturag¢do, o que permite
comparar os padroes de uma MO normal com uma displésica, além de se observar as
anormalidades de expressdo de varios antigenos, sendo possivel caracterizar a
hematopoiese desregulada das SMD pelo desvio dos padrdes normais. 2> 2%

Anormalidades imunofenotipicas sdo observadas em células maduras assim como
em mieloblastos. Essas anormalidades freqlientemente afetam apenas sub-populagdes de
células que coexistem com precursores normais. As caracteristicas e a magnitude das
aberragdes antigénicas fornecem informacdes quanto a extensao da irregularidade dos
produtos genéticos em um determinado tempo da diferenciacdo celular, assim como no
curso da doenga. '

Embora, neste estudo, um pequeno numero de anticorpos monoclonais tenha sido
utilizado, as combinagdes aplicadas permitiram uma abordagem satisfatoria para deteccao
de alteracdes imunofenotipicas tanto nas populagdes granulocitica e monocitica, como nas
populacdes de blastos e minoritarias.

Foram construidos padrdes fenotipicos para analisar a maturagdo mielomonocitica,
0 que permitiu avaliar exatamente as mudangas na expressao de certos antigenos e detectar
padrdo anormal de maturagdo, assim como assincronismo.

Na populagdo granulocitica, 96% dos pacientes mostraram no minimo uma
alteracdo, tais como assincronismo de maturagdo, perda parcial de um antigeno ou padrao

de maturagdo totalmente anormal. Em 2007, Lorand-Metze e colaboradores® em um estudo
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envolvendo 31 pacientes e utilizando um painel de 3 cores, encontraram alteragdes na série
granulocitica em 77% dos casos.

No presente estudo, alteracdes no padrdo de maturagdo CD13/CD16 foram os
achados mais freqiientes, sendo vista em 94% das SMD de baixo risco e em 100% dos
casos de alto risco. O aumento do nimero de alteragdes granulociticas teve correlagdo com
o aumento dos mieloblastos e com o aumento das células imaturas CD34"/CD117".

Wells e colaboradores'® destacam que uma das alteragdes imunofenotipicas mais
comuns na matura¢do de células mieloides, encontradas em seu estudo com 115 pacientes,
foram a relagdo anormal entre CD13 e CD16 nas células mieloides, semelhante aos
resultados encontrados neste estudo.

A linhagem monocitica apresentou uma alteragdo imunofenotipica em 80% dos
casos estudados, sendo que foram mais freqlientes nas SMD de alto risco. As alteragdes
mais comuns foram o aumento absoluto de mondcitos, alteracdo do padrao HLA-DR/CD33
e a expressio de CD16". A co-expressdo de CD34, representando um assincronismo de
maturacao, foi observado com menor freqiiéncia.

Lorand-Metze e colaboradores™ também evidenciaram esta monocitose e 0 aumento
proporcional de mondcitos CD16", favorecendo assim, o aumento de células maduras e
ativadas no compartimento de monécitos. A elevagido de mondcitos CD16" foi encontrada
em infecgdes virais, pois estas células sdo consideradas como pré inflamatoérias, com
capacidade migratéria e de produgdo de citocinas. **°

Os precursores B estavam diminuidos ou ausentes nos casos com mais alteragdes
monociticas € nos com caridtipo desfavoravel. O numero total de alteracdes monociticas
encontradas neste estudo teve correlacio com o IPSS, assim como relatado na
literatura. %%

O aumento de células CD34 nas SMD é considerado um marcador de diagnostico e
prognoéstico neste grupo de desordens clonais. Varias anormalidades fenotipicas t€ém sido
descritas nestas células e estdo mais freqiientemente relacionadas com a agressividade do
caso e pior prognostico. > 7+192138
Na MO, as células CD34" representam uma populagio heterogénea de células

precursoras comprometidas principalmente com a linhagem mielomonocitica e precursores
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de células B. Entretanto, h4 um subgrupo minoritario entre as células CD34" composto por
células precursoras dendriticas linfoides, basofilicas, entre outras. 2% 2

Diversos estudos tém demonstrado a diminuicdo das células progenitoras B nas
SMD. Este parametro tem sido proposto para diagnostico diferencial em SMD de baixo

. o . 20-21,36-38,42
risco com cariotipo normal e sem desordens clonais presentes. 2°2'2%%

No presente
estudo, estas células foram encontradas no subtipo de SSC baixo na regido de blastos e
possui o fenétipo CD34"/CD19".

Na medula 6ssea normal foram encontrados dois subtipos bem definidos na regido
de gate de blastos: uma apresentando SSC alto (subtipo 1) correspondendo aos mieloblastos
(CD34"/CD117" ¢ CD34"/CD13"), e a outra com SSC baixo representando os precursores
de células B (CD34/CD19", subtipo 2).

Nas SMD, ambos os subtipos puderam ser encontrados. Com o aumento de blastos
na MO ¢ do numero de células CD34" houve aumento dos mieloblastos (SSC alto,
CD34/CD117" ¢ CD34"/CD13") e da populagio que compde o subtipo 2, porém a
quantidade de precursores de células B (células CD34/CD19") permaneceram baixas
independentes do tipo OMS e IPSS, e ausentes em 46% dos casos com SMD.

O maior numero de células no subtipo 2 nos casos de alto risco deve-se as células
CD347/CD117 e CD34"/CD13". O incremento das células CD34"/CD13 foi proporcional a
porcentagem de blastos medulares, ao aumento das células CD34" totais e com o grau de
IPSS. Este fendmeno correlaciona com a diminui¢do de leucdcitos e plaquetas, sugerindo
que se trata de um bloqueio de maturagio como ¢ visto nas leucemias agudas. *'>°

Isto nos faz concluir que nas SMD, ao contrario da MO normal, o subtipo 2 pode
conter, além das células precursoras B, precursores nao linféides que aumentam junto com
os mieloblastos. Em casos com numero de blastos muito elevado, ambos os subtipos sdo
mais dificeis de separar. Essas células precursoras podem ainda estar ou ndo
comprometidas com a linhagem mielomonocitica com deficiéncia de CD13. Portanto, a

diminui¢do do subtipo 2 ¢ uma boa variavel para o diagndstico diferencial somente em

SMD de baixo risco, mas nao em casos mais avancados.

Discussdo
96



A diminuicdo de precursores de células B ¢ caracteristica de todos os tipos de SMD,
confirmando a hipotese que um defeito intrinseco da producao das células B ¢ um evento
precoce nesta desordem clonal, '>-2% 21 36 38,4042

A andlise das células precursoras B, entre todas as células nucleadas, mostrou
quantidade de células igualmente baixas ou ausentes em todos os tipos OMS. Contudo,
quando analisadas entre as células CD34", os precursores B apresentaram diminui¢do no
seu numero com o aumento das células CD34", podendo ser esta a causa da discrepancia do
numero de células precursoras B entre os varios tipos OMS, encontrados na literatura.
20,36,38, 42

Ogata e colaboradores™ mostraram em seus estudos que somente a reducio destas
células ndo ¢ suficiente para um diagnostico apropriado e que se faz necessario o uso de
aberracdes fendtipicas nestas células para definir o diagndstico.

Alteragdes na populacdo de blastos foram encontradas em 83% dos casos sendo que
a diminuicdo dos precursores B foi predominante em todos os tipos de SMD. A andlise
quantitativa de todos os tipos celulares presentes no gate de blastos das SMD por citometria
de fluxo ndo ¢ somente significante para o diagnodstico de pacientes com citopenias
periféricas e caridtipo normal, mas também dé importantes informagdes prognosticas como

19,23,38,42
Estas

as que tém sido demonstradas pela maturacdo anormal dos granulocitos.
variaveis de citometria de fluxo sdo facilmente obtidas e podem fornecer informagdes tuteis
para indicag@o de novos tratamentos assim como o momento do transplante de MO.

No presente estudo, outras alteragdes como a diminuicdo de precursores de células
dendriticas linféides e o aumento de basoéfilos foram detectadas para auxiliar o diagndstico
de SMD. Matarraz e colaboradores® relataram que o aumento de precursores imaturos
estava associado com a diminuicdo do numero de precursores de células dendriticas
linfoides e basofilicas.

Anormalidades celulares detectadas pela citometria de fluxo nao sio
necessariamente especificas de SMD, mas fornecem evidéncias complementares de
alteraco de maturagio para aquelas obtidas pela morfologia.'*

Assim, com o painel sugerido neste estudo foi possivel detectar um total de 16

alteracdes imunofenotipicas, sendo que nas populagdes mielomonociticas foram 8

alteragdes, na populacao de blasto 6, e nas populagdes minoritarias 2 alteracdes. Com este
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painel foi possivel detectar no minimo 3 alteragdes, conforme critério da OMS para SMD,
em 91% dos casos estudados.
As anormalidades detectadas em pacientes SMD foram diferentes de caso para caso,

315 De modo similar

como ¢ observado nas expressoes aberrantes nas leucemias agudas.
ao adotado por Wells e colaboradores '°, as alteracdes foram categorizadas e a soma delas
considerada, em vez de se concentrar na diferenca antigénica individual.

As SMD com alteragdes citogenéticas de alto risco apresentaram mais alteracdes
imunofenotipicas. Dos casos analisados, 77% apresentaram cariotipo normal e alteragdes
fenotipicas em todos eles, sendo que 56% tiveram 6 ou mais alteracdes. Esses dados
reforgam a importancia da citometria quando o caridtipo ¢ normal.

Muitas alteragdes imunofenotipicas em pacientes com anormalidades citogenéticas
de alto risco foram demonstradas em outros estudos, assim como pacientes com caridtipo
favoravel apresentaram menos alteragdes imunofenotipicas. Pacientes com caridtipo normal
também apresentaram anormalidades imunofenotipicas. '**°

Assim, a analise por citometria de fluxo pode ser especialmente util para a avaliagao
de risco das SMD nos pacientes com citogenética normal, com o minimo de alteragdes
displasicas identificadas pela morfologia e com contagem baixa de blastos.'*!

Stetler-Stevenson e colaboradores” sugerem que duas ou mais alteracdes por sub-
populagdes sdo especificas de SMD. Entretanto, displasias em duas ou mais linhagens
também tém sido descritas, por exemplo, em casos de desnutri¢do, no uso de drogas
citotoxicas ou imunosupressoras, abuso de alcool e deficiéncia de vitamina B12 ou acido
folico™.

Estudos anteriores mostram que o numero de alteragdes identificadas pela
citometria de fluxo aumenta com a progressdo da doenga ou correlacionam com
caracteristicas morfoldgicas, citogenéticas e IPSS. A identifica¢do de alteracdes mieldides,
monociticas e imunofendtipos anormais nos mieloblastos de pacientes com SMD pela
citometria de fluxo pode acrescentar significado prognostico, além daqueles obtidos pela
morfologia e citopenias. '*2%4%*

. 41 ~
Stachurski e colaboradoes™ observaram em seus estudos que algumas alteragdes

que qualificariam um caso como anormal, tais como a expressdo de antigenos linféides nos
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blastos, poderia somente ser detectado pela citometria de fluxo, especialmente quando a
porcentagem de blastos era baixa.

No presente estudo, o nimero de alteragdes aumentou proporcionalmente com a
porcentagem de blastos na citologia, com as células CD34", células CD34"/CD13", com as
células imaturas ndo linféides e correlacionou com o IPSS e com a classificagio OMS. A
diminui¢do de células precursoras B e da hemoglobina teve correlagdo com o aumento do
numero das alteragdes.

Wells e colaboradores'” demonstraram que a quantidade de anormalidades
fenotipicas na maturagdo mieldide, monocitica e blastos tiveram boa correlagdo com a
pontuagdo IPSS. Além disso, em pacientes com SMD submetidos a transplante alogénico, a
pontuacdo das alteragcdes utilizada para avaliar a expressdo anormal de antigeno teve
correlagio com os resultados pos-transplante'”.

Van de Loosdrecht e colaboradores*® mostraram evidéncias de que a citometria de
fluxo identifica pacientes com alteracdes na linhagem mielomonocitica, embora sejam
classificados como AR unilinhagem com ou sem sideroblasto em anel pela morfologia.

A andlise por citometria de fluxo permite identificar pacientes com cursos clinicos
distintos, ndo determinados pelo sistema de pontuacdo prognostica cldssico. Estas
observagdes podem contribuir para defini¢do de novos subgrupos de SMD e idealizar um
sistema de pontuacdo progndstica que considere as alteragdes imunofenotipicas, com
conseqiiéncias nas decisdes de tratamento em um futuro proximo. '**

Embora um amplo painel tenha utilidades no estudo imunofenotipico das SMD pela
citometria de fluxo, o uso consciente de um painel preciso de 10 anticorpos, com
combinagdes que permitiram uma ampla andlise multiparamétrica nos diversos grupos
populacionais da MO, propiciou a detecc¢do de 16 alteragdes distintas.

Vale salientar que o CD45 estava presente em todas as combinagdes, o que
possibilitou a separagdo das populagdes pelo SSC/CD45 ¢ a investigagdo da expressao dos
antigenos em cada uma delas. A diminuicdo do SSC pdde ser visualizada em todas as
combinag@es, por causa da presenca do CD45. E fundamental o uso de controles normais
para se estabelecer os padrdes alterados.

A combinacdo HLA-DR/CD14/CD45/CD33 permitiu a analise quantitativa e

qualitativa dos mondcitos, ¢ do assincronismo de HLA-DR/CD33 nos granuldcitos
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maduros. Os  blastos foram  extensamente estudados pela  combinacdo
CD19/CD34/CD45/CD117 na qual foi determinada a presenga ou auséncia de células
precursoras B, aumento de células CD34" totais, mieloblastos CD34/CD117", e células
imaturas CD34"/CD117". Além de possibilitar o estudo da expressdo anomala de CD34 nos
granuldcitos € monocitos.

A combinagdo CDI16/CD34/CD45/CD13 possibilitou o estudo do padrao de
maturagio mielomonocitico, a quantificagio de células CD34", a determinacéo do fenotipo
CD347/CD13", além de permitir a investigagio da expressio andmala de CD34 nos
granulécitos e monocitos, ¢ a quantificagio de monocitos CD16". As alteragdes nas
populagdes minoritarias foram determinadas pela combinacao HLA-
DR/CD123/CD45/CD33.

Dessa forma, as combinagdes que mais forneceram informacdes relevantes foram:
CD19/CD34/CD45/CD117 e CDI16/CD34/CD45/CD13. Possivelmente o estudo de
expressdes andmalas com marcadores linfoides e do assincronismo de maturagcdo nas
células CD34 positivas, poderia fornecer dados progndsticos mais importantes do que a
quantifica¢do de populagdes minoritarias.

As expressdes de antigenos linfoides aberrantes nos blastos, independentemente,
colocariam o caso de SMD dentro da categoria anormal pela avaliagdo da citometria de
fluxo. No estudo de Stachurski e colaboradores*', tais altera¢des foram mais freqiientes em
SMD de alto risco do que nas de baixo risco e a expressao do CD56 em mais de 25% de

, C . [ . . . . . T 31-33,41
células mieldide e monociticas foi praticamente exclusiva nas dispoieses mieloides ~ =",
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7. CONCLUSOES

O painel aplicado foi capaz de distinguir uma mediana de 7 (2-15) alteragdes/caso,

das 16 possiveis.

E necessario ter padroes de controle normal para distinguir o que ¢ anormal nas SMD.

Os resultados sdo otimizados com o uso do CD45 em todas as combinagoes.

O painel, embora tenha 10 anticorpos foi suficiente para realizar o diagndstico de

SMD em 91% de nossos casos.

A citometria de fluxo pode ser especialmente util para a avaliagao de risco das SMD

nos pacientes com citogenética normal e com contagem baixa de blastos.

O painel aplicado permitiu a deteccdo de caracteristicas associada com a
agressividade dos casos como:

o aumento do niumero de alteragdes imunofenotipicas,

o aumento das células CD34",

o aumento dos mieloblastos ,

o aumento das células precursoras imaturas.

Assim, propdes-se o seguinte painel para a rotina laboratorial de diagndstico de SMD:

Combinacao de anticorpos monoclonais
HLA-DR FITC/CD14 PE/CD45 PerCP/CD33APC
CDI19 FITC/CD34 PE/CD45 PerCP/CD117APC
CDI16 FITC/CD34 PE/CD45 PerCP/CD13APC
HLA-DR FITC/CD123 PE/CD45 PerCP/CD33APC
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9. ANEXOS

QUESTIONARIO - Data da Coleta: _ /_/

Nome do Voluntario:

HC:

Idade:

Data de nascimento:

Sexo: : [] Feminino [ Masculino

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

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

0O SIM
0O SIM
0O SIM
O SIM
0O SIM
0O SIM
O SIM
O SIM

SMD

Avaliacao das caréncias vitaminicas: dosagens de ferro sérico, transferrina e
ferritina, acido félico e vitamina B12.

Avaliacao da funcao da tiredide: dosagens de T4L e TSH.
Avaliacao da funcio renal: uréia, creatinina e clearance da creatinina.
Avaliacio da funcio hepatica: transaminase, bilirrubinas, eletroforese de
proteinas séricas e do tempo de protrombina.

Avaliacao das doencas auto-imunes: células LE, fator anti-niicleo, fator
reumatoide, fator anti-DNA, Coombs direto e indireto.

Avaliacio das doencas infecciosas: sorologias para toxoplasmose,
mononucleose infecciosa, hepatite B e C, citomegalovirus e HIV.
Investigacio das doencas neoplasicas: raio-X térax e ultrasonografia
abdominal.

Investigacdo da hemoglobinidria paroxistica noturna: teste de Ham e da

sacarose.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto: Avaliacdo multiparamétrica por citometria de fluxo de um painel

racionalizado de quatro cores para o diagnostico de Sindromes Mielodisplasicas.

Responsaveis pelo projeto:  SUIELLEN CARVALHO REIS ALVES
Profa. Dra. IRENE LORAND-METZE

Eu, , 1dade: ,

Data de Nascimento: , RG: , HC:

Residente a Rua/Av.:

, Telefone:

Concordo em participar do presente estudo, apds estar absolutamente esclarecido (a)
dos propositos do mesmo.

Responsavel pelo sujeito de pesquisa:

Idade: , RG: , Grau de Parentesco:

Residente a Rua/Av.

Telefone:

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

Deveremos coletar aproximadamente 2 ml de aspirado de medula para a andlise
imunofenotipica com a finalidade de comprovar alguma alteracdo na maturagdo da
linhagem monocitica.

Eventualmente, o senhor(a) serd 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 voluntario estara sujeito ao participar do estudo sdo equimose
(mancha roxa) e/ou dor no local da aspiragdo medular. Este estudo ndo oferecera ao
voluntério outros riscos importantes.

O beneficio esperado na sua participagdo seria a sua contribui¢do para melhor
entendimento desta doenca e conseqlientemente um diagndstico mais eficaz.

Outras informacoes:

a. Havera reembolso de gastos com transporte, em conseqiiéncia de
convocagdo para comparecimento ao hospital, exclusivamente para a
pesquisa.
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O voluntario estard livre para desistir do estudo a qualquer tempo, mesmo
que inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

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

O material colhido neste estudo serd 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 deverd ser novamente submetido a
apreciagdo do CEP.

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

A sua discordancia em participar do estudo ndo lhe acarretard nenhum
prejuizo em qualquer outro tratamento ou procedimento que possa necessitar
futuramente em qualquer servigo de nosso hospital.

Qualquer tipo de queixa ou reclamagﬁo 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 pos-graduagao Orientadora
Fone: (19) 3521-8671 Fone: (19) 3521-8740
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas e hematoldgicas dos pacientes com SMD cont..

Casos OMS Sexo Idade Hb(g/dl) Segx109l Plt x109 Cariotipo Blastos MO(%) IPSS
1 AREB-II F 43 10 0,6 78 48 XX, +5, +20 17 INT-2
2 AREB-II M 69 8,8 2,1 39 47 XY, +8, del(21)(g22) 12 HIGH
3 AREB-| M 73 13 2 139 normal 55 INT-1
4 CRDMSA F 69 79 0,5 87 normal 2 INT-1
5 AREB-II F 40 9,4 2,3 198 normal 13 INT-2
6 CRDMSA M 93 10 41 220 normal 1,5 LOW
7 CRDM M 63 13,8 1,9 104 normal 1,5 LOW
8 CRDMSA M 77 8,9 2,2 221 normal 0 LOW
9 CRDM M 40 8,3 1,3 17 normal 1 INT-1
10 AREB-II M 64 51 4,3 841 normal 20 INT-2
11 CRDM F 54 15,1 1,2 236 normal 1 LOW
12 SMD del(5q) F 36 6,2 2,1 277 46XX,del(5)(q13) 2 LOW
13 CRDM M 60 8,1 2,9 262 normal 3 LOW
14 CRDM M 29 6,6 2,2 199 normal 2 LOW
15 CRDMSA F 74 8,4 2,1 419 normal 0 LOW
16 CRDM M 59 16,1 1,8 137 normal 3 LOW
17 CRDM M 59 16,2 0,9 179 normal 2,5 LOW
18 CRDM F 34 13,3 0,5 120 normal 1 LOW
19 CRDM M 33 12,2 0,7 53 45XY -7 3 INT-2
20 CRDM M 30 15,1 89 normal 2 INT-1
21 AR M 80 13,2 42 229 normal 1 LOW
22 CRDM F 46 15 2 116 normal 2,5 LOW
23 AREB-| M 73 8,5 2,1 79 normal 6,6 INT-1
24 CRDM F 67 10,2 0,9 228 normal 0,5 INT-1
25 AREB-| M 58 71 0,9 77 normal 8,5 INT-1
26 AR F 62 12,2 2,9 181 nao avalidvel 0 nao avalidvel
27 CRDM F 37 12,2 1,4 226 normal 4 LOW
28 CRDMSA M 69 10,2 5,3 322 normal 0 LOW
29 CRDMSA M 62 10,4 0,9 26 normal 3 LOW
30 CRDM F 60 8 1 258 normal 0 INT-1
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas e hematologicas dos pacientes com SMD

Casos OMS Sexo Idade Hb(g/dl) Segx10%1 PIt x109 Cariotipo Blastos MO(%) IPSS
31 CRDM M 41 9,6 1,3 157 47XY,+8 0 INT-1
32 CRDM M 27 73 2,2 248 Normal 0 LOW
33 CRDM M 49 12,8 2,2 116 47XY,+8, 20,1(20;21)(p11;p13) 0 LOW
34 AREB-I| F 64 9,7 1,6 25 complexo 19 HIGH
35 CRDMSA M 55 75 1,7 854 normal 0 LOW
36 SMDdel(5q) F 79 8,1 2,4 746 46XX, del(5)(q13) 0 LOW
37 AREB-I M 64 9 0,7 51 normal 8 INT-1
38 AREB-I F 53 10,6 1,7 55 normal 7,5 INT-1
39 AREB-I| M 69 10,6 0,8 84 normal 12 INT-2
40 CRDM M 51 5 0,3 7 46XY, 15p+ 0 INT-1
4 CRDM F 32 9,8 0,6 269 normal 0 INT-1
42 AREB-I| F 70 10,5 1 115 46XY,t(3;12)(p22;q24),del(5)(31),i(17)(q10) 12,5 INT-1
43 AREB-| M 74 7,1 3,7 20 normal 8 INT-1
44 CRDM F 23 8,4 1,1 34 normal 0 INT-1
45 CRDM M 81 75 0,7 108 46XY 4 INT-1
46 AREB-I M 67 6,6 1,1 28 normal 9 INT-1
47 CRDM F 84 10,5 3,5 262 normal 3 LOW
48 AREB-I| M 77 13,5 1,3 30 45,XY,del(1)(q21),t(1;7)(q21;p12),-7,1(7;11)(p21;q13),-11 9,5 INT-2
49 CRDM F 85 9,4 1,2 258 normal 0 INT-1
50 AREB-I| M 70 11,7 1 112 normal 16 INT-2
51 CRDM F 43 10,8 0,8 310 normal 0,5 LOW
52 AREB-I| F 44 7,7 0,9 16 45XX,-7 12 HIGH
53 CRDM F 80 6,5 1,3 285 normal 25 INT-1
54 CRDMSA M 74 4.8 2,5 456 normal 3 LOW
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Tabela 2: Caracteristicas imunofenotipicas dos pacientes com SMD - Série Granulocitica (IMF) cont...

Promieldcitos Mieldcitos Metamieldcitos Neutrdlifos Metamieldcitos/Neutrofilos
HLA- HLA-

Casos SSC CD13 CD16 CD33 DR CD13 CD16 CD33 DR CD13 CD16 CD13 CD16 CD33 HLA-DR CD34
1 598 570 83 400 17 392 9 1
2 546 160 132 93 8 65 5 1
3 594 348 333 198 10 135 5 0
4 556 0
5 447 535 172 244 10 127 5
6 403 118 13 272 321 29 21 78 8 17 237 116 6097 30 4
7 494 597 605 308 18 210 7
8 447 56 25 321 205 8 14 160 11 12 162 196 1997 127 5
9 517 169 12 963 458 20 8 578 7 33 64 171 955 328 3
10 538 386 11 250 148 13 11 117 8 12 90 104 1016 65 3
11 402 330 20 519 257 12 24 269 17 18 203 279 2490 198 7
12 390 150 13 568 450 27 16 270 12 36 120 149 1094 189 4 0
13 531 220 19 263 370 26 14 129 18 51 230 396 2420 94 4 1
14 566 181 20 436 97 36 16 196 8 48 152 216 1097 118 4 0
15 404 207 15 189 95 47 16 98 18 63 157 214 1231 104 6 1
16 447 138 16 338 316 7 15 128 8 8 122 58 1017 33 4 0
17 570 143 14 378 262 13 15 193 7 8 99 137 924 31 4 0
18 479 185 12 451 124 4 9 207 6 5 75 33 560 65 3 0
19 667 133 11 292 35 6 10 191 9 13 164 75 958 106 4 0
20 425 222 14 48 301 31 13 33 8 32 59 101 433 16 3 0
21 388 73 16 226 879 6 11 49 5 19 172 68 1123 4 5 0
22 478 191 25 128 826 4 23 45 9 2 319 37 1679 4 5 0
23 296 144 13 211 147 5 9 266 10 11 143 67 5 0
24 418 324 17 250 243 14 10 89 7 21 69 136 490 42 3 0
25 361 389 27 236 810 9 22 96 23 18 190 180 1813 23 9 0
26 462 235 34 285 627 61 34 144 23 72 369 203 3471 108 9 1
27 340 250 15 540 524 39 17 261 13 49 148 166 1246 165 5 0
28 263 302 10 511 107 39 6 196 8 58 91 333 710 119 2 0
29 274 251 19 284 112 12 21 111 9 11 113 61 555 28 5 0
30 573 215 24 169 243 13 14 69 9 21 163 90 1272 13 6 1
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Tabela 2: Caracteristicas imunofenotipicas dos pacientes com SMD - Série Granulocitica (IMF)

Promieldcitos Mieldcitos Metamielocitos Neutrélifos Metamieldcitos/Neutrdfilos
HLA- HLA-

Casos SSC CD13 CD16 CD33 DR CD13 CD16 CD33 DR CD13 CD16 CD13 CD16 CD33 HLA-DR CD34
31 664 53 17 157 182 4 12 32 12 5 82 18 508 11 5 0
32 376 262 14 158 166 17 11 68 8 24 84 97 978 49 3 0
33 699 35 11 22 58 4 8 12 6 6 79 19 682 7 3 0
34 307 94 12 116 154 3 9 62 10 4 51 20 479 11 10 1
35 404 121 10 73 338 2 339 A4 5 5 188 76 1198 3 4 0
36 324 231 17 407 296 13 10 193 12 40 136 346 1251 67 5 1
37 478 71 10 164 194 5 7 122 10 17 102 59 753 44 3 1
38 525 101 17 219 117 7 26 90 9 16 345 105 2091 37 4 0
39 429 60 10 277 75 10 9 242 9 10 66 20 409 94 4 0
40 5711 73 10 80 80 11 15 22 7 4 86 24 637 8 588 0
41 358 252 7 139 190 7 10 55 7 9 67 32 566 32 3 0
42 227 52 8 209 130 33 4 91 6 10 47 35 483 51 2 0
43 388 96 8 52 257 7 11 46 10 8 117 37 816 31 5 0
4 622 73 18 119 619 7 13 36 18 8 65 44 570 16 8 0
45 339 110 13 206 640 48 14 143 20 7 286 42 2223 47 7 0
46 407 111 33 26 158 9 20 19 40 6 87 12 636 22 10 0
47 404 77 8 104 883 9 9 52 22 12 66 36 357 43 5 0
48 585 41 13 55 323 9 15 51 23 10 128 36 799 22 8 0
49 486 35 14 32 286 5 14 24 19 5 150 45 2221 14 7 0
50 340 65 9 35 354 7 8 18 31 8 216 30 1773 13 8 0
51 560 89 17 91 861 22 14 49 30 24 141 69 931 27 11 0
52 158 365 2 33 216 57 5 27 21 328 9 350 174 10 6 1
53 331 107 26 219 1022 6 18 110 40 7 79 34 470 29 20 1
54 609 34 13 11 155 31 154 59 1701 9 17 0
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Tabela 3: Caracteristicas imunofenotipicas dos pacientes com SMD - Série Monocitica (IMF)

Casos %Mondcitos %Mondcitos CD16 CD33 HLA-DR CD34 Casos %Mondcitos %Mondcitos CD16 CD33 HLA-DR CD34

1 0,3 0,1 953,5 173,2 1 31 7,0 0,6 90,0 103,5 0
2 47 0,2 553,1 303,1 1 32 2,9 0,6 3279 732 0
3 2,7 0,3 685,6 2442 0 33 5,7 1,3 31,2 1141 0
4 1,7 0,1 0 34 9,2 0,3 121,9 99,5 1
5 1,6 0,2 572,6 98,9 35 1,1 0,2 30,7 163,2 1
6 2,0 0,7 383,9 212,9 36 0,9 0,2 638,0 1039 1
7 4.1 0,3 1063,0 197,2 37 57 0,6 191,2 86,8 1
8 2,5 0,2 762,4 125,5 38 44 0,8 2306 57,7 0
9 0,6 0,1 1876,5  261,7 39 2,7 0,2 2766 24,8 0
10 8,2 1,3 2475 56,6 40 1,9 0,4 65,8 29,1 0
11 2,5 0,3 1256,2  207,0 4 2,5 0,2 163,3 91,2 0
12 3,3 0,1 986,5 52,9 0 42 1,1 0,1 2192 128,6 0
13 2,0 0,2 4734 164,2 1 43 2,4 0,9 135,7 307,8 0
14 1,9 0,2 761,9 166,0 0 44 3,1 0,5 109,1 2271 0
15 3,1 0,2 776,5 35,8 1 45 9,5 1,9 327,3 662,8 0
16 1,6 0,1 458,6 48,0 0 46 3,8 0,3 164,5 3483 1
17 1,6 0,2 594,7 86,8 0 47 1,0 0,2 168,8 337,7 0
18 57 0,3 162,3 28,1 0 48 7,8 0,9 108,3 557,0 0
19 20,2 0,5 309,2 61,2 0 49 2,2 0,8 73,5 128,4 0
20 3,7 0,6 28,9 101,8 0 50 10,8 49 69,1 644,3 0
21 17,2 12,1 1779 980,9 0 51 5,8 0,9 332,0 150,0 1
22 1,5 0,1 57,5 2212 0 52 0,3 0,1 36,8 4828 1
23 1,3 0,1 306,9 107,6 1 53 2,1 0,9 2779 5788 1
24 3,7 0,2 276,4 28,1 0 54 47 1,3 21,9 5130 0
25 0,9 0,1 496,5 497,8 0

26 1,9 0,4 708,9 503,5 1

27 3,0 0,2 7429 134,6 0

28 2,0 0,2 723,8 16,0 1

29 1,3 0,2 2721 81,4 0

30 0,6 0,2 227,7 96,7 0
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Tabela 4: Caracteristicas imunofenotipicas dos pacientes com SMD - Gate de Blastos (%) cont...

Gate CD123+/HLA- CD123+/HLA-
Casos Blastos CD34+ CD34:CD19+ CD34+/CD13+ CD34+/CD13- CD34+/CD117- CD34+/CD117+ DR- DR+
1 11 10 1,7 0,7 3,5
2 14 10,9 0,6 0,3 4
3 2,4 2,4 12,7 0,7 0
4 28 2 0 02 05
5 7,6 7,1 0 0,6 0,1
6 0,6 0,6 1,7 0,4 0,2 0,6 0,1
7 1,2 1,3 0 0,4 0,1
8 0,8 0,3 0 0,4 0,1
9 3,2 2,5 0 0,1 0,1
10 10,4 42 0 0,2 0,2
11 2,7 2,7 1,9 0,1 0,6
12 1,9 1,6 3,8 1 0,4 0,7 0,2
13 2,5 2,6 0,4 1,6 0 0,4 0,1
14 3,1 1,5 28,6 0,2 0,2 0 0,3
15 1,1 0,7 0 0,4 0 2,1 0
16 1,5 0,7 36,1 0,2 0,3 0,1 0,1
17 1,9 1,6 18,5 0,7 0,2 0,2 0,2
18 1,6 1,1 17 0,2 0,5 0,4 0,2
19 3,3 1,1 0 1 0,3 0,3 0
20 2 0,8 0 0,5 0,1 0 0,7 0,1 0,1
21 1,1 0,6 0 0,1 0 0 0,9 0,1 0
22 2,6 1,2 17,1 0,3 0,5 0,5 0,6 0,2 0,2
23 6,9 6,9 2,9 5,1 0,7 0,2 6,2 0,1 0,1
24 1,3 0,9 27,8 0,3 0,4 0,1 46 0,2 0,3
25 8 6,3 0 39 1,1 0,2 3,5 0,7 0,5
26 0,4 0,4 0 0,4 0 0 0,4 0,1 0,1
27 3,9 3,4 8 0,9 0 0 1,1 0,2 0,3
28 0,3 0,2 0 0,2 0 0 0,2 0,6 0,1
29 3,1 2,4 1,2 0,1 0,1 0 0,1 0,1 0
30 0,5 0,5 0 0,4 0,1 0 0,5 0,1 0,2
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Tabela 4: Caracteristicas imunofenotipicas dos pacientes com SMD - Gate de Blastos (%)

Gate CD123+/HLA- CD123+/HLA-

Casos Blastos CD34+ CD34+CD19+ CD34+/CD13+ CD34+/CD13- CD34+/CD117- CD34+/CD117+ DR- DR+
31 0,9 0,1 0 0,1 0,1 0 0,2 0,1 0
32 0,8 0,7 15,4 0,2 0,1 0 0,6 0,2 0,1
33 0,1 0 0 0 0 0 0 0,2 0,1
34 13,9 10,9 0,3 6,4 7,6 2,8 8,2

35 0,7 0,7 3,1 0,2 0,5 0,1 0,7 0,3 0
36 1,8 1,4 0 1,5 0,6 0,4 2 0,3 0,1
37 7,7 43 3 2,4 2,3 1,9 2,4

38 43 2,2 3,1 0,3 1,2 0,1 2,2

39 9,9 45 0 2 2,5 0,2 3,3

40 0,6 0 50 0 0 0 0

4 2,3 1,1 21,1 0,8 0,4 0,2 0,7

42 13,6 13 0 9,4 3,6 0,1 12,9

43 4 2,4 0,9 1,2 0,9 0,5 1,9

44 0,6 0,1 50 0 0 0,1 0,1

45 1 0,6 49 0,3 0,2 0,1 0,5

46 47 3,6 1,7 0,3 3,3 0,4 2,7

47 1,9 1,1 0 0,6 0,4 0,2 0,6 0,3 0,4
48 1,1 0,5 3,8 0,4 0,1 0,1 0,3 0 0,5
49 1,3 0,2 13 0,1 0,1 0,2 0,2 0,7 0,3
50 0,6 0,6 0 0,1 0,4 0,1 0,4

51 1,6 0,2 12,5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,5 0,2
52 10,2 0,8 0 0,7 0,1 0,2 1,4 0,6 0,3
53 6,8 53 0 3,4 1,9 1,9 3,4 0,7 0,6
54 5 3 1,4 2,9 0 2 0,8 0,8 0,1
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Tabela 5: Total de alteragdes imunofenotipicas encontradas nos pacientes com SMD

N2 de Alteracoes Imunofenotipicas

N2 de Alteragdes Imunofenotipicas

Casos Granulécitos Mondcitos CD34 Basdfilos Cel. Dendr. Linf. Total Casos Granuldcitos Monécitos CD34 Basofilos Cel. Dendr. Linf. Total
1 2 2 2 1 1 8 31 2 2 1 0 1 6
2 1 3 2 0 1 7 32 1 1 0 0 0 2
3 1 1 1 1 1 5 33 1 2 1 0 1 5
4 0 0 2 0 1 3 34 4 2 6 12
5 1 0 2 1 0 4 35 3 1 2 1 1 8
6 2 1 1 1 0 5 36 2 2 5 0 0 9
7 1 1 1 1 1 5 37 2 3 6 11
8 1 0 1 1 0 3 38 1 2 4 7
9 2 2 2 1 1 8 39 3 1 5 9
10 1 3 2 0 0 6 40 2 2 0 4
11 3 0 2 0 1 6 41 3 0 1 4
12 2 1 3 1 0 7 42 2 0 5 7
13 3 1 3 1 1 9 43 4 2 5 11
14 1 0 0 1 0 2 44 2 1 0 3
15 4 2 1 1 1 9 45 4 3 1 8
16 1 1 0 0 0 2 46 4 3 4 11
17 0 0 2 0 0 2 47 3 1 2 0 1 7
18 2 2 0 1 0 5 48 2 3 1 1 1 8
19 2 2 2 1 1 8 49 2 1 0 1 1 5
20 2 2 1 0 0 5 50 3 3 1 7
21 3 3 2 0 1 9 51 2 3 0 1 0 6
22 2 0 0 0 0 2 52 3 2 3 1 0 9
23 3 1 5 0 1 10 53 4 3 6 1 1 15
24 3 2 1 0 0 6 54 2 3 4 1 1 11
25 3 2 5 1 1 12
26 3 3 1 0 0 7
27 3 0 4 0 0 7
28 3 2 1 1 1 8
29 2 0 2 0 1 5
30 3 1 1 0 0 5

Anexos

125



e R R N

55

NEOPLASMA 56, 5, 2009

doi: 10.4149/neo_2009_05_435

435

VARIATION OF BONE MARROW CD34+ CELL SUBSETS IN
MYELODYSPLASTIC SYNDROMES ACCORDING TO WHO TYPES

S. C.REIS, E TRAINA, K. METZE, S. T. O, SAAD, L LORAND-METZE'

Faculty of Medicine, State University of Campinas, BR - 13081-970 Campinas - 5P Brasil, e-mail: ilmetze@unicamp.br

Received November 11, 2008

Bone marrow (BM) hematopoietic progenitor cells (CD34+) are a heterogeneous population with varying degrees of
commitment and maturation to several cell lineages. [n myelodysplastic syndromes (MDS), this population is increased. We
examined the major cell types found in the blast gate by flow cytometry in newly diagnosed patients with MDS, compared
them to normal BM and studied their variation according to WHO type. Two subsets defined by S5C were found both in
normal BM and MDS, corresponding to myeloblasts and B-cell precursors, The number of B-cell precursors among all nucle-
ated cells was equally low, independent of WHO type. However, the subset with an intermediate SSC, but CD117, CD13 and
CD19 negative increased with the rise of myeloblasts. Concomitantly, the ratio between CD34+/CD117+/CD34-/CD117 +
increased. These two features are consistent with the maturation block occurring in the progression of the neoplastic clone.
We conclude that the quantitative analysis of the cell types present in the BM blast gate by flow cytometry is not only im
portant for the diagnosis of MDS in patients with peripheral cytopenias and a normal karyotype, but gives also important

prognostic information of the patients

Key words: myelodysplasia, hematogones, blasts, SSC, WHO fype, CD34+ cells

Flow cytometry has been used in MDS to examine not only
the maturation abnormalities of the myelomonocytic lineage,
but also to quantify CD34+ hemopoietic progenitors [1-7].
Several kinds of phenotypic abnormalities have been detected
in these cells such as aberrant expression of cross-lineage
antigens and asynchronous maturation, as it is also found in
acute myeloid leukermia (LAIPs) [8-10]. Some of them have
been associated with disease progression or a short survival
[1,2,5-7].

A decrease of CD344 B-cell precursors has also been repeat
edly described [4, 11, 12]. Recently, Satoh et al [4] stated that
the proportion of CD34+/CD19+ B-cell precursors among
all CD34+ bone marrow (BM) cells is an easily reproducible
parameter for the differential diagnosis between low-grade
MDS and non-clonal disorders presenting peripheral cytope-
nias. However, the relative changes of the CD34+ cell subsets
among the different WHO types of MDS and the change of the
relation of these subsets during the progression of the disease
have seldom been examined.

" Corresponding author

BM CD34+ cells are a heterogeneous precursor cell popula-
tion with varying degree of lineage commitment, comprising
mainly myelomonocylic precursors, very early erythroblasts,
B-cell precursors (hematogones), and minor subsets such as
immature dendritic cells, etc [13].

In a previous study we have shown that in MDS, a high
SSC of the cells in the blast gate measured by flow cytometry
is associated with a shorter survival of the patients [5].

‘laking into consideration all these data, we examined the
composition of cells in the blast gate in patients with MDS,
compared it to normal BM and studied their variation accord
ing to WHO type.

Patients and methods

BM of consecutive newly diagnosed patients with MDS (45
cases) was examined and compared with normal BM (20 cases)
from donors of allogeneic bone marrow transplantation. Diag-
nosis of MDS was based on peripheral blood (PB) counts, bone
marrow (BM) cytologic smears stained with May- Grinewald
Giemsa and Perls’ stains as well as on karyotype evaluation.
The patients were classified according to the WHO criteria
[14]: 7 cases of refractory anemia, 15q- syndrome, 2 cases of
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sideroblastic anemia, 19 of refractory cytopenia with multiline-
age dysplasia, 6 refractory cytopenias with multilineage dysplasia
with ring sideroblasts, and 10 refractory anemias with excess of
blasts (RAEB). According to the IPSS, 20 cases were low risk, 10
were intermediate-1, 6 were intermediate-2 and 5 were high risk.
In 4 cases, no mitoses could be obtained for karyotyping. As the
sample was small and IPSS could not be performed in all patients,
the cases were grouped into MDS with <5% BM blasts (low risk)
and MDS with >5% BM blasts (high risk) for analysis.

BM was analyzed by multiparameter flow cytometry
using four-color combinations of monoclonal antibodies:
CD19/CD34/CD45/CD117, CD16/CD34/CD45/CDI13 and
HLA-DR/CDI14/CD45/CD33. Immunofluorescence staining
was made using a standardized direct stain-and-then-lyse-
and-wash technique [1]. A minimum of 50 000 events were
acquired for each sample.

The CD34+ cells were separated in the CD34/SSC plot (Fig
1A). This cell population was then displayed on the CD45/S5C
plotin order to examine their expression of CD45 and their lo-
calization in the several lineages separated by this second plot.
In this gate, two subsets of cells could be separated according
to SSC: subset 1 with a high and subset 2 with a low SSC (Fig.
1B} . The total number of CD34+ cells was determined in the
SSC/CD34 plot. Hematogones were analyzed as percentage of
all nucleated cells and of all CD34+ ones. The early maturation
in the myeloid compartment was examined by the expression
of CD34/CD117 (Fig. 2) and CD34/CD13 (Fig 1C) . In this
last combination, 3 subsets could be detected by their expres-
sion of CD45 and §8C: lymphoid precursors (SSC*/CD13-),
SSC "#/CD13- and SSCH"/CDI13+ cells. Data analysis was
made using the PAINT-GATE software (BD-Biosciences).
The mean fluorescence intensity of each antigen and the mean
value for SSC was determined for each cell population. We
also calculated the ratio between CD34+/CD117+ and CD34-

fCD117+ cells (maturation ratio) as well as the ratio between
CD34+/CD117+ cells and the total number of CD117+ cells
as proposed by Pirrucello et al [6]. All patients gave informed
consent, according to the local Ethics’ Committee.

The differences of variables studied among normal BM and
both groups of MDS were assessed by the Kruskal-Wallis’ test.
The correlations among them were studied by the Spearman
rank order correlation. The Winstat software was used.

Results

Median age of the MDS patients was 59 (27 - 80) years.
The features of the several types of cells in the blast gate are
shown in Tables 1 and 2. In normal BM, two subsets of cells
presenting a distinctive SSC were found in the blast gate. The
subset with a higher SSC (subset 1) showed a positive correla-
tion with the CD34+/CD117+ cells (r = 0.74; p< 0.005) but
not the CD34+/CD13+ ones. Subset 2 had a positive correla-
tion with the CD34+/CD19+ cells (r = 0.79; p = 0.0001) and
the subset SSC*/CD34+/CD13- (r = 0.62; p = 0.006). This
subset, corresponding to B-cell precursors, was found in all
normal BMs.

In MDS, both subsets could also be well separated by
their different SSC, independent of WHO type and IPSS
and presented similar values of SSC as in normal BM (Tab.
1). However, in RAEB a “smeared effect” could be observed
(Fig 1B, Fig. 2C). Subset 1 was present in all cases, and was
significantly correlated with the number of blasts in cytology
(r = 0.88; p <0.0005), that of CD34+CD13- cells (r = 0.55;
p <0.0005), that of CD34+CD13+ cells (r = 0.83; p <0.0005),
CD34+/CD117- ones (r = 0.66; p <0.0005) and that of CD34+/
CDI117+ cells (r = 0.81; p <0.0005).

Theratio CD34+/CD117+/ CD34-/CD117+ cells increased
with rise of total CD34+ cells (r = 0.44; p = 0.02), number of
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Figure 1: Analysis of the CDD34+ cells in the combination CD16/CD34/CD45/CI 3 (normal BM). A - separation of the CD34+ cells in the CD34/85C
bivariate plot. B - Localization of the CD34+ cells in the CD45/SSC bivariate plot. Subsetswith a low and a high SSC. C - distribution of the 3 populations:
SSC " [CD34+/CD13- (B-cell precursors) (cyan), SSC"#/CD34+/CIM3- (immature non-lymphoid precursors) (green), and SSCY/CD34+/CD13+

myeloblasts (red).
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Table 1: values of $8C in the several subsets of i ture cells studied

variable Controls MDS with blasts <5%n = MDS with blasts >5% n =9 P value®

N=20 30

% Blasts (cytology) 1.21(0-4) 12.2(5.5-19.0)

S5C of all cells in the blast gate 110 (65-169) 106 (40-239) 113 (78-158) 0.66
SSC subset 1 113 (80-147) 117 (61-166) 107 (73-174) 0.86
S5C subset 2 38 (28-49) 36(23-52) 47 (23-66) 0.15
S5C CD3a D117 76 a5 97 042
SSC CD34+/CD117+ 109 109 107 0.9
Table 2: comparison of the variables studied between normal BM and patients with MDS (median and range)

variable Controls MDS with blasts <5% MDS with blasts =5% Pvalue®

N=20 n=35 n=10

% Plasts {cytology) > 1.21 (0-4) 12.2(5,5-19.5) <0.0005
% cells blast gate 1.26 (0.47-2.3) 1.63 (0.06-3.8) 8.04 (2.4-13.9) <0,0005
% cells SSCh (1) 0.69 (0.24-1.5) 0.81 (0.02-2.77) 6.8(1.6-9.9) <0.0005
% cells 8SC1 (2) 0.16 (0.05-0.6) 0.03 (0-0,79) 0.31 (0-1.96) 0.001
Total CD34+ cells 0.78 (0.47-1.75) 1.18 (0.02-3.38) 6.8(24-109) <0.0005
% CD34+/CD19+ ** 0.14 (0.04-0.53) 0,03 (0-042) 0,05 (0-0.30) 0.01
% CD34+/CD19+/total CD34+ cells 204 (6-35) 11.6(1-36} 1.7(03 - 12.0) =0.0005
BlCD34+/CD13- low 85C 0.11 (0.02-0.32) 0.04 (0-0.44) 0.03 (0-0.51) 0.03
% CD34+/CD11IT+ 0.41 (0-1.13) 0.55 (0,02 - 4.5) 186 (241-8.16) 0.01
Bl CD34+/CD13+ 0.31 (0.11-0.85) 0.26 (0.04-1,63) 450 {2.36-6.43) 0.004
% CD34-/CDL17+ 0.21 {0.02-047) 0.42 (0.05-1.7) 143 (0.18-2.79) 0.009
% CD34+/CDI11T 0.27 (0-0.72) 011 (0-0.48) 1.03 (0.19-2.82) 0.01
Bl CD34+/CD13- high S5C 0.20 (0-0.46) 0.21 (0-0.56) 1.67 (0.69-7.60) 0.003

* Kruskall-Wallis test; ** among all nucleated cells, Based only on the cases where the subset was found

cells in the subset 1 (r = 0.60; p = 0.001), CD34+/CD13+ (r
=0.65; p < 0.0005) and CD34+/CD117+ cells (r = 0.68; p <
0.0005).

‘The percentage of blasts in BM cytology correlated with
the total CD344 cells (r = 0.88; p <0.0005) but also with sub
population 1 (r = 0.76; p < 0.0005}, with the CD34+/CD117+
cells (r = 0.60; p = 0.002) and with the CDD34+CIX13+ ones (r

0.52; p 0.001).

In MDS, subset 2 was observed only in 24/39 cases. Cor
respondingly, the number of B precursors was found in only 21
cases and the SSC*/ CD34+/CD13- cells were found in 29/39
cases. 'Their number was lower as in normal BM but similar
in MDS with a low or a high BM number of blasts (Tab. 2).
However, the percentage of CD34+/CD19+ cells among all
CD34+ ones decreased with the rise of BM blasts, and was
lower in high risk MDS.

Asin normal BM, in MDS, subset 2 presented a correlation
with CD34+/CD19+ cells (r = 0.62; p <0.0005) and with

that of SSC*/CD344+/CDI13- cells (r = 0.87; p<0.0005).
However, although CD344/CD19+ cells and S8C*/CD344/
CD13- cells were equally low in all types of MDS, the
number of cells in subset 2, CD344+/CD117- cells and S5C
M/CD344+CD13- ones increased in the patients with RAEB.
‘The percentage of BM blasts in cytology showed a correlation
with subset 1 (r=0.76; p<0.0005) but also with subset 2 (r
0.41; p 0.004).

The maturation ratio was correlated with the percentage of
cells in the blast gate (r = 0.34; p = 0.06), the number of cells
in subset 1 (r = 0.63; p = 0.001), total CD34+ cells (r = 0.44;
p = 0.02), CD34+/CD13+ ones (r = 0.65; p < 0.0005) and
CD34+/CD117+ ones (r = 0.68; p < 0.0005). They also were
posilively related to the CD34+/CD117- cells (r = 0.56; p
0.003) the SSCHet/CD34+/CD13- ones (r = 0.63; p = 0.001)
and PSS (0.62; p = 0.001). The index proposed by Pirrucello
showed a correlation only with the percentage of blasts in BM
cytology (r = 0.50; p = 0.008) the total cells in the blast gate
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(r = 0.48; p = 0.001) and the total number of CD34+ cells (r
=0.42; p = 0.028).

Discussion

CD34+ cells are increased in MDS, and are considered
a hallmark in diagnosis and prognosis of this group of clonal
disorders. Several phenotypic abnormalities have been de-
scribed in these cells [1-4, 13, 15] which are more frequent
inaggressive cases and progression to acute leukemia. Similar
abnormalities have been found in acute myeloid leukemia,
and have been useful for detection of residual disease after
chemotherapy [8-10].

Bone marrow CD34+ cells are a heterogeneous precursor
cell population comprising mainly myelomonocytic and B-cell
precursors besides minor subsets [13].

Recent studies have shown that B-cell precursors are de-
creased in MDS [3, 4, 11-13]. This feature has been proposed
as an easily reproducible parameter for diagnosis and useful
for the differential diagnosis between low-grade MDS with
anormal karyotype and non-clonal disorders presenting
with peripheral cytopenias [4, 12]. These cells are found in
the subset with a low S5C in the blast gate and have a CDD34+/
CD19+ phenotype. However, mainly low-grade MDS has
been studied.

Quraim was to study the proportion of the major BM sub-
sets of CD34+ cells in the blast gate in MDS, as compared to
normal BM, as well as their variation according to the several
WHO types and IPSS.

In normal BM we found two well-defined subsets in the
blast gate: one presenting a high correspondence to my
eloblasts (high 58C, CD34+/CD117+/CD13+ phenotype),
and the other representing type [ hematogones (low SSC,
CD34+/CD19+ phenotype). In MDS both subsets could also
be found. As in normal BM, subset 1 corresponded to my-
eloblasts, increasing in cases with a high BM blast count and
a high number of CD34+ cells.

Subset 2 wasabsentin 39% of the cases with MDS. However,
the number of these cells increased with the increase of BM
blast count and that of CD34+ cells, But type [ hematogones
(CD344/CD19+ cells) remained low, independent of WHO
type and IPSS. The decrease in B-cell precursors is charac
teristic for all types of MDS, as has been already pointed out,
confirming the hypothesis that an intrinsic defect of B-cell
production is an early event in these clonal disorders [4, 11,
13]. Analyzing B-cell precursors in MDS, when their number
was taken among all nucleated cells, they were equally low or
absent in all WHO types. However, il they were calculated
among total CD34+ cells, their number decreased with the rise
of this last population. This may be the cause of discrepancies
in the literature about the number of hematogones among the
several WHO types [3, 4, 11, 13, 15].

The rise of cells in subset 2 in RAEB was due to CD34+/
CD117-/CD13-/CD19- cells. In the CD34/CD13 plotwe could
separate 3 groups of cells: myeloblasts (high S8C, CD13+),

439

hematogones (low SSC, CD34+/CD19+/CD13- )and immature
CD34+/CD13- cells with a higher SSC. 'This last population
increased with the rise of BM blasts, total CD34+ cells and
PSS, This speaks in favor that in MDS, unlike in normal BM,
subset 2 may contain, besides B-cell precursors, early non-
lymphoid precursors that increase logether with myeloblasts.
In cases with a higher number of blasts, both subsets are also
more difficult to separate. These cells might be commited to the
myelomonocytic lineage, or may be myeloblasts or monoblasts
with a deficiency of CD13. Therefore, the decrease in subset
2 is a good variable for the differential diagnosis only in early
MDS but not in more advanced cases.

It was also interesting to note that, with an increase of
myeloblasts, the ratio between CD344/CD117+ and CD34-
/CD117+ cells decrease, speaking in favor of a maturation
block in the myeloid series, associated with progression of
MDS. Recently, Pirrucello at al [6] pointed out that the relative
proportion of CD344/CD117+ cells among all CD117+ cells
was an important hallmark of disease progression, indicat
ing a progressive maturation block. In our study, this index
showed a correlation with the BM blasts in cytology and the
total number of CD34+ cells. However, the ratio between
CD34+/CD117+ and CD34-/CD117+ cells, although show-
ing no correlation with blasts in cytology, had a significant
correlation with IPSS, subset 1 and immature non-lymphoid
precursors. Therefore we hypothesize that the increase of this
last subsel is another feature indicative of a maturation block
occurring during progression of the abnormal clone. This may
be due to accumulating genetic defects of the hemopoietic
precursors or to the increasingly abnormal function of the
BM microenvironment in high grade MDS leading to an in
ability to support maturation of uncommitted progenitors as
observed in acute myeloid leukemia [13].

‘The 55C of each subset as well as of each phenotypically
defined cell type in the blast gate was quite constant for normal
and clonal hemopoiesis. However, the proportion of each of
them varied between normal BM and MDS, as well as with
the increase of CD344 cells in MDS. Therefore, the S5C of
the whole population in the blast gate was highly dependent
of the proportion of CD34+/CD117+ myeloblasts in the pate.
'This confirms our earlier finding of the association of a high
SSC of all cells in the blast gate with a shorter survival of the
patients [5].

So we conclude that the quantitative analysis of the cell
types presentin the blast gate in MDS by flow cytometry is not
only important for the diagnosis in patients with peripheral
cytopenias and a normal karyotype, but also gives important
prognostic information as it has also been shown for granulo-
cyte maturation abnormalities [2, 6, 13]. This flow cytometric
variable is easy to obtain and could give useful information
for indication of several new treatments as well as timing of
bone marrow transplantation. It would be interesting to know
if the increase of immature non-lymphoid precursors is related
to progression of the MDS clone during the evolution of the
disease or to a shorter survival of the patients.
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36 Front Strest, PO Box 353
Crosswicks, NJ 08515

Within the US: 1-800-MDS-0839
Qutside the US: 609-298-67 46
Fox: 609.298.0590

Suiellen Carvalho Reis-Alves
State University of Campinas
Campinas

Brazil

Dear Suiellen:

On behalf of the MDS Foundation, its Board of Directors, and Mrs. Francesca
Bastianello, sponsor of the Tito Bastianello Young Investigator Awards we
congratulate you on the exemplary research that led to your being chosen as a
recipient of this prestigious award.

You have received or will receive the amount of 4,000€ for furthering your MDS
research. These funds have been deposited into the account that you provided to us.
This award can be used to defray your expenses for travel to the 10" International
Symposium and the remainder is your honorarium.

We congratulate you on receiving this award and look forward to updates on your
progress.

Sincerely,

W Y %

Kathy Heptin stall

Operating Director

EU Office:

The Rayne Institute

Denmark Hill Compus

123 Coldharbour Lane
Londen SE5 ONU, UK
Tel/Fax: +44 207733 7558
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