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Resumo

As sindromes mielodisplasicas (SMD) s&o um grupo de distlrbios clonais
caracterizadas por uma hematopoiese ineficaz evoluindo 20-30% dos casos para
Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA). S&o descritas diferentes alteracdes citogenéticas
(del 5q, del 7q, -Y, del 20q e trissomia 8) em cerca de 50-60% dos pacientes com SMD
primario e até 80% nos secundarios, preponderantes para o0 desenvolvimento da
patologia, bem como avaliagdo progndstica, monitorizacdo da resposta terapéutica e
avaliacdo da sobrevida e risco de evolugéo para leucemia. Diferentes metodologias sdo
utilizadas no estudo citogenético, nomeadamente a técnica de hibridizagdo in situ de
fluorescéncia (FISH) Interfasica, que apresenta uma maior sensibilidade e aplicabilidade.

Foi objectivo desta tese de dissertacdo a identificacdo das alteracdes
citogenéticas mais frequentes em cada linha celular estudada (células CD34+, neutrdfilo,
mondcito, eritrocito, linfécito, basdfilo, mastécito, eosindfilo e célula plasmatica) bem
como procurar estabelecer uma linha orientadora do ponto de vista da sequéncia de
aparicdo das referidas alteracdes genéticas nos diferentes compartimentos celulares.

Foram estudadas 42 amostras de medula 6ssea de doentes com SMD, dos quais
10 sdo CRDM, 11 sdo AREB-I, 15 sdo AREB-Il, 4 sdo Sindromes mieloproliferativos
SMP/SMD, uma amostra com displasia ligeira e uma amostra classificada como LMA
secundéria a SMD, sendo 5 do sexo feminino e 37 do sexo masculino. Efetuou-se uma
separacdo celular por cell sorting das popula¢des celulares de interesse e posteriormente
realizou-se um protocolo de FISH para a identificacdo das dita alteracdes genéticas.

Os resultados deste estudo sugerem uma incidéncia relativamente significativa
das diferentes alteragfes citogenéticas nas distintas linhas celulares de cada amostra. De
modo particular, sdo observados alguns casos que sugerem um aparecimento secundario
das alteracdes citogenéticas estudadas ao longo da maturacédo celular. Nos casos de
CRDM parece surgir inicialmente a deleccdo 5q e 7q e numa fase posterior a perda do
cromossoma Y e a deleccdo 20qg. Por sua vez, nos casos de AREB, parece surgir em
primeiro lugar a deleccdo 7g seguida da deleccdo 5q e da trissomia 8, aparecendo
raramente a perda do cromossoma Y e do 20g. Os resultados apontam para a ocorréncia
de alteracBes genéticas em mielodisplasia e em distintas linhas celulares com
implicacdes ao nivel do progndstico, avaliacdo da resposta terapéutica e sobrevida dos
doentes.

Palavras-Chave: alteragdes citogenéticas, sindromes mielodisplasicas, técnica de FISH

interfasica



Abstract

The myelodysplastic syndromes (MDS) are a group of clonal disorders
characterized by impaired hematopoiesis and 20-30% evolutes for Acute Myeloblastic
Leukemia (AML). There are recognized different cytogenetic features (del 5q, del 7q, -Y,
del 20q and trisomy 8) in about 50-60% of primary myelodysplastic syndromes and until
80% of secondary MDS, prevalent for pathogenesis, prognostic evaluation, therapeutic
and overall survival analysis and risk of leukemic transformation.

Different methods are used for cytogenetic study, namely Fluorescent in situ
Hibridization (FISH), which is more sensitive and with more applications.

The aim of this thesis was the identification of the most frequent cytogenetic
alterations in each cellular line (CD34+ cells, neutrophil, monocyte, erythrocyte,
lymphocyte, basophil, mast cell, eosinophil and plasma cell ) and establish a guideline for
the time of appearance of such cytogenetic alterations in the different compartments of
bone marrow hematopoietic cells from myelodysplastic syndromes patients.

For this purpose 42 MDS bone marrow samples were studied: 10 were RCMD, 11
RAEB-I, 15 RAEB-II, 4 MPS/MDS, one sample with slight dysplasia and one sample
classified as AML secondary to myelodysplasia, 5 of them female and 37 male. After a
cell sorting procedure, to obtain different cellular populations, a hybridization protocol was
performed to identify the studied cytogenetic anomalies.

The results pointed to a relative incidence of cytogenetic alterations in the different
cell lines studied. Distinctly, some cases suggested a secondary appearance of the
referred cytogenetic alterations along cellular maturation. In RCMD cases it seems to
initially arise the deletion of 5g and 7q, and at a later stage the loss of Y chromosome and
20g. In turn, in RAEB cases the first genetic abnormality appearing is the deletion of 7q
followed by the deletion of 5q and trisomy 8, and rarely the loss of Y chromosome and
20g.

These results pointed for the occurrence of cytogenetic features in patients with
myelodysplasia and in distinct cellular lines providing new insights in terms of additional

relevant clinical and prognostic information.

Keywords: cytogenetic, myelodysplastic syndromes, Interphase FISH
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Introducéo

As Sindromes Mielodisplasicas (SMD) sdo um grupo heterogéneo de neoplasias
clonais caracterizadas por uma hematopoiese ineficaz, combinando uma medula
hiperativa com uma ou mais citopenias periféricas, displasia em uma ou mais das
principais linhas celulares mieldides e instabilidade genética, em que 20-30% dos casos
evoluem para Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA) (1-12).

De acordo com a sua etiologia sao designadas de primarios (de novo) ou
secundérias quando na sequéncia de um evento mutagénico (1).

O sistema de classificacdo que vinha a ser utilizado até 2001 era a FAB (French
American British), que assentava principalmente na citomorfologia, tendo mais
recentemente a Organizagdo Mundial de Saudde introduzido novos subgrupos
reconhecendo, para além da morfologia, as caracteristicas imunofenotipicas, genéticas e
clinicas na definicdo de novas entidades de neoplasias clonais (1-3, 5,6,9,10).

Na pratica clinica, os sistemas de classificacdo sdo de maior utilidade quando
combinados com outros orientados para o progndstico, nomeadamente o sistema IPSS
(International Prognostic Scoring System). Este sistema é baseado na percentagem de
blastos da medula 6ssea, alteracdes citogenéticas e nimero de citopenias periféricas e
estratifica os pacientes em quatro grupos com risco distinto de sobrevida e transformacéo
leucémica (1,2,4-6,10-14). Estudos recentes reportam a falta de aplicabilidade e a
limitacdo deste sistema, no que respeita a exclusédo de alguns subgrupos representativos
de uma parte significativa de doentes com mielodisplasia tendo sido proposto um novo
modelo de avaliag&o de risco com inclusdo de novos critérios (IPSS- R) (6,15).

A citogenética desempenha um papel preponderante ndo s6 para o diagndstico,
classificacdo e predicdo progndéstica, mas também para a deteccdo dos mecanismos
moleculares subjacentes a patologia e na escolha e monitorizacéo terapéutica (11,16,17).

Diferentes alteragdes cromossémicas tém sido identificadas em cerca de 50-60%
dos doentes com SMD primario e até 80% nos secundarios (17).

A ocorréncia de lesdes genéticas contribui para a patogénese desta entidade pelo
aumento da sobrevida das células progenitoras hematopoiéticas alteradas,
desenvolvimento displasico em diferentes linhas celulares, aumento do potencial
apoptético e alteragdes na instabilidade genémica (7,18,19).

As sindromes mielodisplasicas estdo geralmente associadas a perda de material

cromossomico, quer por monossomia, deleccdo ou translocacfes desproporcionadas; de



modo menos frequente ocorre ganho de material genético na forma de trissomias totais
ou parciais.

Destas alteracbes as mais frequentes sdo: a perda do brago longo do
cromossoma 5 (del 5q), a deleccdo 7q, a deleccdo 20q, a trissomia 8 (+8) e perda do
cromossoma Y (3,16-18,20-23).

Do ponto de vista progndstico, as alteragdes citogenéticas estdo organizadas em
trés grupos de risco, nomeadamente: as que conferem bom progndéstico (presenca de
cariétipo normal, deleccado 5q, deleccéo 20q e perda do cromossoma Y); mau prognastico
(designadamente a ocorréncia de cariétipo complexo, ou seja existéncia de mais de 3
alteracBes e que surge em 30% dos casos; assim como deleccdo 7q e monossomia 7
enquanto alteracdo isolada ou em associacdo a outras) e prognéstico intermédio (que
inclui todas as outras alteragdes) (3,16,20,22,24,25).

Deleccdes intersticiais do braco longo (q) do cromossoma 5, a del 5g, com ou sem
alterac@es cariotipicas adicionais, sao as altera¢des cromossOmicas mais frequentes nas
sindromes mielodisplasicas, presentes em cerca de 30% dos doentes, dos quais 14%
representam a alteracéo isolada, 5% com outra anomalia adicional e 11% como parte de
cariétipo complexo (26,27).

O sindrome 5qg-, definido pela Organizacdo Mundial de Saude como entidade
patoldgica distinta, é caracterizada pela deleccdo 5q isolada e menos de 5% de blastos
na medula éssea. Esta situagdo clinica apresenta predominancia do sexo feminino,
megacaridcitos hipolobulados, anemia macrocitica refractaria e contagem plaquetar
normal ou aumentada. Apresenta prognostico favoravel nas sindromes mielodisplasicas
primarias e baixo risco de evolucao para leucemia mieloblastica aguda (17,26,28).

Na maioria dos doentes, a deleccdo estende-se da regido 5q12 a 5q35, contendo
varios genes envolvidos na regulacdo da hematopoiese, nomeadamente citocinas e seus
receptores, reguladores do ciclo celular, factores de transcricdo, mediadores de vias de
sinalizagcdo celular e genes supressores tumorais embora a sua existéncia ainda nao
esteja completamente comprovada, e cuja haploinsuficiéncia contribui para a patogénese
desta entidade patoldgica.

Um dos genes mais relevantes identificados na regido cromossémica 5932 é o
gene RPS14 que codifica para a subunidade ribossomica S14, uma pequena proteina
essencial para a montagem das subunidades riboss6micas. A diminuicdo na expressao
deste gene compromete a eritropoiese e contribui, deste modo para o fendtipo das
sindromes mielodisplasicas (3,8,17,18,20,28-30).



A frequéncia desta alteracdo, assim como outras alteragdes cromossdmicas nas
sindromes mielodisplasicas, reforcam a ideia de que néo se tratam de eventos aleatérios
mas sim reflexo de evolucao clonal e um processo patogénico faseado, segundo o qual,
lesbes genéticas primarias, adquiridas ou causadas por mutacdo espontanea no
compartimento das células hematopoiéticas, promovem a aquisicdo de lesées genéticas
secundarias, caracterizadas por perdas ou ganhos de regifes cromossémicas
especificas. Estes eventos posteriores, por sua vez, afectam o ciclo celular, a transcri¢cao
e a actividade supressora tumoral, providenciando uma capacidade expansiva do clone e
evolucéao leucémica.

Na medula 6ssea de pacientes com sindrome 5g-, a deleccdo é encontrada nas
trés principais linhas hematopoiéticas (eritroblastos, precursores granulociticos e
megacariocitos), consistente com a transformacéo da célula progenitora hematopoiética.
Vérias linhas de estudo reforcam a ideia do compartimento das células progenitoras
como origem da deleccéo 5q (28).

Por sua vez, alteracdes envolvendo o cromossoma 7 ocorrem em cerca de 20%
dos casos e incluem geralmente deleccéo parcial do braco longo (del7q), a perda total do
cromossoma 7 (monossomia 7) e que confere pior progndstico, ou ainda translocacdes
implicando este cromossoma (31,32).

Clinicamente estas alteracfes sdo indicadores de maior susceptibilidade a
infecgBes, pior resposta terapéutica e reducao da sobrevida dos doentes (31).

Em cerca de 80% destas alteracdes, as deleccdes 7q ocorrem fundamentalmente
em duas regides, a 7922 e 7931, com a consequente perda de mdltiplos genes
implicados na patogénese de neoplasias mieldides, principalmente genes supressores
tumorais (8,17,18,20,31).

E referido em varios estudos a capacidade da deleccdo 7q nas sindromes
mielodisplasicas evoluir para a perda completa deste cromossoma, igualmente associado
a progressao da doenca (31).

A trissomia 8, a mais comum, é frequentemente associada as sindromes
mielodisplasicas, ocorrendo em cerca de 10% dos casos clinicos. Enquanto alteracdo
isolada surge em 2/3 dos casos e é relativamente frequente noutras patologias
hematoldgicas. Considerada de prognéstico intermédio, varios autores sugerem uma
reorganizacao do proprio sistema dada a heterogeneidade das alteragbes encontradas
neste grupo de risco. Nas sindromes mielodisplasicas, a trissomia 8 ocorre
adicionalmente a outras altera¢cdes em aproximadamente 5% dos casos e cujo impacto

clinico ndo é completamente conhecido (22).



A incidéncia, predominante no sexo feminino, tende a aumentar com a idade e
depende adicionalmente de prévia exposi¢cdo a agentes genotdxicos e morfologia celular;
enquanto alteragdo genética isolada é mais frequente nas sindromes mielodisplasicas
primarias.

O impacto patogénico desta alteracdo permanece inconclusivo, contudo varios
mecanismos de alteragdo da expressao génica séo referenciados em diferentes estudos,
possivelmente resultante do efeito-dose gerado pela trissomia, com a consequente sobre
expressdo de genes anti-apoptéticos e aumento da proliferacdo e sobrevivéncia
celulares. E geralmente aceite que a trissomia 8 nas sindromes mielodisplasicas é uma
alteracdo adquirida, estando presente apenas nas células neoplasicas (17,18,33-35).

Véarios estudos desenvolvidos em sindromes mielodisplasicas revelam a
ocorréncia desta alteracdo no compartimento mieldide, incluindo frequentemente
granuldcitos, mondcitos, megacariocitos e eritroblastos (34).

No que respeita a outra alteracdo igualmente frequente em mielodisplasia, a
deleccéo do brago longo do cromossoma 20 (del20q), ocorre em cerca de 4% dos casos
clinicos.

Geralmente estende-se da regido cromossémica 20ql11.2 a 20ql2,
hipoteticamente contendo genes supressores tumorais, cuja perda confere capacidade
proliferativa (8,17,18,36-39).

Trata-se de uma alteracdo citogenética primaria em patologias mielodides,
aparecendo geralmente de modo isolado, ou enquanto evento inicial em caridtipos
isolados e envolve a linha mieldide preferencialmente precursor eritroide e
megacariociticos (37,38).

Fortes evidéncias apontam para o facto de que a ocorréncia tardia desta alteracéo
cromossOmica durante a evolucdo da doenga é um indicador de instabilidade gendmica e
podera estar associado a pior prognostico (18).

De modo menos relevante, a perda isolada do cromossoma Y surge em 10% dos
casos clinicos de sindromes mielodisplasicas, tratando-se de um evento
fundamentalmente dependente da idade e ndo associado a distirbios hematoldgicos.

O mecanismo subjacente a esta alteracdo ainda ndo é claro, conhecendo-se
poucos genes neste cromossoma com expressdo patogénica no desenvolvimento de
neoplasias hematoldgicas (17,18,40).

A perda do cromossoma Y é também reconhecida em varios tumores sdélidos, ndo
se encontrando correlagcéo entre a extensao da perda deste cromossoma e a progressao

e a agressividade tumoral.



Dada a elevada heterogeneidade no campo da patogénese molecular, um melhor
conhecimento dos mecanismos de desregulacdo genica subjacente adquire cada vez
mais relevancia na abordagem clinica desta neoplasia hematoldgica (17).

Apesar da analise citogenética convencional ser o método de referéncia, novas
técnicas mais sensiveis sdo aplicadas no estudo de neoplasias hematolégicas
designadamente o FISH (Fluorescense in situ Hibridization).

Genericamente este procedimento baseia-se na hibridizacdo de material genético
do doente em estudo com sondas de DNA marcadas com fluorocromos para a posterior
identificacdo de sequéncias gendmicas especificas (como se observa na figura 1).

Existem diferentes aplicacfes e variantes desta metodologia, contudo, a principal
vantagem da técnica de FISH interfasica é a capacidade de analise cromossomica em
todos os tipos celulares, embora, limitada ao conhecimento prévio das regiées genémicas
em estudo para a seleccdo adequada e especifica das sondas de DNA (10,41-45).
Permite igualmente a identificacdo de clones com baixo index mitético e pequenas
delec¢des cromossdmicas ndo detectadas pela analise citogenética convencional (46).

Trata-se de uma técnica muito Gtil na definicdo e monitorizagdo de alteracdes
cromossOmicas adquiridas subjacentes a neoplasias hematolégicas bem como na
monitorizacao terapéutica e remissao da doenca, superando a citogenética convencional

na identificacdo de tais altera¢des genéticas (46,47).

Figura 1: Imagens obtidas pelo protocolo FISH para o estudo das alteracbes
citogenéticas (delecédo 59 e monossomia 7) por comparac¢ao com situacdes de auséncia

de alterag@es citogenéticas (adaptado de MaKishima H, et al, 2010)

| Cromossoma 7 Normal | I Monossomia 7 I

| Cromossoma 5 Normal | | Delecgdo 5q |
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Objectivos

Este estudo teve como objectivos a identificacdo das alteracbes citogenéticas
mais frequentes, em populagdes de células purificadas da medula 6ssea de doentes com
sindromes mielodisplasicas, mediante uma técnica de hibridizacdo in situ de
fluorescéncia (FISH). Pretendeu-se, mediante a aplicacdo deste protocolo em diferentes
compartimentos de células hematopoiéticas da medula 6ssea obtidos por cell sorting,
estabelecer uma linha orientadora no sentido da sequéncia de aparicdo das alteracbes
citogenéticas correlacionando-a com a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude

das Sindromes Mielodisplasicas.



Material e Métodos

Populacéo

Para a técnica de FISH (Fluorescense in situ Hibridization) Interfasica, foram
estudadas 42 amostras de medula 6ssea de doentes com sindromes mielodisplasicas,
sendo 5 do sexo feminino e 37 do sexo masculino, efectuando-se uma separacao celular
por cell sorting das populagbes celulares de interesse para o estudo, com posterior
armazenamento numa mistura de metanol e &cido acético (Solucdo de Carnoy) a -20°C.
As amostras selecionadas para o estudo foram enviadas do Centro de Investigacdo do
Cancro de Salamanca tendo sido obtido o consentimento informado dos doentes
implicados. Em relacdo a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude para as
Sindromes Mielodisplasicas, das 42 amostras estudadas, 10 sdo CRDM (Citopenia
Refractaria com Displasia Multilinea), 11 sdo AREB-1 (Anemia Refractaria com Excesso
de Blastos), 15 sdo AREB-2 e 4 sao Sindromes Mieloproliferativos/Sindromes
Mielodisplasicas. Ha ainda a considerar uma amostra com indica¢édo de displasia ligeira e

uma amostra de LMA secundaria a SMD.

Estudo das alteracdes citogenéticas (del 5qg, del 7q, +8, -Y, del 209) por

técnica de FISH Interfasica em diferentes linhas celulares em doentes com

Sindromes Mielodisplasicas

O estudo das diferentes altera¢gBes citogenéticas nas sindromes mielodisplasicas
foi realizado pela técnica de FISH interfasica, seguindo-se, para o efeito um protocolo de
hibridizacao.

Em primeiro lugar, as células sédo centrifugadas durante 10 minutos a 3000 rpm, o
sobrenadante € retirado para outro tubo eppendorf e as células sdo bem agitadas. De
seguida pipetam-se 1 a 2 gotas das células em suspensdo dentro do quadrado
previamente desenhado nas laminas de polilisina, com a observacdo simultinea da
densidade das células ao microscépio. De seguida, o sobrenadante € novamente
adicionado as células e estas guardadas a -20°C.

Deixam-se secar bem as laminas e sdo mergulhadas numa mistura em partes

iguais de metanol e &cido acético durante 10 minutos.



Depois de secas, adicionam-se 8ul da sonda diluida correspondente (LSI
EGR1/D5S23, D5S721Dual Colour para a alteracdo 5g31; LSI D7S486 Spectrum
Orange/CEP 7 Spectrum Green para a alteracdo 7q31; LSI D20S108 para a alteracdo
20912; CEP 8 para a trissomia 8 e CEP Y para a perda do cromossoma Y) sobre as
células fixadas, tapa-se com uma lamela (22x22mm), enrolam-se as laminas em parafilm
e sdo colocadas imediatamente na placa de hibridizagdo (ThermoBrite® da Abbott
Molecular e o Hibridizer® da Dako Cytomation) previamente ligada no programa correcto.

Posteriormente sdo preparadas as solugbes de lavagem, aqguecendo-se, em
primeiro lugar um jarro com a solucédo 0,4X SSC/0,4%NP-40 no banho a 72°C, e outro
jarro a temperatura ambiente com a solucdo 2X SSC/0,1%NP-40.

As laminas sdo retiradas da placa de hibridizacdo, € removido o parafilm
envolvente e a lamela e sédo colocadas durante 2 minutos na solu¢do que esta no banho
a 72°C e de seguida colocadas durante 1 minuto na solucdo a temperatura ambiente.

Por fim, deixam-se secar bem as laminas e adicionam-se 10ul de Vectashield®,
tapando-se, posteriormente com uma lamela (25x40mm) tendo o cuidado de n&o deixar
bolhas de ar. As laminas devem ser guardadas a -20°C durante pelo menos 1 hora antes
de serem visualizadas ao microscopio de fluorescéncia e os resultados sao interpretados

a partir do perfil de marcacéo das sondas.



Resultados

A técnica de FISH interfasica permitiu o estudo das alteracdes citogenéticas mais
frequentemente encontradas em sindromes mielodisplasicas, homeadamente a delec¢éo
79, deleccédo 5q, trissomia do cromossoma 8, perda do cromossoma Y e deleccdo 20q.
Os resultados obtidos em diferentes linhas celulares (células CD34+, neutrdfilo, mondcito,
eritrocito, linfécito, basofilo, mastocito, eosindfilo e célula plasmatica) das 42 amostras
estudadas (5 do sexo feminino e 37 do sexo masculino) estao resumidos na tabela 1.

Verifica-se nas varias amostras que a ocorréncia de alteracdes citogenéticas nas
células CD34+ é acompanhada da mesma ocorréncia nas células comprometidas as
diferentes linhas celulares mieldides. Tratam-se portanto de eventos priméarios adquiridos
desde logo na célula mais primitiva.

No entanto observam-se excecdes, em que, has amostras indicadas na tabela 2
sdo identificadas alteracbes citogenéticas, nomeadamente a deleccdo 20q
(excepcionalmente ocorre um caso de trissomia 20g na linha a neutréfilo) nas células
comprometidas a linha a neutrdfilo e que ndo surgem na linha a célula CD34+. Tratam-se,
neste caso de eventos adquiridos secundariamente.

Importa referenciar a ocorréncia de algumas formas ditas aberrantes a estas
alteracGes estudadas, nomeadamente tetrassomia do cromossoma 8, dissomia do
cromossoma Y e trissomia 20g, em vez da delecdo, situagdo mais frequente. Esta
situag¢do surge numa amostra classificada como LMA secundéria a uma mielodisplasia.

Na linha a linfécito ndo foram identificadas as alteracfes citogenéticas estudadas,
reforcando a incidéncia e o papel das referidas alteracfes na linha miel6ide.

Nos casos estudados de linha a baséfilo e mastdcito, nas formas mais agressivas
de mielodisplasia, a deleccdo 7q considerada de mau progndstico € a mais frequente. No
entanto importa salientar que se trata de poucos casos, ndo sendo representativos da
populacéo estudada.

Nas amostras estudadas que apresentam mais do que uma alteracdo
citogenética, verifica-se para os casos de Citopenia Refractaria com Displasia Multilinea
(CRDM),que parece surgir em primeiro lugar a delec¢cdo 59 de modo isolado ou em
associacdo com a deleccao 7g (em alguns casos € sugestivo o aparecimento quase
simultdneo destas duas altera¢bes), enquanto numa fase posterior surge a perda do
cromossoma Y e a deleccdo 20g de modo menos representativo, como se verifica no

esquema da figura 2.



Por sua vez, nos casos de Anemia Refractaria com Excesso de Blastos (AREB-1
e 2), representados esquematicamente na figura 3 parece destacar-se a deleccdo 7q
enquanto evento inicial; no entanto, aparece fortemente marcada a delecdo 59 em
associacdo a esta alteracdo citogenética, enquanto numa fase mais tardia surge a

trissomia 8. Menos frequentemente surgem a perda do cromossoma Y e a delec¢ao 20q.
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Tabela 1: Dados obtidos pela técnica de FISH Interfasica para o estudo das altera¢gdes citogenéticas (delecgéo 7q, delecgéo 5q, trissomia

8, perda do cromossoma Y e deleccao 20q) na linha a célula CD34+, neutrofilo, mondcito, eritrocito, linfocito, eosindfilo, basofilo, mastécito

e célula plasmatica de 42 amostras de medula éssea de doentes com sindromes mielodisplasicas

Alteracdes CromossOmicas

NCAmostra/ i
Class.OMS Sexo Linha celular a 7931 5931 Cr8 CrY 20912
Célula CD34+ N N 94%Trissomia 58% Delecgéo N
Neutrofilo N N 84%Trissomia 68% Deleccao N
1 (CRDM) M Mondcito N N 90%Trissomia 56% Delecgdo N
Eritrocito N N 88%Trissomia 67% Delecgéo N
Célula CD34+ Sem células®? 67% Deleccao Sem células Sem células Sem células
Neutrdfilo N 70% Deleccao N 11% Delecc¢éo N
Mondcito N 64% Deleccéo N 13% Deleccéo N
2 (CRDM) M Eritrécito N 49% Delecgéo N 57% Deleccéo N
Linfécito N N N N N
Célula CD34+ 63% Deleccao 80% Deleccao Sem células Sem células Sem células
Neutrofilo 70% Deleccao 43% Deleccéo N N 54% Deleccao
Mondcito 72% Deleccao 50% Deleccao N N 26% Deleccao
3 (CRDM) M Basofilo 43% Deleccéo 43% Deleccio Sem células Sem células Sem células
Eosinofilo 57% Deleccao 62% Deleccao N N 57% Deleccao
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Alteragdes Cromossdmicas

N°Amostra/ )
Class.OMS Sexo Linha celular a 7931 5931 Cr8 CrY 20q12

Célula CD34+ 79.5% Delecgédo 74% Deleccéo N 8% Deleccao 11% Delecg¢éo

Neutrdfilo 25% Deleccéo 23%Deleccao N 11% Deleccéo N

4 (CRDM) M Mondcito N N N 11% Deleccéo N
Eritrocito 76% Deleccéo 71% Delecgéo N N 17% Delecgéo

Cél.CD34+ DR+ 22% Deleccao 22% Deleccéo N N

Cél.CD34+ DR- 96% Deleccao 80% Deleccédo N 22% Deleccao N

Neutrdfilo N N N N N

5 (CRDM) M Mondcito N N N N N

Eritrocito 79% Deleccao 74% Deleccéo N N N

Célula CD34+ 93% Deleccéo 40% Deleccgéo N N N

Neutrdfilo 92% Deleccao N N N N

Monécito 97% Deleccao N N N N

6 (CRDM) M Eritrocito 98% Delecgao N N N N

Linfocito N N N N N
Célula CD34+ N 85% Deleccédo N N 51% Deleccédo
Neutrdfilo N 95% Deleccéo N N 88% Deleccédo
Mondcito Sem células 26% Deleccao Sem células Sem células 17% Delecgédo
7 (CRDM) M Eritrécito N 83% Deleccéo N N 81% Deleccao
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AlteracBes Cromossdmicas

NC°Amostra/
Class OMS Sexo Linha celular a 7931 5931 Cr8 CrY 20912
Célula CD34+ Sem células 71% Deleccao Sem células Sem células Sem células
Neutrofilo N 17.5% Deleccédo N N N
8 (CRDM) M Monécito N 14% Deleccao N N N
Basofilo N 32.5% Deleccéo N N N
Célula CD34+ 17% Deleccéo 77% Deleccdo N / N
Neutrdfilo 17% Deleccéo 57% Deleccéo N / N
Mondcito 16% Deleccéo 53% Deleccéo N / N
9 (CRDM) F Eritrécito 13% Deleccao 28% Delecgao N / N
Eosindfilo 14% Deleccéo 62% Deleccédo N / N
Célula CD34+ Sem células N Sem células Sem células 8% Deleccédo
Neutrofilo N N N N 17% Deleccéo
Mondcito N N N N 13% Deleccgéo
10 (CRDM) M Eritrécito N N N N Sem células
Eosindfilo N N N N 30% Deleccao
Célula CD34+ 95% Deleccao 99% Deleccdo N N N
Neutrdfilo 93% Deleccgéo 95% Deleccéo N N 13%Trissomia
Eritrécito 76% Deleccao 83% Deleccdo N N
Mastdcito 95% Deleccgéo 99% Deleccéo N N N
11 (AREB-1) M Basofilo 86% Deleccdo 94% Deleccdo N N N
Cél.Plasmética N N N N N
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Alteracdes CromossOmicas

N°Amostra/ )
Class.OMS Sexo Linha celular a 7931 5931 Cr8 CrY 20q12
Célula CD34+ N 96% Deleccéo N 100% Delecgéo N
Neutrdfilo N 91% Deleccao N 92% Deleccao N
Monécito N 97% Deleccédo N 96% Deleccao N
12 (AREB-1) M Eritrdcito N 77% Delecgéo N 58% Delecgéo N
Basofilo N 93% Deleccéo N 81% Deleccao N
Célula CD34+ 64% Deleccéo 86% Deleccédo N / N
Neutrdfilo 36% Deleccao 23% Deleccéo N / N
Monécito 66% Deleccao 60% Deleccdo N / N
13 (AREB-1) F Eritrdcito 82% Deleccao 75% Deleccédo N / N
Célula CD34+ 99% Deleccao 93% Deleccédo N / N
Neutrofilo 65% Deleccao 98% Deleccédo N / N
14 (AREB-1) F Mondcito 79.3%Deleccdo | 70% Deleccgdo N / N
Célula CD34+ 69% Deleccao Sem células Sem células Sem células 82% Deleccao
Neutrdfilo 40% Deleccéo N N N 38% Deleccéo
15 (AREB-1) M Mondcito 91% Deleccéo N N N 68% Deleccéo
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Alterac6es CromossOmicas

NCAmostra/
Class.OMS Sexo Linha celular a 7931 5931 Cr8 CrY 20q12
Célula CD34+ N 66% Deleccdo 75%Trissomia N N
Neutrofilo N 51% Deleccédo 85%Trissomia N N
Monécito N 57% Deleccédo 72%Trissomia N N
16 (AREB-1) M Eritrcito N 61% Delecgéo 85%Trissomia N N
Célula CD34+ Sem células 91% Deleccao Sem células Sem células Sem células
Neutrdfilo N 97% Deleccao N N N
Mondcito Sem células 76% Deleccao Sem células Sem células Sem células
17 (AREB-1) M Eritrcito N 71% Delecgéo N N N
Célula CD34+ Sem células 89% Deleccao 95%Trissomia / N
Neutrofilo N 70% Deleccdo 70%Trissomia / N
Eritrocito N 78% Deleccédo 78%Trissomia / N
Basdfilo Sem células 78% Deleccao Sem células / Sem células
18 (AREB-1) F Linfocito Sem células N Sem células / Sem células
Célula CD34+ 81% Deleccao N N 81%Deleccao
Neutrdfilo 60% Deleccao N N N 97%Deleccao
Mondcito 50% Deleccéo N N N 88%Deleccdo
19 (AREB-1) M Eritrcito 60% Delecgéo N N N 71.4%Deleccédo
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Alteracdes CromossOmicas

NCAmostra/
Class.OMS Sexo Linha celular a 7931 5g31 Cr8 CrY 20q12
Célula CD34+ N N N N 96% Deleccao
Neutrofilo N N N N 96% Deleccao
Monécito N N N N 84% Deleccédo
20 (AREB-1) M Eritrocito N N N Sem células
Linfocito Sem células Sem células Sem células Sem células N
Célula CD34+ 84% Deleccédo 90% Deleccéo N N
Neutrdfilo N N N N N
Mondcito N N N N N
21 (AREB-1) M Eritrécito N N N N N
Célula CD34+ 88% Deleccéo 92% Deleccao N N N
Neutrofilo 95% Deleccao 88% Deleccao N N N
Linfocito N N N N N
22 (AREB-2) M Basdfilo 90% Deleccdo | 81% Deleccéo N N N
Célula CD34+ 99% Deleccao 97% Deleccéo 93%Trissomia N N
Neutrdfilo 95% Deleccéo 92% Deleccéo 91%Trissomia N N
23 (AREB-2) M Eritrécito 90% Deleccéo 82% Deleccao 89%Trissomia N N
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Alterac6es CromossOmicas

NCAmostra/
Class.OMS Sexo Linha celular a 7931 5931 Cr8 CrY 20q12
Célula CD34+ 52% Deleccao N N N N
Neutrdfilo N N N N N
Monécito 11% Deleccao N N N N
Eritrocito N N N N N
24 (AREB-2) M Linfécito N N N N N
Célula CD34+ N 90% Deleccéo N 90% Dissomia N
Neutrdfilo N 86% Deleccao N 76% Dissomia N
Monécito N 92% Deleccao N 73% Dissomia N
25 (AREB-2) M Eritrécito N N N N N
Célula CD34+ 95% Deleccao 95% Deleccao N N
Neutrofilo 92% Deleccao 87% Deleccao N N N
Mondcito 87% Deleccao 85% Deleccao N N N
26 (AREB-2) M Eritrocito 47% Deleccio | 49% Deleccio N N N
Célula CD34+ 92% Deleccéo 69%Trissomia N N
Neutrdfilo N 98% Deleccéo 79%Trissomia N N
27 (AREB-2) M Mondcito N 100%Deleccio | 86%Trissomia N N
Eritrdcito N 88% Deleccao 59%Trissomia N N
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Alteracdes Cromossoémicas

N°Amostra/
Class.OMS Sexo Linha celular a 7931 5931 Cr8 CrY 20q12
Célula CD34+ N N 75%Trissomia N 97%Deleccao
Neutrdfilo N N 83%Trissomia N 94%Deleccao
Mondcito N N 72%Trissomia N 88%Deleccao
28 (AREB-2) M Eritrocito N N 74%Trissomia N 98%Deleccao
Célula CD34+ N 99% Deleccao 29%Trissomia N N
Neutrofilo N 87% Deleccao 15%Trissomia N N
Mondcito Sem células N N Sem células Sem células
29 (AREB-2) M Eritrocito N 78% Deleccao 13%Trissomia N N
Célula CD34+ 91% Deleccao 91% Deleccao N N
Neutrdfilo 88% Deleccao 88% Deleccao N N N
Mondcito 94% Deleccéo 72.5%Deleccéo N N N
Eritrocito 80% Deleccao 55% Deleccao N N N
30 (AREB-2) M Basodfilo 75% Deleccao 61% Deleccao N N N
Célula CD34+ 64% Deleccao 80% Deleccao N N N
Neutrofilo 61% Deleccao 88% Deleccao N N N
31 (AREB-2) M Eritrécito 76.5%Deleccéo 85% Deleccao N N N
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Alterac6es CromossOmicas

N°Amostra/ )
Sexo Linha celular a 7931 5931 Cr8 CrY 20q12
Class.OMS
Célula CD34+ N N N 30%Deleccéo N
Neutrofilo N N N N N
Eritrocito N N N N N
32 (AREB-2) M Basofilo N N N N N
Célula CD34+ 98%Monossomia N N N N
0,
Neutrdfilo 82% . N N N N
Monossomia
Monécito 84% N N N N
Monossomia
33 (AREB-2) M Eritrdcito N N N N N
Célula CD34+ N N N N N
Neutrdfilo N N N N 15%Delecc¢éo
Monécito N N N N N
34 (AREB-2) M Eritrcito N N N N N
Célula CD34+ N N 82%Trissomia N N
Neutréfilo N N 92%Trissomia N N
35 (AREB-2) M Eritrécito N N 85%Trissomia N N
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Alterac6es CromossOmicas

N°Amostra/
Class OMS Sexo Linha celular a 7931 5931 Cr8 CrY 20q12
Célula CD34+ 70% Deleccao 47.5%Deleccao N N 60% Deleccao
Neutrofilo 65% Deleccao 60% Deleccao N N 63.3%Deleccéo
Eritrécito 67.5% Delecc¢éo 45% Delecgao N N 55.5% Delecc¢éo
36 (AREB-2) M Baséfilo 54% Delecgéo 55% Delecgéo N N 56.9% Deleccéo
37(SMP/SMD) M Cél.Plasmatica 29% 47% Delecgéo 42% 37% Dissomia 32%
Tetrassomia Tetrassomia Tetrassomia
Célula CD34+ N N N 52% Nulissomia N
Neutrdfilo N N N 56% Nulissomia N
Mondécito N N N 59% Nulissomia N
38(SMP/SMD) M Eritrécito N N N 46% Nulissomia N
Célula CD34+ Sem células Sem células 85%Trissomia Sem células Sem células
Neutrdfilo N N 70%Trissomia N N
Monécito N N 79%Trissomia N N
Eritrécito N Sem células Sem células Sem células Sem células
39(SMP/SMD) M Eosindfilo N N 82%Trissomia N Sem células
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Alteracdes Cromossoémicas

NC°Amostra/ .
Sexo Linha celular a 7931 5931 Cr8 CrY 20q12
Class.OMS
Célula CD34+ Sem células Sem células Sem células / N
Neutrofilo N N N / N
Mondécito N N N / N
Eritrocito N N N / N
40(SMP/SMD) F Célula CD38+ N N N / N
Cél.CD19+CD22+ N N Sem células Sem células N
- 7% 92%
Neutréfilo N N Monossomia Nulissomia N
0, 0,
Monécito N N 18% 85% N
Monossomia Nulissomia
41(Displasia Lig. M . 2% 78%
(Disp 9 Eritrocito N N Monossomia Nulissomia N
0,
Célula CD34+ N N 90% . 69% Dissomia | 33% Trissomia
Tetrassomia
. 87% . . . .
Neutrofilo N N . 87% Dissomia | 14% Trissomia
Tetrassomia
42(LMA sec. SMD) M Linfocitos N N N N 20% Trissomia

(1) Casos clinicos em que néo sdo identificadas as altera¢des citogenéticas;

(2) Casos clinicos em que néo estéo disponiveis popula¢des celulares para o estudo das alteragdes citogenéticas
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Tabela 2: Indicacao das amostras de medula 6ssea de doentes com sindromes mielodisplasicas com evidéncia de aquisi¢cdo secundaria da

alteracao citogenética delecgéo 20q e trissomia 20q na linha a neutrdfilo

Alterac6es Cromossémicas

N°Amostra/ i
Class.OMS Sexo Linha celular a 7931 5g31 Cr8 CrYy 20g12
Célula CD34+ 95% Deleccéo 99% Deleccéo N N N
Neutréfilo 93% Deleccéo 95% Deleccéo N N 13%Trissomia
Eritrocito 76% Deleccao 83% Deleccédo N N N
Mastécito 95% Deleccao 99% Deleccéo N N N
11 (AREB-1) M Basdfilo 86% Deleccéo 94% Delecgéo N N N
Cél.Plasmatica N N N N N
Célula CD34+ N N N N N
Neutrofilo N N N N 15%Deleccao
Mondcito N N N N N
34 (AREB-2) M Eritrécito N N N N N
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Figura 2: Representacdo esquematica da sequéncia de aparicdo das alteracdes
citogenéticas para os casos clinicos de CRDM (n = 10)
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Figura 3: Representacdo esquematica da sequéncia de aparicdo das alteracdes
citogenéticas para os casos clinicos de AREB (n = 26)
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Discusséao

Pela observacdo dos resultados apresentados, constata-se que nas diferentes
amostras estudadas, as altera¢des citogenéticas estdo presentes na maioria dos doentes
em estudo. Geralmente se surgem na linha celular mais primitiva, ocorrem também nas
células comprometidas as diferentes linhas mieldides, tratando-se deste modo de eventos
primarios. Excepcionalmente e apenas em duas amostras ocorrem alteragcbes “ditas”
secundarias uma vez que surgem na linha a neutrofilo e ndo séo identificadas nas células
CD34+, o que condiciona uma pior resposta e evolugao.

Estas observacdes vao ao encontro do que é descrito no estudo de Giagounidis et
al (28), embora restrito a algumas alteragbes citogenéticas, nomeadamente a deleccao
5q, que refere a ocorréncia deste evento, primariamente ao nivel das células CD34+ de
linha mieldide, aparecendo posteriormente ao nivel das trés principais linhas
hematopoiéticas mieldides, nomeadamente eritroide, granulocitica e megacariocitica. Tal
facto € consistente com a transformacdo da célula progenitora hematopoiética,
representando um evento citogenético precoce em mielodisplasia.

De um modo geral a alteragdo citogenética mais encontrada nas diferentes linhas
celulares é a deleccdo 5q. Este achado vai ao encontro do que é referenciado na
literatura como o estudo de Mallo et al (27), que refere a deleccdo 59 como a mais
frequentemente encontrada em doentes com mielodisplasia.

De acordo com a informagéo obtida parece ser possivel estabelecer uma linha
orientadora no sentido da sequéncia de aparicdo das alteracdes citogenéticas estudadas
nas diferentes linhas hematopoiéticas da medula éssea. Assim, e para 0s casos de
CRDM, parece surgir inicialmente a deleccdo 5 g de modo isolado na maioria dos casos
ou em associagdo a delecdo 7gq e numa fase posterior a perda do cromossoma Y e a
delecgéo 20q.

Estas observacfes vao ao encontro do estudo descrito por Haase et al (20), que
associa a deleccédo 5g em mielodisplasia a um progndéstico favoravel, contudo modificado
significativamente pela ocorréncia de alteracdes cariotipicas adicionais, com a
consequente diminuicdo da sobrevida dos doentes.

Como verificado nos resultados apresentados, nos casos de Citopenia Refractaria
com Displasia Multilinea (CRDM), a perda do cromossoma Y aparece com relativa
frequéncia nas células CD34+, bem como nas células comprometidas a linha a neutrofilo,
mondcito e eritroide, quando comparado com os restantes subgrupos da OMS. Estas

observacdes vao ao encontro ao estudo de Bejar et al (18) e Li-Jun et al (40), que
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apontam para o papel desta deleccdo ndo ser ainda completamente conhecido em
mielodisplasia no que respeita aos mecanismos patogénicos, estando geralmente
associado a prognéstico favoravel.

Por sua vez, nos casos clinicos de AREB, surgem em primeiro lugar as alteractes
do cromossoma 7. No entanto verifica-se a forte presenca da delecédo 5q que de modo
diferente do grupo clinico descrito anteriormente aparece frequentemente associada a
outras alteracbes cariotipicas particularmente a delecdo 7q. Como eventos tardios
surgem 0s casos de trissomia 8, sendo raros 0s casos em que surge a perda do
cromossoma Y e a deleccdo 20g, 0 que parece relacionar-se com uma evolugdo mais
agressiva da doenca pela sequéncia de aparicdo das alteracdes citogenéticas, uma vez
gue a deleccao 7q é considerada de mau prognastico.

Estas observacdes vao ao encontro do estudo de Cordoba et al (32), que associa
a ocorréncia de alteracdes cariotipicas envolvendo o cromossoma 7 como de mau
prognéstico em mielodisplasia conferindo uma menor sobrevida desde o diagndstico e
um risco aumentado de evolucao para leucemia mieloblastica aguda.

Adicionalmente, e relativamente ao aparecimento tardio da deleccdo 20g durante
a progressédo da doenca, vai ao encontro do estudo desenvolvido por Bejar et al (18), que
0 associam a um indicador de instabilidade gendmica podendo estar associado a pior

progndstico.
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Conclusao

Pela andlise dos resultados obtidos, este trabalho revela a presenca de alteracbes
citogenéticas de modo significativo ao nivel do compartimento das células CD34+.
Destaca-se a presenca marcada da dele¢do 5931 como primeira alteracdo citogenética
na grande maioria dos doentes com CRDM. Por outro lado no grupo clinico dos AREB
sao evidentes as alteragbes do cromossoma 7 como primeiro evento, estando, no entanto
fortemente presente a delecéo 5931 associada a estas alteracdes cariotipicas.

A realizacdo deste trabalho de investigacdo torna possivel a avaliagcdo de
compartimentos celulares afetados através do estudo das alteracfes citogenéticas em
populacdes de células hematopoiéticas purificadas da medula éssea com a aplica¢éo do
protocolo de hibridizacdo FISH Interfasico, podendo, deste modo contribuir para a
avaliacdo do progndstico, monitorizacdo da resposta terapéutica, sobrevida dos doentes
e risco de evolucao para Leucemia Mieloblastica Aguda.

No entanto, o estudo carece de uma amostra mais abrangente que permita um
maior conhecimento destas alteracdes, estando também condicionado pelas informacdes

disponibilizadas para cada caso estudado.
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