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Resumo

Palavras-chave

As Sindromes Mielodisplasicas (SMD) representam um grupo de doencas clonais
da célula pluripotencial hematopoiética caracterizadas por hematopoiese ineficaz
e aumento do risco de progressdao para Leucemia Mieloblastica Aguda.
Considerando que a linha eritréide estda muitas vezes afectada em SMD e a
avaliagdo da displasia desta linha representa um desafio na andlise
imunofenotipica de medulas mielodisplasicas, o objectivo deste trabalho foi
estudar a expressdo de CD44 e de CD35 na maturacdo eritréide normal e a
forma como essa expresséo é afectada em SMD.

Este estudo foi efectuado em 16 amostras de medula 6ssea (MO)
normais/reactivas e em 48 amostras de MO de individuos diagnosticados com
SMD e sem tratamento. De acordo, com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
os doentes com SMD foram classificados em CRDM (n=20), AREB-1 (n=15) e
AREB-2 (n=13) e de acordo com o International Prognostic Scoring System
(IPSS) em Baixo risco (n=5), Intermédio-1 (n=8) e Intermédio-2 e Alto risco
(n=14). A caracteriza¢@o imunofenotipica foi efectuada através de um protocolo
de imunofluorescéncia directa de marcacéo-lise-lavagem, utilizando os anticorpos
monoclonais: anti-CD34; anti-HLA-DR; anti-CD117; anti-CD44; anti-CD35; anti-
CD45, anti-CD123 e anti-CD133. Para a andlise, procedeu-se a identificacdo e
guantificacao das células de linha eritréide em MO total e nos diferentes estadios
de maturacgdo e a avaliacao da expressao de CD44 e de CD35.

Os resultados deste estudo revelaram o CD35 como um marcador precoce nha
diferenciagédo eritréide normal e um aumento da expressdo de CD44 e da
percentagem de eritroblastos em SMD, sendo este aumento mais evidenciado
nos estadios mais avancados da doenca.

Sindrome Mielodisplasica; Citometria de fluxo; Diferenciacdo eritréide; CD35;
CD44






Abstract

Keywords

Myelodysplastic Syndromes (MDS) are a group of clonal hematopoietic stem cell
diseases characterized by ineffective hematopoiesis and increased risk of
evolution to Acute Myeloid Leukemia. Considering that the erythroid lineage is
often affected in MDS and evaluation of erythroid dysplasia represents a
challenge in immunophenotypic analysis of myelodysplastic marrow, the aim of
this work was to study the expression of CD44 and CD35 in normal erythroid
differentiation and how that expression is affected in MDS.

This study was conducted in 16 normal/reactive bone marrow (BM) samples and
48 BM samples from MDS patients that were not under treatment. According to
the World Health Organization (WHO), MDS patients were classified in RCDM
(n=20), RAEB-1 (n=15) and RAEB-2 (n=13) and, following the International
Prognostic Scoring System (IPSS), in low risk (n=5), intermediate-1 (n=8) and
intermediate-2 and high risk (n=14). The immunophenotypic characterization was
performed by stain-lyse-and-then-wash direct immunofluorescence protocol, using
the folowing monoclonal antibodies: anti-CD34; anti-HLA-DR; anti-CD117; anti-
CD44; anti-CD35; anti-CD45; anti-CD123 and anti-CD133. For analysis, we
proceeded to the identification and quantification of erythroid cell lineage in total
BM and in different stages of maturation and the evaluation of the expression of
CD44 and CD35.

The results of this study revealed that CD35 is an early marker in normal erythroid
differentiation and an increase in CD44 expression and the proportion of
erythroblasts in MDS. Both alterations are more evident in the advanced stages of

disease.

Myelodysplastic Syndrome; Flow cytometry; Erythroid differentiation; CD35;
CDh44
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Introducéo

1. Introducéo

As Sindromes Mielodisplasicas (SMD) representam um grupo heterogéneo de
alterac@es clonais da célula pluripotencial hematopoiética, caracterizado por citopenia(s),
displasia de uma ou mais linhas mieldides, hematopoiese ineficaz e instabilidade genética
com aumento do risco de progressao para leucemia mieloblastica aguda (LMA) (1-14).

O mecanismo béasico da doenca na SMD é, em grande parte, desconhecido. No
entanto, varias anomalias citogenéticas que resultam na proliferacdo clonal neoplasica,
acoplada a um aumento da apoptose, desempenham papéis importantes na patogénese
desta sindrome (6).

As SMD séo, predominantemente, uma doenca dos idosos, sendo que 0 seu risco
de desenvolvimento aumenta com a idade (3,15-17). Os dados existentes sugerem que
0s homens tém uma maior taxa de incidéncia do que as mulheres, assim como 0s
individuos de raca branca em relagéo a outras racas/etnias (16,17).

De acordo com a sua etiologia, as SMD podem ser classificadas em duas
categorias: primarias, isto €, que ocorrem de novo, e secundarias, que ocorrem na
sequéncia de um evento mutagénico. As SMD secundéarias estdao habitualmente
relacionadas com a terapia e sdo diagnosticadas apds exposi¢cdo a radioterapia ou
guimioterapia citotéxica. Contudo, refira-se, o indice de SMD secundarias tem vindo a
aumentar devido a crescente incidéncia de cancros e ao sucesso no tratamento destas
doencas (13,15).

As manifestagbes clinicas das SMD sdo inespecificas e variam
consideravelmente, dependendo do subtipo e gravidade da(s) citopenia(s), podendo
variar entre indolentes a muito graves. A sua investigagdo diagndstica €, muitas vezes,
desencadeada por sintomas ou sinais sugestivos de citopenias, incluindo fadiga e
diminuicdo da actividade procedente de anemia, febre, tosse, ou choque séptico,
resultantes de infecgbes secundéarias a neutropenia e frequentes e inexplicaveis
hemorragias ou hematomas consequentes da trombocitopenia. Todavia, muitos dos
pacientes sao assintomaticos e o seu diagndstico é efectuado durante a avaliacdo de
outras comorbilidades (15,18).

O primeiro sistema de classificacdo a ser introduzido para atender a ampla
heterogeneidade da SMD foi a classificacdo French-American-British (FAB).
Desenvolvida em 1982, esta classificagdo inclui cinco subtipos da doenca, baseada em
critérios citomorfol6gicos (12,13,19).

Actualmente, o sistema de classificacdo que fornece melhor abordagem

diagnostica da SMD ¢é a classificagdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de 2008
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(19). Esta classificagdo fundamentada no tipo de citopenias, morfologia e anomalias
citogenéticas, estabelece os subgrupos da doenca que constam da tabela que se segue
(16,18-21).

Tabela 1 — Entidades das SMD de acordo com a classificagdo da OMS 2008

Citopenia Refractaria com Displasia Unilinha (CRDU)
Neutropenia Refractaria
Anemia Refractaria
Trombocitopenia Refractaria
Anemia Refractaria com Sideroblastos em Anel (ARSA)
Citopenia Refractaria com Displasia Multilinha (CRDM)
Anemia Refractaria com Excesso de Blastos (AREB)
AREB-1
AREB-2
Sindrome Mielodisplasica com del(5q) isolada
Sindrome Mielodisplasica ndo Classificavel

Sindrome Mielodisplasica da Crianca

O prognéstico dos pacientes com SMD é muito heterogéneo, verificando-se a
necessidade de desenvolver sistemas que permitam a estratificagdo de risco e um auxilio
na escolha da terapéutica (16).

O International Prognostic Scoring System (IPSS), desenvolvido em 1997, é a
ferramenta de estratificagdo de risco mais frequentemente utilizada (16,22). O IPSS
apresenta quatro categorias de risco (baixo, intermédio-1, intermédio-2 e alto), baseadas
na sobrevivéncia e risco de progressédo para LMA, determinadas através do numero de
citopenias, das anomalias citogenéticas e da percentagem de blastos na medula 6ssea
(MO) (Tabela 2) (1,8,13,15,16,20,22,23). Este sistema € altamente reprodutivel e muito
simples de usar, no entanto, apresenta varias limitacdes, uma vez que, sob enfatiza o
impacto da citogenética e ndo é um indicador muito preciso em pacientes de baixo risco
(16,20,24).
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Tabela 2 — International Prognostic Scoring System (IPSS) para SMD.

Pontuacéo
Variavel 0 0,5 1 15
Blastos MO% <5 5-10 - 11-20
Cariotipo Bom Intermédio Mau -
Citopenias 0-1 2-3 - -

Adaptado de Greenberg P et al (Blood 1997; 89 (6): 2079-2088)

Scores para as categorias de risco: Baixo = 0; Intermédio-1 = 0,5 a 1; Intermédio-2 = 1,5 a 2; Alto = 22,5.
Cariotipo:

- Bom: normal: -Y isolada; del(5q) isolada; del(20q) isolada;

- Intermédio: outras alteragdes;

- Mau: anomalias complexas (=3) ou alteragdes do cromossoma 7;

Citopenias:

- Hemoglobina <10g/dl;

- Neutréfilos <1,8 x 10%/L;

- Plaguetas <100 x 10°/L

Uma vez que permanece dificil predizer a sobrevivéncia dos doentes, tém sido
propostos Varios ajustes ao IPSS, nomeadamente a integracdo dos niveis de lactato
desidrogenase (IPSS + LDH) e a necessidade de transfusfes (OMS + IPSS) (13,16,25).

Recentemente, surgiu o revised IPSS (IPSS-R), uma actualizagdo do IPSS, que
proporciona avangos Uteis no prognodstico de doentes com SMD através de cinco
categorias de risco (muito baixo; baixo, intermédio, alto e muito alto). Este novo sistema
apresenta cinco subgrupos citogenéticos, novos pontos de corte para a profundidade das
citopenias e para a percentagem de blastos ha MO e a inclusdo de diferentes
caracteristicas clinicas, como a idade, performance status, ferritina sérica, lactato
desidrogenase e [3,-microglobulina (16,26-28).

A abordagem de diagnostico para SMD inclui histéria clinica completa, exclusdo
de outras causas de citopenia e displasia, caracteristicas morfolégicas das células do
sangue periférico e do aspirado da medula 6ssea (para avaliar a percentagem de blastos
e displasia celular), bem como da bidpsia 6ssea (para avaliar a celularidade e topografia
da medula), e citogenética (6,15,16,21,29-32). Os critérios minimos morfoldgicos para o
diagnéstico indicam que, no minimo, 10% das células de, pelo menos, uma linha mieldide
devem demonstrar inequivoca displasia (21). A combinacdo de displasia da MO e

anomalias citogenéticas clonais permite um diagnostico conclusivo de SMD. No entanto,



Estudo da Maturagao Eritréide com base no CD35 e no CD44 em Sindromes Mielodisplasicas

apenas 30% a 40% dos casos de SMD apresentam anomalias -citogenéticas
identificadas, sendo o diagnostico baseado, em grande parte, em critérios morfolégicos,
0sS quais sao inerentemente subjectivos, além de muito dificeis em individuos que néo
apresentam critérios morfolégicos robustos, como sideroblastos em anel e/ou excesso de
blastos (6,29). Por conseguinte, testes adicionais devem ser aplicados para ajudar a
estabelecer o diagnostico de SMD, nomeadamente a citometria de fluxo, teste de
Humara, estudo de mutacdes, testes de unidades formadoras de col6nias e microarrays
(12,18,33).

A imunofenotipagem por citometria de fluxo € um método preciso para a avaliacdo
gquantitativa e qualitativa de células hematopoiéticas (7,18,29), sendo introduzida como
um importante co-critério para o diagnostico de SMD (8,9,11,34).

Nos dUltimos anos, verificou-se um aumento consideravel de estudos que
demonstram multiplas e varidveis anomalias fenotipicas em SMD que podem
potencialmente contribuir para o diagndstico, prognéstico e monitorizacdo da doenga
(5,6,9,11,12,30,31). As anomalias mais frequentemente reportadas sdo: aumento do
namero de mieloblastos, diminuicdo da granularidade de células mieldides maduras,
assincronismos de expressdo de marcadores associados a maturagcdo, expressao
inapropriada de antigénios linféides em células mieldides, perda ou diminuicdo de
antigénios mieléides reactivos, diminuicdo ou auséncia dos progenitores de células B,
entre outras alteracdes (12,30,32,34-36).

Muito embora os padrdes da citometria de fluxo para o desenvolvimento eritréide
normal tenham sido descritos em 1987 (8,37), devido a escassez de anticorpos
disponiveis para o estudo desta linhagem, a avaliacao da displasia eritroide representa
um desafio na analise imunofenotipica de medulas mielodisplasicas (2,7,35).

A eritropoiese é um processo complexo e finamente regulado, compreendendo
proliferacdo e diferenciacdo de células, que ocorre desde a célula stem hematopoiética
na MO até aos eritrécitos no sangue periférico (38). A célula stem diferencia-se em
células formadoras de coldnias eritréides [Unidade Formadora de Burst Eritréide (BFU-E)
e Unidade Formadora de Colo6nias Eritroides (CFU-E)] que, posteriormente, ddo origem
ao primeiro precursor morfologicamente diferenciado, o proeritroblasto (39-41). O
proeritroblasto, por meio de 3 a 4 mitoses, origina uma série de eritroblastos (basdfilos,
policrométicos e ortocromaticos, sucessivamente) num processo acompanhado pela
diminuicdo do tamanho da célula, hemoglobinizacdo progressiva, condensacdo da
cromatina e relevantes alteracbes membranares (39-41). Seguidamente, o eritroblasto

ortocromatico expele o nucleo e origina o reticulécito que, inicialmente na MO e
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posteriormente no sangue periférico, vai desmantelar a sua maquinaria ribossémica,
expulsar organelos e formar o eritrécito maduro — célula anucleada em forma de disco
biconcavo (39,41).

Na citometria, a populagéo eritroide pode ser definida pela perda gradual da
expressao de CD45 e pela diminuicdo dos valores das propriedades de disperséo lateral
e frontal da luz (2,8,11,34,42). Os marcadores mais frequentemente utilizados para
avaliar a diferenciacado eritréide sdo o receptor da transferrina (CD71) e a glicoforina A
(CD235a) (8). O CD71 é um antigénio precoce na maturacdo eritrdide, precede a
expressdo de CD235a, e permanece no reticuldcito até ao instante antes da perda do
RNA (2,10,37,42,43). O CD235a surge no proeritroblasto, verificando-se um aumento da
expressao na diferenciagdo do eritroblasto basofilo, e permanece no eritrécito maduro
(2,37,42). Refira-se que a endoglina (CD105), o c-Kit (CD117) e o receptor da
trombospondina (CD36) também sdo marcadores Uteis para caracterizar as células da
linha eritréide (8).

Baseados no conhecimento do padrdo normal, varios estudos demonstraram a
viabilidade da citometria de fluxo para avaliar a displasia eritréide em SMD
(2,7,8,10,29,34). Uma das alteracdes mais frequentemente encontradas é o aumento do
namero de progenitores eritrdides, associado com uma elevada propor¢cdo de células
eritrides imaturas CD117" (29,34). No entanto, é de salientar que também se pode
verificar uma diminuicdo dos progenitores, provocada por um aumento de apoptose ou
por deficiéncia de eritropoietina (34). Nas SMD também tem sido reportado, como sinal
de displasia eritr6ide, assincronismo de expressao de CD71 e CD235a, diminuicdo da
expressao de CD71 e de CD36 e aumento da expresséo de CD105 (7,10,14,29,34).

E necessério ter em conta que, apesar das varias anomalias fenotipicas referidas
ndo serem especificas de SMD e poderem ser encontradas em condi¢gdes citopénicas
ndo clonais, estas permitem uma eficiente discriminacdo entre SMD e MO
normal/reactiva (12,30).

O CD44, também conhecido por molécula de adesé&o celular associada ao homing
(H-CAM), glicoproteina fagocitica 1 (Pgp-1), Ly-24, Hermes, e HUTCH-1, é uma
glicoproteina transmembranar, envolvida nas interac¢gfes célula-célula e célula-matriz,
expressa por uma variedade de células, incluindo fibroblastos, células epiteliais e
endoteliais, células do musculo liso e células hematopoiéticas (44-48). Compreende uma
familia de receptores heterogéneos, com mdltiplas isoformas, codificados por um gene
localizado no brago curto do cromossoma 11 (44,47-51). A isoforma mais frequente do

CD44, referenciada como CD44H (hematopoiética) ou CD44s (standard), é codificada por
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nove exdes padréo e corresponde a isoforma mais pequena com um peso molecular de
aproximadamente 80 kDa, ao passo que as isoformas variantes (CD44v) sdao
caracterizadas por sequéncias proteicas adicionais no dominio extracelular da molécula,
resultantes dos exdes variantes, e tém um padrdo de expressdo restrito, sendo que
algumas apenas sdo expressas em certas células tumorais (25,48,52-55). Esta
heterogeneidade resulta da combinacdo de splicing alternativo e de modificacbes pos
traducao (46,49,50,54,56). O principal ligando do CD44 é o &cido hialurénico, importante
componente da matriz extracelular, apresentando, no entanto, outros ligandos, como a
fibronectina, o colagénio, a laminina, a osteopontina, entre outros (45,49,51). Esta
molécula é um receptor multifuncional envolvido na activagdo de uma variedade de vias
sinalizadoras celulares que regulam a proliferagdo, sobrevivéncia, migracdo e adesao
celulares (50,55). Uma vez que todos estes processos, essenciais para as actividades
fisiol6gicas das células normais, estdo também envolvidos em actividades patoldgicas, o
CD44 desempenha um indispensavel papel em patologias tumorais, estando envolvido
na diferenciagcdo celular, invasdo e metéstase (49,57). Ademais, a sua expressao
encontra-se desregulada em neoplasia (44,46,50). Desta forma, o CD44 pode ser um
marcador util no diagnéstico e prognéstico de malignidade e talvez um potencial alvo para
a terapia cancerigena (45,46).

No que respeita ao receptor de complemento 1, também conhecido por CR1,
CD35 ou receptor C3b/C4b, trata-se de uma glicoproteina transmembranar expressa na
maioria das células do sangue periférico, nomeadamente nos eritrécitos (58-60).
Pertence a familia dos receptores de activacdo do complemento (RCA) e tem grande
afinidade para Clqg, C3, C4 e Lectina Ligadora de Manose (MBL) (58,60). A principal
funcdo do CD35 é prevenir a deposicdo de imunocomplexos nas paredes dos vasos
sanguineos, através da ligacdo do complemento a particulas inflamatérias marcadas, e
facilitar a sua depuracdo (58-61). No entanto, este receptor é ainda responséavel por
mediar uma variedade de fungBes moleculares e processos bioldégicos, nomeadamente
na ligacdo de proteinas, na transducdo de sinal, na regulacdo da actividade enzimética,
na activacao de receptores e na comunicacao e diferenciacéo celular (60). Alteracdes de
expressao do CD35 nas células sanguineas tém sido implicadas numa variedade de
doencas, designadamente em lUpus eritematoso sistémico, sindrome de imunodeficiéncia
aguda, artrite reumatoide, entre outras, associadas com disfuncdo do sistema imune,

desenvolvimento de inflamacéo e reac¢des auto-imunes (58).
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2. Objectivos

Caracterizar fenotipicamente os varios estaddios da maturacdo normal da linha
eritréide por citometria de fluxo.

Identificar aberracBes imunofenotipicas, com base na expressdo de CD44 e
CD35, em células da linha eritréide na medula 6ssea de doentes com SMD,
relacionando-as com a presenca de displasia morfolégica e/ou anemia.

Evidenciar o papel da citometria de fluxo no diagnéstico de SMD, relacionando as

caracteristicas fenotipicas com os sistemas de classificagdo da OMS e IPSS.
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3. Material e Métodos

3.1 Populagdo em estudo

Este estudo foi efectuado em 48 amostras de MO de individuos provenientes do
Centro Hospitalar Tondela-Viseu, do Hospital Distrital da Figueira da Foz e do Centro
Hospitalar Universitario de Coimbra, sendo 24 do sexo feminino e 24 do sexo masculino,
com média de idades de 69 + 11,3 anos, diagnosticados com SMD e antes do inicio do
tratamento.

De acordo com o sistema de classificagdo da OMS, foram estudados 20
individuos com CRDM, 15 com AREB-1 e 13 com AREB-2. Através do sistema de
classificacdo IPSS, distribuiram-se os doentes por 3 grupos: Baixo risco (n=5), risco
Intermédio-1 (n=8), sendo o Ultimo grupo constituido por doentes com risco Intermédio-2
e Alto risco (n=14).

Adicionalmente, os doentes foram subdivididos consoante a presencga (n=30) ou
auséncia de anemia (n=16) e a presenca (n=15) ou auséncia (n=31) de displasia eritroide
detectada morfologicamente. Importa salientar que ndo se obteve qualquer informacéo a
este respeito relativamente a dois doentes estudados.

Para o grupo controlo utilizaram-se 16 amostras de MO normais/reactivas (11 do
sexo feminino e 5 do sexo masculino) com média de idades de 63 + 14,8 anos.

Este estudo foi aprovado pelo comité local de ética, tendo sido obtido o

consentimento informado de todos os individuos estudados.

3.2 Estudo imunofenotipico

A caracterizacdo imunofenotipica da linha eritroide foi efectuada em MO total,
colhida em &cido etilenodiamino tetra-acético tripotassico (EDTA.K3). Apos a colheita, as
amostras foram armazenadas a 4°C e processadas em menos de 24 horas.

A 100ul de MO (10° células) adicionou-se a seguinte combinacdo de anticorpos
monoclonais: 5ul de anti-CD35 Isotiocianato de Fluoresceina (FITC), 10ul de anti-CD123
Ficoeritrina (PE), 5ul de anti-CD34 Proteina Clorofila Peridina e Cianina 5.5
(PerCPcy5.5), 2,5ul de anti-CD117 Ficoeritrina Cianina 7 (PEcy7), 10ul de anti-CD133
Aloficocianina (APC), 2,5ul de anti-HLA-DR Aloficocianina Hilite 7 (APCH7), 1ul de anti-
CD44 Pacific Blue (PB) e 2,5ul de anti-CD45 Pacific Orange (PO). A informacéo relativa

aos clones e as marcas comerciais dos respectivos anticorpos monoclonais encontra-se
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detalhada na Tabela 3. Ao que se seguiu uma incubacdo de 10 minutos a temperatura
ambiente e no escuro.

Apbs o periodo de incubacgéo, adicionou-se 2 mL de lisante (FACS Lysing Solution
— BD, San Jose, USA) e procedeu-se a uma nova incubacdo de 10 minutos a
temperatura ambiente e no escuro. Posteriormente, centrifugou-se durante 5 minutos a
5409, desprezou-se 0 sobrenadante e procedeu-se a uma lavagem com 1mL de PBS
(Gibco, - Pasley, Escdcia). No final, as células foram ressuspendidas em 500ul de PBS.

Tabela 3 — Painel de anticorpos monoclonais utilizados para a caracterizagdo e quantificacdo dos

diferentes estadios da maturacgéo eritréide.

FITC PE  PerCPcy55  PEcy? APC APCH7 PB PO
CED1315 CD123  CD34 PI\ICIDI\/I1§6798 (2353133 HLADR  CD44  CD45
ELh (oFs)  (ge1z) (PN ) (293C3)  you3 (M7)  (HI30)

eckman Miltenyi . .
- BD B . BD Biolegend Invitrogen

Pharmingem Coulter Biotec

Becton Dickinson Biosciences, BD (San Jose, CA, USA); BD Pharmingen (San Diego, CA, USA); Beckman Coulter (Miami,
FL, USA); Miltenyi Biotec (Cologne, Germany); Biolegend (San Diego, CA, USA); Invitrogen (Carlsbad, CA,USA).

A aquisicdo foi efectuada no citometro de fluxo FACSCanto Il (BD) através do
software FACSDiva (BD). Num primeiro passo, procedeu-se a aquisicdo de todas as
células da MO (minimo: 100.000 eventos); posteriormente, efectuou-se um gate onde
apenas as células CD34" foram adquiridas, sendo a aquisicdo sempre superior a 5.000
eventos.

A analise dos resultados foi efectuada utilizando o software Infinicity (Cytognos,
Salamanca, Espanha).

Para a analise de cada caso, procedeu-se a identificacao e quantificacdo das
células de linha eritrdide em MO total e nos diferentes estadios de maturacdo. A
identificacdo do precursor mais imaturo desta linha (estédio I) foi feita com base na
presenca de CD34, HLA-DR e CD117 (marcadores de imaturidade para esta linha
hematopoiética), CD35, CD44 e expressao débil de CD45, na auséncia de CD123 e
CD133. No estadio Il da maturacéo eritrdide, as células perderam a expressao de CD34 e
HLA-DR, permanecendo ainda positivas para CD117; a expressao de CD44 encontra-se
ligeiramente aumentada e a de CD35 e CD45 diminuida, relativamente ao estadio I. O
estadio Il caracteriza-se pela auséncia de CD34, HLA-DR, CD117 e CDA45, associada ao
aumento da expressao de CD35 e diminuicdo do CD44. No que respeita ao estadio 1V,

neste, & semelhanca do estédio lll, as células séo negativas para CD34, HLA-DR, CD117

10
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e CD45; ocorrendo, ainda, uma diminuicdo da expresséo de CD44 e CD35, relativamente
ao estadio anterior, que € acompanhada por uma diminui¢cdo a nivel das propriedades de
disperséo lateral (SSC) e frontal da luz (FSC). A estratégia utilizada para a identificacéo
dos diferentes estadios de maturacao eritréide encontra-se ilustrada na figura 1.

O critério utilizado para a identificacdo de bloqueio maturativo na linha eritréide foi
a percentagem de células em cada estadio ser superior & média + 2 desvios padréo (DP)

da percentagem média de células observada nas MO normais.
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Figura 1 — Estratégia de identificag&do dos diferentes estadios da maturacgéo eritréide.

Estadio | (azul): CD34"/HLA-DR'/CD117'/CD35"/CD44"*/CD123/CD133/CD45™; Estadio Il (vermelho): CD34/HLA-DR"
/CD117*/CD35*/CD44**/CD123/CD133/CD45%"": Estadio Il (verde): CD34/HLA-DR/CD117/CD35%/CD44* "™ ™d°/cp123"
/CD133/CD45"; Estadio IV (roxo): CD34/HLA-DR/CD117/CD35'/CD44"*"/CD123/CD133/CD45/SSC™*°/FSCP@*®
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3.3 Andlise estatistica

As variaveis estudadas foram analisadas no Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) statistic 17.0, utilizando o teste Mann-Whitney, considerado-se com
significado estatistico para p<0,05.

Os resultados sao apresentados sob a forma de média + dois desvios padrao.

12
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4. Resultados

4.1 Percentagem de eritoblastos e sua distribuicdo pelos varios estadios da

diferenciacao eritréide em MO Normal e SMD

No estudo efectuado verificou-se um aumento da percentagem de eritroblastos
em SMD, sendo mais evidente em AREB-2, constatando-se uma diferenca
significativamente estatistica entre os grupos Normal e CRDM e Normal e AREB-2
(Tabela 4).

A percentagem de células eritrdides no estadio | encontrou-se aumentada em
AREB-1, ao passo que a percentagem de células do estadio Il se encontrou ligeiramente
aumentada em AREB-1 e AREB-2; no entanto estes achados néo tiveram significado
estatistico. No que diz respeito aos estadios Ill e IV néo se verificou qualquer alteracéo
(Tabela 4).

Tabela 4 — Percentagem de células de linha eritroide em MO total e distribuicdo destas pelos
diferentes estadios maturativos identificados fenotipicamente, em MO normal e nos diferentes

subgrupos de SMD, de acordo com a classificacdo da OMS.

Normal CRDM AREB-1 AREB-2
o[BS sies @ 11469 17 4 7 5 17+88 24 +12,9°
MO total ' ' ' '
% Estadio | 0,39 £ 0,20 0,42 0,17 0,57 0,28 0,31+0,36
% Estadio Il 2,07+ 0,63 2,09+0,78 2,69+ 1,26 3,02 %328
% Estadio Il 12413 11412 12+1,3 11+2,3
% Estadio IV 86+1,5 87+1,6 84+1,6 86 +5,5

 p = 0,046 (Normal vs CRDM)
®p = 0,005 (Normal vs AREB-2)
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De acordo, com a classificacdo IPSS, verificou-se um aumento, com significado
estatistico, da percentagem de eritroblastos em MO total em risco Intermédio-1 e
Intermédio-2/Alto risco. Relativamente a percentagem de células de linha eritréide nos
diferentes estadios, apenas se verificou um aumento do estadio | em Baixo risco e
Intermédio-1 e um ligeiro aumento do estadio Il em risco Intermédio-1 e Intermédio-2/Alto

risco, sendo que nos restantes nao se verificou qualquer alteracéo (Tabela 5).

Tabela 5 — Percentagem de células de linha eritrdide em MO total e distribuicdo destas pelos
diferentes estadios maturativos identificados fenotipicamente, em MO normal e nos diferentes

subgrupos de SMD, de acordo com a classificacéo IPSS.

Normal Baixo risco Int-1 Int-2 e Alto
risco
% Eritroblastos em 11469 14473 21 + 743 23+ 13°
MO total - - - =

% Estadio | 0,39 £ 0,20 0,50+0,12 0,64 £ 0,35 0,33+ 0,35
% Estadio Il 2,07 £ 0,63 2,19 £ 0,97 2,53+1,31 2,88 £ 3,19

% Estadio Il 12+1,3 11 +0,8 11+1,6 11+2,2

% Estadio IV 8615 86 £0,5 85+2,2 86 £5,3

%p = 0,007 (Normal vs Int-1)

b p = 0,008 (Normal vs Int-2 e alto risco)

No que diz respeito aos bloqueios maturativos na linha eritride em SMD,
constatou-se que existe uma maior percentagem de casos de bloqueio em AREB-1 e
AREB-2 do que em CRDM, verificando-se que os bloqueios maturativos ocorreram com
maior frequéncia a nivel do estadio Il (Figura 2). Recorde-se que se considerou que
existia bloqueio maturativo sempre que a percentagem de células em cada estadio fosse

superior a percentagem média + 2DP da observada em MO normal.
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Figura 2 — Percentagem de doentes com SMD, agrupados de acordo com a classificacdo da
OMS, que apresentam bloqueios maturativos na linha eritréide nos diferentes estadios da

diferenciagéo.

4.2 Expressao de CD44 nos vérios estadios da maturacgao eritréide em MO Normal e
SMD

No estudo da diferenciacéo eritr6ide normal verificou-se que a expressdo de
CD44 aumenta ligeiramente do estadio | para o estadio Il, diminuindo continuamente nos
restantes estadios maturativos (Figura 3).

A expressdo de CD44 encontrou-se aumentada em SMD em todos os estadios da
maturacao eritréide, ndo se verificando significado estatistico apenas no estadio IV de
CRDM e AREB-2. Constatou-se um aumento progressivo, nos estadios | e Il, de CRDM
para AREB-1 e para AREB-2. Nos estadios Ill e IV, a expressdo de CD44 foi maior em
AREB-1 (Figura 3).
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Molécula OoMS
B Normal
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* p<0,05 em relacdo ao Normal
a p<0,05 em relagdo a CRDM

Figura 3 — Expressédo de CD44 nos vérios estadios da maturacgdo eritrdide em MO Normal e nos

diferentes subgrupos de SMD, de acordo com o sistema de classificacdo da OMS.

Nos estadios | e Il verificou-se que nas formas mais agressivas de SMD existe
uma maior percentagem de casos cuja expressdo de CD44 se encontrava aumentada.
Sendo que, nos estadios Il e IV a maior percentagem se encontrou em AREB-1 (Tabela
6). Refira-se que, foi considerado aumento da expresséao de CD44 sempre que esta fosse

superior a média + 2 DP da observada na MO normal.

Tabela 6 — Percentagem de casos de SMD, classificados de acordo com a classificacdo da OMS,

em que a expressao de CD44 esta aumentada.

I I 1l v

CRDM 45 30 40 20
AREB-1 53 60 60 80
AREB-2 78 69 54 46
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Em relacdo ao sistema de classificagédo IPSS, ndo se verificou qualquer alteracdo
da expressdo de CD44 entre MO Normal e SMD de Baixo risco. No entanto, em risco
Intermédio-1 e Intermédio-2/Alto risco observou-se um aumento da expressdo de CD44

em todos os estadios da maturacao eritréide, com significado estatistico (Figura 4).
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| Il ] \"
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* p<0,05 em relacdo ao Normal

a p<0,05 em relagdo a Baixo Risco

Figura 4 — Expresséo de CD44 nos vérios estadios da maturacdo eritrdide em MO Normal e nos

diferentes subgrupos de SMD, de acordo com o sistema de classificacdo IPSS.

Atentando ao sistema de classificagdo IPSS, constatou-se que nenhum caso de
Baixo risco apresentou expressao aumentada de CD44. Em relacdo aos restantes grupos
de risco, notou-se uma maior percentagem de casos com expressdo aumentada de CD44
nos estadios | e Il em Intermédio-2/Alto risco e nos estadios Il e IV em Intermédio-1
(Tabela 7). Refira-se que, foi considerado aumento da expressdo de CD44 sempre que

esta fosse superior & média + 2 DP da observada na MO normal.
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Tabela 7 — Percentagem de casos de SMD, classificados de acordo com a classificacdo IPSS, em

que a expressao de CD44 esta aumentada.

I Il i v

Baixo risco 0 0 0 0
Intermédio-1 50 50 63 63
Intermédio 2/Alto risco 70 71 50 50

4.3 Expressao de CD35 nos varios estadios da maturacéo eritréide em MO Normal e
SMD

No que respeita ao CD35, verificou-se que na maturacdo eritrdide normal este é
mais expresso no estadio |, diminui para o estadio Il, aumenta ligeiramente no estadio lll,
tornando a diminuir no estadio IV (Figura 5).

Relativamente as SMD verificou-se um aumento da expressdao de CD35 no
estadio | em AREB-1 e AREB-2, tendo apenas significado estatistico em AREB-1
(p=0,013). Nos estadios lll e IV pareceu existir uma diminuigcdo da expressédo de CD35

em AREB-2, sem significado estatistico em relacdo a Normal (Figura 5).

Molécula oMS
cD35 M Normal
B CRDM
CAREB-1
MAREB-2

20004

1600 a

1200+

MIF
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1™ g i

0—4

— 0 <

* p<0,05 em relag&o a Normal Estadio
a p<0,05 em relagcdo a CRDM
Y p<0,05 em relagdo a Areb-1

Figura 5 — Expresséo de CD35 nos Vvérios estadios da maturacdo eritrdide em MO Normal e nos

diferentes subgrupos de SMD, de acordo com o sistema de classificacdo da OMS.
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No que concerne ao sistema de classificacdo IPSS, verificou-se um aumento da
expressdo de CD35 no estadio | em todas as categorias de risco. Por outro lado, nos
estadios Il e IV verificou-se uma diminuicdo da expressao do CD35 no grupo que
compreende as categorias de risco Intermédio-2 e Alto risco. Importa, no entanto,

salientar que estes resultados néo tiveram significado estatistico (Figura 6).

Molécula IPSS
B Normal
CD35 Bl Baixo risco
M int-1
21004 B Int-2 e alto risco
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i
:::“ nj ) 4
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Figura 6 — Expresséo de CD35 nos vérios estadios da maturacdo eritroide em MO Normal e nos

diferentes subgrupos de SMD, de acordo com o sistema de classificacao IPSS.

4.4 Expressao de CD117 nos vérios estadios da maturacgdo eritroide em MO Normal
e SMD

Na maturagéo eritroide normal, o CD117 fortemente expresso no estadio |, diminui
no estadio Il, tornando-se inexistente nos estadios Il e IV.

Nas SMD verificou-se um aumento da expressdo de CD117 nos estadios | e Il em
AREB-1 e AREB-2, sendo que este aumento apenas teve significado estatistico no
estadio | em AREB-1 (p=0,004) (Figura 7).
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Figura 7 — Expresséo de CD117 nos varios estadios da maturagdo eritroide em MO Normal e nos

diferentes subgrupos de SMD, de acordo com o sistema de classifica¢cdo da OMS.

Considerando a classificagdo da OMS, constatou-se que nenhum caso de CRDM
apresentou um aumento da expressdao de CD117 e que se verificou uma maior
percentagem de casos com aumento da expressdo em AREB-1 do que em AREB-2
(Tabela 8). Note-se que, foi considerado aumento da expressdo de CD117 sempre que

esta fosse superior a média + 2 DP da observada na MO normal.

Tabela 8 — Percentagem de casos de SMD, classificados de acordo com a classificacdo da OMS,

em que a expressao de CD117 esta aumentada.

CRDM 0 0
AREB-1 53 40
AREB-2 33 15
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Quanto ao sistema de classificacdo IPSS, a expressédo de CD117 aumentou nos
estadios | e Il nas categorias de risco Intermédio-1 e no grupo que apresenta as
categorias Intermédio-2 e Alto risco, verificando-se apenas significado estatistico para
Intermédio-1 (p=0,007 estadio | e p=0,014 estadio Il) (Figura 8).
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B Normal
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* p<0,05 em relagéo a Normal Estadio

a p<0,05 em relagéo a Baixo Risco

Figura 8 — Expresséo de CD117 nos varios estadios da maturagdo eritroide em MO Normal e nos

diferentes subgrupos de SMD, de acordo com o sistema de classificacao IPSS.

De acordo com a classificacéo IPSS, verificou-se a inexisténcia de casos de Baixo
risco com aumento da percentagem de CD117. No que diz respeito aos grupos de risco
Intermédio-1 e Intermédio-2/Alto risco, verificou-se uma maior percentagem de casos
com aumento da expressao de CD117 em Intermédio-1 (Tabela 9). Recorde-se que, foi
considerado aumento da expressao de CD117 sempre que esta fosse superior a média +

2 DP da observada na MO normal.

Tabela 9 — Percentagem de casos de SMD, classificados de acordo com a classificacdo IPSS, em

que a expressao de CD117 estd aumentada.

Baixo risco 0 0
Intermédio-1 50 25
Intermédio-2/Alto risco 30 14
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4.5 Expressédo de CD44, CD35 e CD117 nos varios estadios da maturacao eritroide

em MO Normal, SMD sem anemia e SMD com anemia

De acordo com a figura 9, é possivel observar um claro aumento da expressao
de CD44 em SMD. No entanto, verificou-se que a anemia ndo tem qualquer repercussao
neste aumento, ndo se verificando alteracBes da expressdo de CD44 na presenca ou
auséncia desta.

A expressdo de CD35 parece nado apresentar alteracdes relativamente a auséncia
ou presenca de anemia, sendo apenas de salientar um ligeiro aumento na presenca de
anemia no estadio |, que ndo apresentou qualquer significado estatistico (Figura 9).

No que respeita ao CD117, constatou-se um aumento da sua expressao em SMD
com anemia, apresentando apenas significado estatistico no estadio I, relativamente a
Normal (p=0,040) e a SMD sem anemia (p=0,006) (Figura 9).
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Figura 9 — Expressdo de CD44, CD35 e CD117 nos varios estadios da maturagdo eritroide em

MO normal, SMD sem anemia e SMD com anemia.
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4.6 Expressédo de CD44, CD35 e CD117 nos varios estadios da maturacao eritroide

em MO Normal e SMD associada ou ndo a displasia eritréide morfolégica

Ao analisar a figura 10 é possivel rever a expressdo aumentada de CD44 em
SMD. Contudo, parecem nao existir alteracdes de expressdo de CD44 entre SMD com
displasia e sem displasia eritrdide, observada morfologicamente.

Relativamente a expressdo de CD35 néo se verificou nenhuma associacéo digna
de registo com displasia eritréide morfologica (Figura 10).

Apesar de sem significado estatistico, no estadio | verificou-se um ligeiro aumento
da expressao de CD117 em SMD com displasia eritréide (Figura 10).
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Figura 10 — Expressao de CD44, CD35 e CD117 nos varios estadios da maturagdo eritréide em

MO normal, SMD sem displasia e SMD com displasia eritréide morfolégica.
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5. Discussao

As SMD sdo um grupo de distarbios clonais da célula pluripotencial
hematopoiética, que frequentemente apresentam uma MO hipercelular displasica
associada a uma hematopoiese ineficiente e citopenias periféricas, devido ao aumento de
apoptose e blogueios maturativos (24,36,62).

Os critérios standard para o diagnostico de SMD sdo baseados na histdria clinica,
na morfologia das células, na demonstracdo de anomalias citogenéticas clonais em
células hematopoiéticas e na exclusao de outras doengas (7,14,18). Contudo, quando a
morfologia e a citogenética sdo inconclusivas, aberracdes fenotipicas, determinadas por
citometria de fluxo, podem ajudar a estabelecer um diagnéstico (2,7,14,18). Assim, a
citometria de fluxo das células da MO foi introduzida como um importante co-critério para
o diagnostico de SMD (8,9,11,34).

Nos ultimos anos, tem-se verificado um aumento substancial de estudos que
demonstram a ocorréncia de mdltiplas e varidveis anomalias fenotipicas em SMD
(6,9,11,12,30,31). No entanto, na generalidade, estes estudos revelam uma relativa
subjectividade e/ou uma analise restrita das popula¢des celulares da MO, verificando-se
a necessidade de estandardizar e harmonizar metodologias e reagentes (8,12,30,34,63).

Considerando que as SMD compreendem um espectro heterogéneo de anomalias
imunofenotipicas e o facto de que a anemia e displasia eritride estdo muitas vezes
presentes e proeminentes em SMD, revela-se de extrema importancia expandir o restrito
painel de anticorpos disponivel para o estudo da linha eritréide, contribuindo desta forma
para potenciar o papel da citometria de fluxo (30,35).

No presente trabalho, pretendeu-se estudar a maturacdo eritréide em MO
normal/reactiva e em MO de doentes com SMD, com base na introducéo de dois novos
receptores, o0 CD44 e CD35.

Os resultados deste estudo permitiram verificar que através da estratégia utilizada
€ possivel identificar células eritréides e reconhecer quatro estadios da diferenciacéo. O
estadio | corresponde as células CD34'/HLA-DR'/CD117°/CD35"/CD44"/CD123
/CD133/CD45" e de granularidade intermédia; o estadio Il as células CD34/HLA-DR’
/CD117*/CD35'/CD44"/CD123/CD133/CD45%""; o estadio Il as células CD34/HLA-DR’
/CD117/CD35"/CD44*"*™4°/CD123/CD133/CD45 e o estadio IV as células CD34
/HLA-DR/CD1177/CD35'/CD44"*"'/CD123/CD133/CD45/SSC*°/FSC*"°, Estes
estadios poderdo corresponder aos quatro estadios que sao identificados
convencionalmente por critérios morfolégicos: estadio | — pré-eritroblastos; estadio Il —

eritroblastos basdfilos; estadio Il — eritroblastos policromaticos; estadio IV — eritroblastos
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ortocromaticos. Para garantir a fiabilidade destes marcadores no estudo da diferencia¢éo
eritréide, efectuou-se em paralelo uma marcacgao conjunta com
CD44/CD35/CD105/CD117/CD34/CD45/HLA-DR/CD133 verificando-se uma
correspondéncia major nos estadios definidos tendo por base a expressdo de CD105.
Adicionalmente, foram realizados ensaios clonogénicos, onde se observou que as células
de linha eritréide no primeiro estddio de maturagdo  (CD34"/HLA-
DR*/CD117*/CD35"/CD44"/CD123/CD133/CD45") estavam divididas em duas
populacbes com base na expressdo de CD105, uma CD105" e outra CD105.
Considerando que a populacdo CD105 deu origem a 95,3% de colénias BFU-E e 4,7%
de Unidade Formadora de Coldnias Granulociticas e Monociticas (CFU-GM), estes
resultados permitem evidenciar, pela primeira vez, o CD35 como um marcador fidedigno
e precoce, anterior a CD105, para o estudo da maturagéo eritroide.

Pela andlise dos resultados apresentados, constatou-se um aumento da
percentagem de eritroblastos em SMD, que acompanhava a progressdo da doenca,
reflectindo, possivelmente, uma eritropoiese ineficaz e/ou perda de funcéo eritrocitaria. O
aumento do namero de progenitores eritréides associado com uma larga proporgédo de
células eritroides imaturas (CD117%) é descrito por Westers et al como uma das
alteragdes mais frequentemente observadas em SMD (34).

Embora sem significado estatistico, verificou-se um aumento da percentagem de
células eritréides no estadio | em AREB-1 e nas categorias de risco Baixo e Intermédio-1
e no estddio Il em AREB-1 e AREB-2 e nas categorias de risco Intermédio-1 e
Intermédio-2/Alto risco. O facto de ndo se verificar um aumento da percentagem de
células no estadio | em AREB-2 e no grupo que compreende as categorias de risco
Intermédio-2 e Alto risco resulta, provavelmente, pelo facto de 4 dos 13 doentes com
AREB-2 e 4 dos 14 doentes categorizados no grupo Intermédio 2/Alto risco, nao
apresentarem células CD34" de linha eritréide, analisados 5000 eventos CD34". Este
aumento de percentagem das células eritréides nos estadios | e Il traduz a incapacidade
das células sofrerem diferenciagéo.

De acordo com os resultados apresentados verificou-se um aumento da
percentagem de bloqueios eritréides (correspondentes a percentagem de células em
cada estddio superior a percentagem média + 2 desvios padrdo da observada na MO
normal) nas formas mais avangadas da doenca, com maior impacto no estadio Il, o que
revela a perda da capacidade das células para se diferenciarem em células maduras e
que poderé estar associado a um maior risco de progressao para LMA. Estes bloqueios

tém sido associados a expansdo numérica de células com aumento da sobrevivéncia e
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diminuicdo do sinal apoptético, que parece reflectir uma diminuicdo na capacidade de
regular a maturacéo e a proliferagéo, duas fungdes celulares intimamente ligadas durante
a hematopoiese (24).

O CD44 é uma glicoproteina transmembranar altamente glicosilada com multiplas
isoformas, resultantes de splicing alternativo e modificagbes pos-tradugéo (56,64). A
grande heterogeneidade desta molécula é reflectida na sua capacidade para modular
uma variedade de funcdes celulares, nomeadamente, adeséo, proliferacdo, angiogénese,
migracdo, homing, hematopoiese, diferenciacdo, resposta imune e sobrevivéncia celular
(52,64). Importa evidenciar que desempenha dois papéis fundamentais na hematopoiese
que consistem em mediar a interagdo das células progenitoras com 0 seu respectivo
nicho na MO e em estimular a proliferacdo e diferenciacdo celular pela regulagéo da
secrecéo de citocinas (47,64-66).

Pouco se conhece sobre a importdncia do CD44 em células eritréides. No
entanto, este receptor ja foi descrito, por Chen et al, como um marcador de superficie,
mais fiavel do que o CD71, para distinguir os diferentes estadios da maturacao eritroide
em rato (39).

Devido ao facto do CD44 tomar parte da vasta gama de funcdes anteriormente
referidas, uma expressdo desregulada deste pode ser um passo importante para a
transformacdo maligna (64). Por seu turno, varios estudos tém demonstrado uma
expressdo aberrante das diferentes isoformas de CDA44, resultando num curso clinico
desfavoravel e aumento da capacidade metastatica, numa variedade de tumores soélidos
(45,49,66,67) e de neoplasias hematoldgicas, das quais fazem parte a LMA, o linfoma de
ndo-Hodgkin, a leucemia crénica de células B e o mieloma multiplo (25,52,53,64).

Relativamente as SMD, Karmon et al demonstram que numa fase inicial da
doenca, as células mieldides CD66"" da MO revelam uma diminuicdo significativa da
expressdo de CD44, enquanto que, numa fase avancada, a sua expressdo adquire
valores proximos ou acima dos normais, indicando que a expressdo desta proteina
podera ser um achado importante para o diagndéstico precoce de SMD (62).

O CD44 pode sofrer processos proteoliticos activos e, subsequentemente, ser
libertado como uma molécula sollvel, estando o aumento dos seus niveis no soro
associado a mau prognéstico em varios tipos de tumores (25). Estudos anteriores
indicam que em SMD se verifica um aumento dos niveis de CD44s soluvel estando
correlacionados com diminuicdo da sobrevivéncia e reflectindo um significado prognostico
independente do IPSS, mostrando mais uma vez a sua importancia na discriminagdo em
SMD de baixo risco (25,68).
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Com base nos nossos resultados, foi possivel verificar que o CD44 é um
marcador de superficie fidedigno para distinguir os diferentes estadios de maturacéo
eritride e que na maturacdo eritride normal os dois primeiros estadios maturativos
apresentam uma expressao elevada de CD44, ligeiramente mais forte no estadio Il, e que
essa expressado vai diminuindo continuamente nos restantes estadios.

Em SMD demonstrou-se um aumento significativo da expressdao de CD44 nos
diferentes estadios da maturagéo eritrdide, comparativamente ao grupo controlo. Estes
resultados sugerem a importancia do CD44 na fisiopatologia das SMD. Tendo em conta a
importancia do CD44 na hematopoiese, pode-se colocar a hipétese que este aumento de
expressao confira as células progenitoras eritréides displasicas uma maior adesao ao
nicho da MO, condicionando a capacidade de se diferenciarem em eritrocitos maduros.

Ao relacionarmos a expressdo de CD44 com os diferentes subgrupos da
classificacdo da OMS para SMD, verificou-se que o aumento da expressdo de CD44
acompanha o aumento da progressédo da doenga, sendo que mais de 50% dos doentes
com AREB-1 e AREB-2 apresentam um aumento significativo da expressao de CD44 em
todos os estadios de maturacdo, com excepgdo do estadio IV em AREB-2. A expressao
diferencial nos varios subgrupos da classificacdo IPSS demonstrou que os doentes com
Baixo risco apresentaram valores de expressao proximos dos valores do grupo controlo,
verificando-se um aumento significativo da expressdo de CD44 nos grupos de risco
Intermédio-1 e Intermédio-2/Alto risco. Aproximadamente, 70% dos doentes com risco
Intermédio-2/Alto risco apresentaram um aumento significativo da expressdo de CD44
nos estadios | e Il e 50% nos estadios Ill e IV. Estas alteracdes da expressdo de CD44
representam uma Obvia displasia eritride, facilmente detectadas por citometria de fluxo,
gue podem reflectir a expressao desregulada de varios genes celulares envolvidos
durante a progressao da doenca (62).

No presente estudo, verificou-se que o CD44 nao sofre alteracdes de expresséo
gquando relacionado com SMD sem e com anemia, nem com SMD com e sem displasia
eritréide detectada morfologicamente. Este Ultimo achado, permite-nos evidenciar o CD44
como um marcador de superficie relevante para o diagndstico precoce de SMD, uma vez
que sugere a presenca de rasgos fenotipicos anteriores a displasia morfolégica.

O CD35, mais frequentemente reconhecido por CR1, € um receptor de membrana
para C3b e C4b expresso em eritrocitos, leucocitos e células epiteliais glomerulares
(69,70). Este receptor desenvolve um papel importante na remocéo de imunocomplexos

e patogéneos revestidos com C3b e C4b e regula a cascata de complemento por
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prevencdo da formacgédo de convertases e por actuar como um cofactor do factor I, que
medeia a clivagem de C3b e C4b (58,69).

Através do nosso estudo é possivel demonstrar a clara utilidade do CD35 para o
estudo da diferenciacao eritréide, podendo mesmo ser apontado como um dos primeiros
antigénios desta diferenciagdo. De acordo com a andlise dos nossos resultados,
verificou-se que na maturagéo eritroide normal a expressao do CD35 oscila, sendo que é
mais expresso no estadio |, diminui para o estadio Il, aumenta ligeiramente para o estadio
[1l, tornando a decair no estadio V.

Alteracbes de expressdao do CD35 tém sido implicadas numa variedade de
doencas, associadas com disfungdo imune, desenvolvimento de inflamacgéo e reaccgbes
auto-imunes (58). No que concerne a SMD, com base nos nossos resultados, ndo se
verificaram grandes alteragfes da expressdo do CD35, sendo apenas de salientar um
aumento da expressdo de CD35 no primeiro estadio da diferenciaco eritroide em AREB-
1 (p<0,05) e AREB-2 e uma diminui¢do nos estadios Il e IV em AREB-2. De acordo com
a classificacdo IPSS, verificou-se um aumento da expressdo de CD35 em todas as
categorias de risco no estadio | e uma diminuicdo nos estadios Il e Ill no grupo que
compreende as categorias de risco Intermédio-2 e Alto risco. Esta diminuicdo de
expressao de CD35 nos estadios finais da maturacao eritroide nas fases mais avancadas
da doenca pode comprometer a estrutura e consequente funcionalidade dos eritrdcitos,
promovendo a possivel deposicdo de imunocomplexos, que potencialmente activam o
complemento com consequente leséo tecidular.

Relativamente a expressdo de CD35 em doentes com SMD com e sem anemia, e
com ou sem displasia eritréide, detectada morfologicamente, ndo se verificam alteracées
relevantes.

Neste trabalho, seria relevante a analise da expressao de CD35 com o estado
auto-imune dos doentes, no entanto, este ndo foi possivel, por falta de realizacdo de
estudos associados a auto-imunidade na maioria da populagéo em estudo.

O CD117, também designado c-Kit, € um receptor com actividade tirosina cinase
pertencente a subclasse Il que se liga a stem cell factor (SCF) (71-74). Este receptor tem
sido implicado na sobrevivéncia, auto-renovacdo e diferenciagdo das células stem
hematopoiéticas (75). A expressdo do CD117 € geralmente perdida durante a
diferenciacdo das células hematopoiéticas, no entanto, alguns tipos celulares

diferenciados, como é o caso dos mastdcitos, retém este receptor (71,75,76).
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Os nossos resultados mostram uma forte expressdo de CD117 no estadio |, de
MO normais/reactivas, que diminui no estadio Il e se torna inexistente nos estadios Il e
V.

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se um aumento da expressao de
CD117 nas formas mais agressivas de SMD. Constatando-se, no entanto, uma maior
percentagem de casos com aumento da expressdo de CD117 em AREB-1 do que em
AREB-2 e em Intermédio-1 do que em Intermédio-2/Alto risco. Importa referir que
nenhum caso em CRDM e em Baixo risco apresentou aumento da expressao de CD117.

Estudos anteriores demonstram um aumento da expressdo de CD117 em células
CD34" imaturas e em mieloblastos em SMD, principalmente em alto risco (36,77). Uma
vez que, anomalias da expressdo do CD117 também tém sido associadas com o
desenvolvimento de LMA, esta alteracdo de expressdo em SMD reflecte a associagéo
desta doenca com LMA (77).

De acordo com 0s nossos resultados, relativamente ao estudo da expressao de
CD117 em doentes com SMD com e sem anemia, verificou-se um aumento da expressao
de CD117 em doentes com anemia. Estes resultados devem-se, provavelmente, a uma
tentativa de compensar a anemia, ja que o c-Kit pode activar o receptor da eritropoietina,
por induzir a fosforilagdo dos residuos tirosina no dominio citoplasmético do mesmo
(74,76). Nas SMD com displasia eritride detectada por morfologia observou-se um
ligeiro aumento da expressdo de CD117 no estédio .
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6. Concluséao

Com a realizacéo deste estudo podemos concluir que através da marcacao de um
Gnico tubo (CD34/HLA-DR/CD117/CD44/CD35/CD45/CD123/CD133) € possivel, por
citometria de fluxo, identificar as células eritrdides da MO e distinguir quatro estadios
maturativos dentro dessa linha hematopoiética. Verificou-se, também, que o CD35
incorpora novidade, uma vez que se revela um marcador mais precoce do que o CD105
na linha eritréide.

Neste estudo demonstrou-se a ocorréncia sistematica do aumento da expressao
de CD44 em SMD, que acompanha a progresséo da doenca, e o seu papel na revelacao
da existéncia de displasia fenotipica anterior a morfolégica. Adicionalmente demonstrou-
se 0 aumento da percentagem de eritroblastos em SMD, maior nas formas mais graves
da doencga, e um aumento da expressao de CD117 nas formas avancadas da doenca e
em SMD associado a anemia. Apesar destas aberragbes fenotipicas poderem ser
encontradas noutras condigfes patologicas, € um facto que elas nos permitem uma
eficiente discriminagdo entre SMD e MO normais/reactivas.

Por fim, este estudo permitiu-nos alargar o restrito painel para o estudo da
maturacdo eritroide por citometria de fluxo e evidenciar, mais uma vez, o papel da
citometria de fluxo no diagnéstico e progndéstico de doentes com SMD.

No entanto, o estudo carece de uma amostra mais abrangente que permita um

maior conhecimento destas caracteristicas.
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