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RESUMO

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) é uma doenca hematopoética heterogénea clonal,
originada a partir de uma mutacdo somatica nas células progenitoras
hematopoeticas..Nos pacientes com SMD, as alteracbes cromossomicas permitem
confirmar a clonalidade da doenca, identificar categorias clinicas e bioldgicas
especificas, estratificar os pacientes em categorias de prognostico, prever a
probabilidade de progressdo para leucemia miel6ide aguda e a sobrevida global e
selecionar 0s pacientes que podem beneficiar-se de terapias inovadoras. O presente
estudo, de carater retrospectivo, teve como principal objetivo avaliar as alteracdes
citogenéticas classicas e moleculares em pacientes com sindrome mielodisplasica. O
estudo das alteragdes cromossdmicas foi realizado por bandamento G, em 138 amostras
de pacientes portadores de SMD. Foram detectadas alteracBes cromossdmicas, ao
diagnostico, em 43/99 (43,4%) dos casos estudados. Avaliamos a eficacia da técnica de
hibridacdo in situ com fluorescéncia, na deteccdo das anomalias cromossomicas mais
comuns (-5/5¢-, -7/79-, +8,) em 30 pacientes portadores de SMD que apresentavam
baixo indice mitdtico (< 10 metafase) a metodologia convencional. Com o painel de
sondas de FISH utilizado, foi detectado beneficio adicional de 2 casos (6,6%). Ao
associarmos as Vvaridveis clinico laboratoriais com o cari6tipo, observou-se que 0s
pacientes cujo cariotipo era normal, obtiveram maior sobrevida (p < 0,05) em relagéo
aqueles que apresentavam cariétipo alterado. Os pacientes que pertenciam ao grupo de risco
citogenético favoravel também apresentaram maior sobrevida em comparacdo aos demais
grupos (p < 0,05). A melhor estratégia de estudo genético dos doentes com SMD,
visando a optimizacdo da relacdo custo/beneficio, consiste na aplicacdo sequencial das
técnicas de citogenética convencional e molecular, devendo estas ser encaradas como
complementares na caracterizacdo genética das sindromes mielodisplasicas. A FISH,
ainda que ofereca pouco acréscimo, deve ser usada nos casos gque nao apresentem
metafase ou baixo indice mitotico

Palavras-chave: Sindrome mielodisplésica. Banda G. Alteracdo Citogenética



ABSTRACT

Myelodysplastic syndrome (MDS) represents a heterogeneous group of hematopoietic
disorders, originated from a somatic mutation in stem cells.In patients with
myelodysplastic syndromes, the chromosomal abnormalities confirm the clonality of the
disease, identify peculiar biological and clinical entities, allow stratification of
prognosis, predicting the likelihood of progression into acute myeloid leukemia and
overall survival, and provide fundamental help not only in making a differential
diagnosis, but also in introducing patients to innovative therapeutic options. This study
was retrospective, aimed to evaluate the classical and molecular cytogenetic
abnormalities in patients with myelodysplastic syndrome. The study of chromosomal
abnormalities by G-banding was performed in 138 samples of patients with MDS.
Chromosomal abnormalities at diagnosis were detected in 43/99 (43.4%) of the cases
studied. Evaluated the effectiveness of the technique of fluorescence in situ
hybridization for detection of the most common chromosomal abnormalities (-5/59-, -
7/79-, +8,) in 30 patients with MDS who had a low mitotic index (< 10 metaphase) to
conventional methodology. With the panel of FISH probes used, additional benefit was
detected in two cases (6.6%). By associating the clinical laboratory variables with the
karyotype, it was observed that patients whose karyotype was normal type, had higher
survival (p <0.05) than those who had changed the type karyotype. Patients who
belonged to the favorable cytogenetic risk group also had better survival rates compared
to the other groups (p <0.05). The best strategy for genetic study of patients with MDS,
in order to optimize the cost / benefit consists in the sequential application of the
techniques of conventional and molecular cytogenetics, which should be seen as
complementary in the genetic characterization of myelodysplastic syndromes. FISH, yet
offering little extra, should be used in cases that do not show metaphase or low mitotic
index

Keywords: Myelodysplasic Syndrome. G-banding. Alteration Cytogenetics.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sindrome mielodisplasica (SMD)

1.1.1 Aspectos Gerais

Sindrome mielodisplasica (SMD) representa um grupo de doencas clonais
hematopoéticas heterogéneas, que se caracterizam por alteracbes morfologicas de
dispoese em uma ou mais linhagens, medula déssea hiperproliferativa, citopenias no
sangue periférico e risco aumentado para transformacdo leucémica (SWERDLOW et
al., 2008). A SMD consiste na neoplasia primaria da médula éssea mais comum do
mundo ocidental. (MUFTI et al., 2008).

Acomete habitualmente idosos com idade, ao diagndstico, entre 60 e 75 anos.
A incidéncia em pacientes acima de 70 anos é maior que 40 casos por 100.000
pessoas/ano, sendo, portanto incidente e prevalente em nosso meio devido ao aumento
da expectativa de vida da populacdo mundial, (incluindo-se a populacdo brasileira).
(MAGALHAES et al., 2010) Acredita-se que, com o aumento da incidéncia de
neoplasias malignas e o uso de radioterapia, e quimioterapia em pacientes cada vez mais
jovens podera ocorrer aumento de incidéncia neste grupo. (BEJAR, 2013).

Uma sequéncia de alteracbes genéticas oriundas de radioterapia, assim como
quimioterapia, resultam no desenvolvimento de um clone andmalo e geneticamente
instavel das células progenitoras da médula 6ssea, causando hematopoese ineficaz.
(BEJAR, 2013). As citopenias, que ocorrem por consequéncia da hematopoese
displasica, sdo as principais complicacdes relacionadas a esta doenca. Podem levar a
dependéncia transfusional e aumento a susceptibilidade a infeccbes e hemorragias.
Citopenais no sangue periférico em combinacdo com médula éssea (MO) hipercelular e
displasia sdo achados caracteristicos da SMD. (JADERSTEN M et al, 2008).



1.1.2 Epidemiologia e Etiologia

A SMD é uma doenca comum em individuos idosos, pois aproximadamente
80% dos pacientes possuem mais de 60 anos ao diagnéstico (STROM et al., 2008). S&o
raros 0S casos na infancia, sendo observadas em menos de 5% das neoplasias
hematoldgicas que acometem pacientes com menos de 14 anos de idade (HASLE et al.,
2003).

A incidéncia anual é de aproximadamente 7 - 15/100.000 pessoas e aumenta
com a idade (JADERSTEN M et al., 2008).

Desde 2001, a SMD tem sido reportada no programa norte-americano
Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) do Instituto Nacional do Cancer.
De acordo com os dados do SEER, aproximadamente 12.000 pacientes sédo
diagnosticados com SMD por ano nos Estados Unidos e aproximadamente 20.000 na
comunidade européia (SEER, 2012). Estes dados indicam que existe um numero
significativamente maior de casos de SMD do que de leucemias agudas e de doencas
mieloproliferativas (GARCIA-MANERO, 2011).

As caracteristicas dos pacientes com SMD no Brasil foram apresentada pela
primeira vez por Magalhdes et al., (2010). Neste estudo, foi apresentado o Registro
Brasileiro de Sindrome Mielodisplasica em centros de atencéo terciaria, avaliando 476
pacientes de 12 centros das regiGes Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste do Brasil,
diagnosticados no periodo de 1° de janeiro de 2003 e 31 de dezembro de 2007
(MAGALHAES et al., 2010). Um dos principais pontos abordados no estudo mostrou
que a idade mediana do diagndstico dos pacientes com SMD foi de 68,3 anos, nimero
menor que observado nos EUA e Europa, mas muito similar a Japdo e Coréia. Destes,
50,8% eram mulheres e 86,6% residentes em zona urbana (MAGALHAES et al., 2010).

O envelhecimento da populagdo e uma maior sensibilizacdo para o diagnostico
desta doenca, bem como a sobrevida mais prolongada dos pacientes submetidos a
tratamentos de quimioterapia de uma neoplasia primaria, contribuem para 0 aumento
significativo da frequéncia das SMD (CHAUFFAILLE, 2009)

Quanto a sua etiologia a SMD ¢ classificada como primaria ou de novo e
secundaria ou relacionada com a terapia (t-SMD). A SMD priméria constitue a maioria
dos casos e ocorre sem um evento prévio, enquanto a SMD secundaria desenvolvem-se

apos exposicdo a quimioterapia e/ou radioterapia (LI et al., 2009).



A doenca primaria ndo possui uma etiologia totalmente elucidada, no entanto
estudos epidemioldgicos tém identificado consistentemente diversos fatores de risco
para o acometimento da SMD tais como o tabaco, exposicdo ao benzeno e outros
solventes organicos, agentes quimicos agricolas (pesticidas, herbicidas e fertilizantes),
radiacdes ionizantes, sexo masculino e historia familiar de neoplasias hematoldgicas
(LUKACKOVA et al, 2013; MUFTI, 2004; PEDERSEN-BJERGAARD;
ANDERSEN; ANDERSEN, 2007).

A SMD secundaria acomete pacientes mais jovens, ha maior incidéncia de
transformacédo para LMA, as citopenias sdo mais severas e geralmente acomete as 3
linhagens. A t-SMD pode surgir em qualquer idade, geralmente 4-5 anos ap0s
realizacdo de tratamento quimioterapico ou com uso de radioterapia. A percentagem de
anomalias citogenéticas assim como o aumento do risco de transformacdo em clone
leucémico sdo significativamente maiores nas t-SMD do que nas SMD primarias.
(BOWEN, D. T.,2010; NAEIM et al., 2008)

Algumas doencgas hematoldgicas, tais como anemia de Fanconi, disqueratose
congénita, sindrome de Shwachmann-Diamond e sindrome de Diamond-Blackfan estdo
também associadas a um risco aumentado de SMD (DE SOUZA FERNANDEZ et
al.,2000) Adicionalmente, exposicao a agentes alquilantes, inibidores da topoisomerase
I, ou a radiacOes terapéuticas, assim como exposicdo a drogas citotoxicas, esta
associado a um risco aumentado de desenvolvimento de t-SMD.

Uma pequena propor¢ao de doentes com SMD, cerca de 4-5%, pode desenvolver
transformacdo blastica em locais extramedulares (sarcoma granulocitico),
particularmente na pele, estando esta evolugdo associada a mau prognostico (NAEIM et
al., 2008)

1.2 Protocolo de exclusao

Com o envelhecimento ocorre diminuicdo da reserva medular, mas ndo é normal
0 aparecimento de taxas de hemoglobina abaixo de 13,0 g/dL para homens e de 12,0
g/dL em mulheres. (LORAND-METZE, 2004).

A anemia nesta faixa da populagéo (idosos >60 anos) pode ter multiplas causas.
A deficiéncia de vitamina B12, acido folico (VCM aumentado), de ferro (VCM e

HbCM diminuido), devido a caréncia alimentar e causadas por patologias gastricas



sdo as causas mais frequentes. Também sdo causas importantes o hipotireoidismo, o uso
de bebidas alcodlicas, as infeccbes virais (principalmente o HIV) e exposi¢do a metais
pesados, particularmente arsénio.

Algumas doencas hematologicas congeénitas, tais como anemia diseritropoiética
congénita, podem provocar displasia nas células eritréides; a infeccdo pelo parvovirus
B19 pode estar associada a presenca de eritroblastos megaloblastdides; alguns agentes
quimioterapicos podem provocar displasia marcada nas células da linhagem mieldide; o
fator de crescimento granulocitario induz alteracbes morfoldgicas nos neutrofilos, tais
como hipergranularidade e hipolobulacdo nuclear. A hemoglobindria paroxistica
noturna pode também apresentar caracteristicas semelhantes as SMD; os casos de SMD
com medula dssea hipocelular podem constituir dificuldades no diagnéstico diferencial
com a anemia aplasica. (DAYYANI et al., 2010)

Magalhdes (2004), relata que em idosos a anemia € um problema clinico
comum. As alteracbes préprias da hematopoese do idoso tornam o ambiente medular
especialmente favoravel a emergéncia de clones anormais e mielodisplasicos,
favorecendo assim o aparecimento da patologia.

Nas fases mais precoces da doenca, caracterizadas por auséncia de excesso de
blastos, as alteragdes podem ser sutis, com graus minimos de displasia. Nesses casos,
portanto, onde se tem apenas macrocitose isolada, anemia ou citopenias isoladas ou
combinadas, persistentes, ndo responsivas a tratamentos, auséncia de sideroblastos em
anel, assim como auséncia de alteracdo citogenética clonal, o diagnoéstico de SMD deve
ser de exclusdo. Esse protocolo de investigacdo consta de alguns critérios de exclusao
considerados absolutos: as deficiéncias nutricionais de vitamina B12 e &cido félico, a
exposicao recente nas Ultimas trés a quatro semanas as substancias toxicas ou drogas
tais como: agentes citotoxicos e fatores de crescimento (LORAND-METZE, 2004).
(Figura 1).



Figura 1: Protocolo de exclusdo em Sindrome Mielodisplésica
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Fonte: Adaptado de MAGALHAES e LORAND-METZE (2004)

Magalhaes e Lorand-Metze (2004), relataram que quando no mielograma nao se
encontra um ndmero aumentado de blastos e atipias importantes dos precursores
hemopoiéticos, o diagnostico de mielodisplasia (SMD) é um diagndstico de excluséo.

A avaliacdo inicial desses pacientes requer anamnese, exame fisico, exames
laboratoriais (hemograma e contagem de reticuldcitos), analise citolégica, citoquimica e
histopatol6gica da medula 6ssea, incluindo a avaliacdo da rede de reticulina, o estudo
citogenético, a dosagem de eritropoetina enddgena e a exclusdo de causas ndo clonais
que, com frequiéncia, cursam com citopenias e/ou dispoeses. A determina¢do de um
clone citogeneticamente alterado pode constituir uma informacdo determinante no
estabelecimento do diagndstico de SMD (AGGARWAL et al., 2011; KITAGAWA et
al., 2011). A medula 6ssea desses pacientes € geralmente hiper-ou normocelular, e
numa minoria dos casos, aproximadamente 10%, hipocelular. Nos aspirados de medula

0ssea dos doentes com SMD é observada displasia uni- ou multilinhagem, a qual é



definida como a presenca de alteracfes displasicas em pelo menos 10% dos precursores
de uma linhagem celular (AGGARWAL et al., 2011; KITAGAWA et al., 2011).

1.3 Patogénese

A patogénese desta doenca € complexa e envolve mecanismos genéticos,
epigenéticos e imunomediados. Caracteriza-se por doenca clonal das células
progenitoras hematopoiéticas iniciais ou células estaminais, caracterizada por
hematopoese displasica. (AGGARWAL et al., 2011; KITAGAWA et al., 2011).)

Segundo um dos modelos da patogénese molecular das SMD propostos, a
hematopoese displasica, ineficaz deve-se aparentemente a um microambiente medular
anormal que induz & morte precoce das células progenitoras hematopoéticas (CPH) por
apoptose, enquanto a proliferacdo clonal se da em consequiéncia a mutacGes somaticas
que conferem vantagem proliferativa as células. Ao contrario de outras neoplasias
hematoldgicas caracterizadas por alteracbes cromossdmicas equilibradas, tais como
translocacbes reciprocas e inversfes, as quais resultam em mutacdes dominantes e
activacdo de oncogenes, a SMD estd geralmente associada a anomalia cromossémica
desequilibrada. (BEJAR; LEVINE; EBERT, 2011; MUFTI, 2004)

Muitas das anomalias cromossomicas recorrentes nas SMD levam a perda de
material genético e consequente inativacdo de genes supressores tumorais. Estes genes
sdo responsaveis pelo controle, crescimento celular e/ou morte celular programada
através da regulacao do ciclo celular, reparacdo de danos no DNA e apoptose. (OLNEY
E LE BEAU, 2002).

A perda de funcdo do gene pode ocorrer por perda ou delecdo, mutacbes
pontuais ou pelo silenciamento transcripcional via metilagdo dos elementos
controladores do gene . Os fatores que contribuem para 0 aumento da apoptose nos
estagios iniciais de desenvolvimento das SMD podem ser alteracdes genéticas e/ou
alteracbes no microambiente da medula (NAEIM et al., 2008). Talvez, seja preciso a
combinacédo de duas ou mais mutagdes, juntamente com mudancas no status epigenético
e no ambiente medular para favorecer o desenvolvimento da SMD.

Hoje existem dois modelos para explicar a carcinogénese envolvendo genes
supressores tumorais. O primeiro e mais difundido ¢ a hipotese de Knudson ou “teoria

dos dois eventos”, em que mutagdes devem provocar perda de fungdo dos dois alelos.



Essas mutacOes tém carater recessivo, uma vez que um unico alelo mutado nédo é capaz
de induzir uma neoplasia. Um exemplo clinico que ilustra esse principio é o
desenvolvimento de SMD apds terapia citotoxica (t- SMD). O periodo de laténcia
relativamente longo entre o tempo de exposicdo e a disfuncdo medular € compativel
com o mecanismo dos dois eventos. Estes doentes podem ter inicialmente dois alelos
normais no locus do gene supressor tumoral, um dos quais é mutado em resultado da
terapia. Subsequentemente, a perda do segundo alelo pode levar ao desenvolvimento de
leucemia (OLNEY E LE BEAU, 2002; LI et al., 2009) O segundo modelo, ou modelo
alternativo é o da Haploinsuficiéncia, em que apenas um alelo mutado, associado a
eventos adicionais promotores de tumor, seria capaz de induzir a carcinogénese, mesmo
com o outro alelo expressando-se normalmente.

Podemos citar alguns passos associados a patogénese da SMD: 1. auto-
renovacdo da célula-tronco hematopoética ou aquisicdo desta propriedade numa célula
progenitora; 2. aumento da capacidade proliferativa no clone neoplésico e/ou em sua
progénie mais diferenciada; 3. comprometimento ou blogueio da diferenciacéo celular;
4. instabilidade genética e epigenética; 5. presenca de mecanismos antiapoptoticos no
clone neoplasico; 6. evasdo ao sistema imune; 7. supressdo da hematopoese normal
(BEJAR; LEVINE; EBERT, 2011; MUFTI, 2004) (Figura 2)

Um dos paradoxos associado as SMD consiste na presenca simultanea de
citopenias periféricas, das trés linhagens celulares (granulocitica, eritroide e
megacariocitica) e médula 6ssea hipercelular. No entanto, ndo se sabe se o defeito que
produz a hiperproliferacdo e displasia das células hematopoiéticas resulta diretamente
na apoptose ou se a apoptose é a resposta homeostatica compensatoria a esta
hiperproliferacdo. De acordo com alguns investigadores, a progressdo da doenca é
acompanhada por um declinio na apoptose e aumento dos niveis da proteina anti-
apoptética BCL-2 nas células progenitoras da medula 6ssea em subtipos de SMD mais
avancados, tais como AREB (anemia refractaria com excesso de blastos) (NAEIM et
al., 2008)

A evolugdo natural das SMD caracteriza-se geralmente por um de trés cenarios
clinicos: (1) agravamento progressivo da pancitopenia com aumento do numero de
blastos na medula (o cariotipo permanece estavel); (2) curso clinico relativamente
estavel seguido de uma mudanca abrupta com transformacdo leucémica evidente,

tipicamente com alteragdo do cariétipo com ganho de clones secundarios e cariotipos



complexos; ou (3) curso clinico estavel durante muitos anos sem alteracOes

significativas no numero de blastos e cariotipo estavel (OLNEY E LE BEAU, 2009)

Figura 2: Mecanismos envolvidos na patogénese da SMD
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Legenda: CTH: células-tronco hematopoéticas. Fonte: Adaptado de TEFFERI E VARDIMAN
(2009)

1.4 Classificagcdo da SMD



A complexidade da patogénese e a heterogeneidade do prognoéstico das SMD
acentuam a importancia da existéncia de um sistema de classificacdo da doenca que
permita prever a sobrevivéncia dos doentes e a probabilidade de transformacdo em
LMA (MUFTI et al., 2008). Além disso, os sistemas de estadiamento sdo fundamentais
para a precisao do diagndstico e subseqiiente selecdo da terapia.

A classificacdo inicial das SMD foi realizada em 1976, pelo grupo cooperativo
Franco/Americano/Britanico (FAB), e era baseada em pardmetros morfologicos
observados no sangue periférico e na medula 6ssea. O grupo FAB adotou critérios
diagnosticos para as sindromes pré-leucémicas de anemia refrataria com excesso de
blastos (AREB) e leucemia mielomonocitica cronica (LMMC). Seis anos ap6s a
classificacéo inicial, foram adicionados trés novos subtipos, completando a classificagéo
FAB para SMD que contempla: Anemia Refrataria, Anemia Refrataria com
Sideroblastos em anel, Anemia Refrataria com excesso de blastos, Leucemia
Mielomonocitica Crénica e Anemia Refratdria com Excesso de blastos em
transformacdo. (MUFTI et al., 2008; TEFFERI, VARDIMAN, 2009).

Outra classificagdo de SMD, patrocinada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) contempla oito subtipos: Anemia Refrataria (AR), Sindrome do 5g-, Anemia
Refrataria com Sideroblastos em Anel (ARSA), Citopenia Refrataria com Displasia de
Multilinhagens (CRDM), Citopenia Refrataria com Displasia de Multilinhagens com
Sideroblastos em anel (CRDM-AS), Anemia Refratdria com Excesso de Blastos |
(AREB-1) e Anemia Refrataria com Excesso de Blastos Il (AREB-I1I) e SMD
Inclassificavel. (MALCOVATI, 2005; NIMER, 2008),

A classificacdo do OMS dividiu o grupo AREB em dois subgrupos: O grupo
AREB | apresenta contagem de blastos entre 6 a 9%, o AREB Il de 10 a 19%, sendo o
valor maior ou igual a 20% critério diagnostico para leucemia aguda.( (SCOTT; DEGG,
2010).

Foram criados os subtipos de Citopenia Refratdria com Displasia de
Multilinhagens com sideroblastos em anel, Sindrome do 5g- e Inclassificavel. Os casos
de CRDM séo definidos pela presenca de duas ou mais citopenias no sangue periférico
e medula 6ssea com displasia em duas linhagens em dez por cento ou mais das células.
A sindrome do 5¢- caraceriza-se por anemia macrocitica que pode ou nao ser

acompanhada de plaquetose com cariotipo com delecdo isolada do braco longo do
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cromossomo 5. O subtipo inclassificavel é definido pela presenca de leucopenia ou
plaquetopenia isoladas. (SWERDLOW et al., 2008)

O estudo multicéntrico internacional realizado pelo grupo IMRAW (do inglés
International MDS Risk Assessment Working) com 816 pacientes, resultou na
elaboracdo do IPSS (do inglés International Prognostic Score System, publicado por
GREENBERG et al, em 1997, onde permite predizer o risco de transformagéo
leucémica assim como a mediana de sobrevida esperada para cada caso. Os pacientes
sdo estratificados, de acordo com este indice, em grupos de risco baseados no numero
de citopenias, porcentagem de blastos na medula Ossea e alteracdo de cariotipo.
GREENBERG e colaboradores demonstraram a importancia das alteragOes
citogenéticas na evolugdo dos pacientes ao dividirem essas alteracbes em grupos. Os
casos de cardtipo indicativo de bom prognostico (del (20q), del (5q), -Y e normal),
cariotipo desfavoravel (alteracdes no cromossomo 7 e cariotipo complexo) e cariétipo
intermediério (outras alteracdes) possuem sobrevida média de 3.8, 0.8 e 2.4 anos,
respectivamente

O IPSS ¢é o sistema de classificacao e estratificacdo de risco mais usado, porém
possui algumas limitagdes. O sistema de escore foi desenvolvido baseado em uma corte
de pacientes ndo tratados, para ser aplicado no momento do diagnostico e ndo foi
validado para ser um modelo flexivel que pudesse ser aplicado em diferentes momentos.
O sistema de pontuacdo considera para valor prognostico o nimero de citopenias, e ndo
leva em consideracdo a severidade da citopenia, (KOMROKJL at al. 2010) (Tabela 1)

O IPSS classifica os doentes em 3 categorias citogenéticas: 1) os doentes com
cariétipo normal, perda do cromossoma Y, 5gq- ou 20g- como anomalias isoladas séo
classificados na categoria de baixo risco; 2) os doentes que apresentam anomalias
estruturais ou perda do cromossoma 7 e/ou cariétipos complexos com 3 ou mais
anomalias séo classificados na categoria de alto risco; e 3) os doentes que apresentam
outras anomalias, tais como trissomia 8, sdo incluidos no grupo de risco intermediario.
O IPSS inclui apenas um namero limitado de altera¢Ges citogenéticas, incluindo apenas
as 5 alteracOes citogenéticas mais comuns associadas a SMD. (APA; GUTZ, 2006;
TEFFERI; VARDIMAN, 2009)

Tabela 1: Sistema Internacional de Escore Progndstico (IPSS) para SMD.
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Escores
Variaveis de progndstico 0,0 0,5 1,0 1,5
Namero de citopenias 0-1 1-2
Cariotipo Bom Intermediério Mau
Porcentagem de blastos na <5 5-10 - 11-20
M.O.
Escore total Grupo de risco Média de sobrevida
(anos)
0,0 Baixo 57
0,5-1,0 Intermediério | 3,5
1,5-2,0 Intermediario 11 1,2
>2.5 Alto 0,4

Legenda: Citopenias nivel de hemoglobina <10,0g/L, contagens de plaquetas <100X10°
e contagens absoluta de neutrofilos <1,8x109L. Cari6tipo: Bom-normal, anomalias
isoladas: -Y, del (5q), del (20q); , Intermediario — outras altera¢bes, Desfavoravel-
complexo ou anomalias cromossomicas 7. Fonte: (adaptado de JADERSTEN E
HELLSTROM-LINDBERG, 2008)

Em 2005, Solé et al criaram ap6s avaliacdo de uma série de marcadores
prognosticos em 968 pacientes com SMD o Sistema de Escore do Grupo Cooperativo
Espanhol de Citogenética Humana (Escore CGECGH). Nesse sistema de escore, foram
considerados importantes preditores da sobrevida: idade (> ou < 60 anos), nivel sérico
da hemoglobina (> ou < 10g/dL), nUmero de citopenias, subtipo FAB e citogenética. A
grande contribuicdo deste sistema de escore CGECGH foi o refinamento da diviséo de
grupos citogenéticos propostos pelo IPSS (Greenberg et al, 1997). Foram adicionadas a
del (11g) e del (12p) as alteracbes consideradas de bom progndstico e o grupo
intermediario passou a ser composto por pacientes com trissomia do cromossomo 8
(+8), rearranjos envolvendo a regido 3921926, t(11q) e del (17p). No grupo de caridtipo
desfavoravel foi incluido o i(17g), o que costuma apresentar caracteristicas de
mieloproliferacdo com eosinofilia, basofilia e rapida transformacdo para LMA. Foi
criado um grupo novo, composto por anormalidades isoladas e cariétipo com duas

alteracdes na mesma metafase.
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Em 2005 foi criado sistema de escore em que a classificacdo da OMS foi
considerada importante marcador de prognéstico (WPSS). Malcovati et al (2005)
demonstraram que o subtipo da OMS (AR, ARSA, Sd.5g- x CRDM, CRDM-AS x
AREB 1 x AREB II), a dependéncia transfusional e a citogenética (subgrupos do IPSS)
eram capazes de predizer a sobrevida e a probabilidade de transformacao leucémica de
pacientes com SMD. (Tabela 2 e 3)

A tabela 4 traz de forma evolutiva toda classificagdo que envolve a Sindrome

Mielodisplasica..

Tabela 2 - Fatores progndsticos de acordo com a classificagdo WPSS — associacéo entre
OMS, cariotipo e dependéncia transfusional.

Escores
Variaveis 0 1 2 3
Classificacdo oms' AR, ARSA, 50— CRDM, CRDM-SA AREB-1 AREB-2
Cari6tipo" Favoréavel Intermediario Desfavoravel -

Dependéncia Né&o Regular - -
Transfusional"

Escore total Grupo de Risco
0 Muito baixo

1 Baixo

2 Intemediério
3-4 Alto

5-6 Muito alto

' Legenda: AR = anemia refrataria; ARSA = anemia refrataria com sideroblastos em anel; 5g— = sindrome
mielodisplasica com delecdo 5qg isolada e blastos na medula <5%; CRMD-SA, citopenia refrataria com
displasia multilinhagem e sideroblastos em anel; AREB-1 = anemia refrataria com excesso de blastos-1;
AREB-2= anemia refrataria com excesso de blastos-2.

" Cariétipo: bom= normal, -Y, del(5q), del(20q); desfavoravel= complexo (>3 alteracBes), alteracdes do
cromossomo 7; e intermediario= demais alteragdes.

"' Depéndencia transfusional foi definida como havendo pelo menos uma transfusio de hemécias a cada 8
semanas num periodo de 4 meses.

(adaptado de SCOTT;DEGG 2010)
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Tabela 3: Taxa de sobrevida e transformacdo em leucemia miel6ide aguda das SMD
de acordo com os subtipos da classificacdo da OMS

Subtipos de SMD Sobrevida média Evolucéo para LMA Indice IPSS (% em cada

(anos) (%) categoria)

AR 57 7.5 Baixo (57)
Intermediario -1 (33)
Intermediario-2 (10)
Alto (0)

ARSA 5,7 1,4 Baixo (96)
Intermediario-1 (4)
Intermediario-2 (0)
Alto (0)

Sindrome 59- 9,7 8 Baixo (61)
Intermediario- 1 (30)
Intermediario-2 (9)
Alto (0)

CRDM 2,7 10 Baixo (55)
Intermediario-1 (40)
Intermediario-2 (5)
Alto-(0)

CRDM-SA 2,6 13 Baixo (58)
Intermediario-1 (36)
Intermediario-2 (8)
Alto (0)

AREB-1 1,5 21 Baixo- (0)
Intermediério-1 (33)
Intermediério-2 (55)
Alto- (12)

AREB-2 0,8 345 Baixo- (0)
Intermediario-1 (0)
Intermediario-2 (25)
Alto- (75)

Fonte: Adaptado de NAEIM et al, 2008
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Tabela 4 — Evolugéo na classificacdo da Sindrome Mielodisplasica

FAB OMS (2001) OMS (2008) Displasia-Linhagem % %
(1982) (OMS 2008) Blastos Blastos
MO SP
AR AR CRDU
SMD-U AR Eritréide <5 <1
CRDM NR/TR N&o Eritrdide <5 <1
del 50- CRDM Eritréide + outra <5 <1
del 5q isolada Eritréide + mega <5 <1
SMD-U Unilinhagem + pancito ou <5 <1
CRDM/CRDU com 1%(de
blastos no SP
ARSA ARSA ARSA Eritroide* <5 <1
CRDM-SA *>15% sideroblastos em
anel <5 <1
AREB AREB-I AREB-I > 1 linhagem 5-9 2-4
AREB-II AREB-II > 1 linhagem 10-19 5-19
AREB- LMA LMA Mieldide + outra >20
t
LMMC SMD/DMP SMD/NMP Variavel (monocitose >1 <20
LMMC LMMC x 10%/L)
LMMJ LMMJ
LMCa LMC BCR/abl
SMD/DMP-U  neg
SMD/NMP-U

Legenda: AR (Anemia Refrataria), ARSA (Anemia refrataria com sideroblastos em anel), AREB (Anemia
refrataria com excesso de blastos), AREB-t (AREB em transformagdo), LMMC (Leucemia Mielomonocitica
Crénica), SMD-U (SMD inclassificavel), CRDM (citopenia refrataria com displasia de multilinhagem), del 5q
(delecdo 5q isolada), CRDM-AS (CRDM com sideroblastos em anel), LMA (Leucemia mieléide aguda),
SMD/DMP (SMD/doengas mieloproliferativas), LMMJ (Leucemia mielomonocitica juvenil), LMCa (Leucemia
mielodide cronica atipica), SMD/DMP-U (SMD/ doengas mieloproliferativas inclassificaveis), CRDU (citopenias
refratarias com displasia unilinhagem), NR (neutropenia refrataria), TR (trombocitopenia refrataria), SMD/NMP
(SMD/neoplasias mieloproliferativas), SMD/NMP-U (SMD/neoplasias mieloproliferativas inclassificaveis).
Fonte: Adaptado de Komrokji, Zhang e Bennett (2010).
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Uma série de outros marcadores de evolugdo tém sido apresentados em SMD
como dosagem da enzima desidrogenase lactica (Mufti et al, 2005), a dependéncia
transfusional (Malcovati et al, 2005) e o grau de apoptose (Shimazaki et al, 2002),
porém o caridtipo tem sido considerado o marcador isolado de maior valor preditivo da
evolucdo clinica dos pacientes com SMD (GREENBERG et al, 1997; MUFTI et al,
2005).

Recentemente, SCHANZ et al (2012) refinaram a estratificacdo citogenética,
criando novos grupos de impacto prognostico. Nesse estudo foram incluidos 2902
pacientes oriundos de quatro centros de referéncia internacionais (grupo alemdo-
austriaco de estudo em SMD, grupo espanhol de citogenética em SMD, IMRAW e o
grupo internacional de citogenética em SMD). A nova proposta foi validada pelo Centro
de Cancer MD Anderson (Texas-EUA) em um estudo coorte com 1632 pacientes
portadores de SMD priméria ndo tratados.

Shanz e colaboradores (2012), demonstraram a importancia das alteragOes
citogenéticas encontradas e classificaram essas alteragdes em 5 subgrupos: muito bom
prognostico (del(11qg), -Y); bom prognéstico (normal, del(12p), del(20q), del(5q)
isolada ou com 1 alteracdo adicional); cariotipo intermediario (del(7q), +8, i(17q), +19,
+21, clones com 1 alteracdo (exceto as mencionadas como bom progndstico), clones
com 2 alteracGes (exceto del(5q)+1; caridtipo desfavoravel (inv(3)/t(3qg)/del(3q),
monossomia do cromossomo 7, -7/del(7q) com 1 alteracdo adicional, caribtipo
complexo com 3 alteracdes) e muito desfavoravel (cariétipo complexo >3 alteracGes),
com sobrevida média de 60.8, 48.6, 26, 15.8 e 5.9 meses, respectivamente( Quadro 1)

Os dados deste estudo mostraram que a delecdo da regido 7g é mais favoravel,
qguando comparada com perda de todo o cromossomo 7, no que diz respeito a sobrevida
média e ao risco de transformacdo para LMA. SHANZ et al (2012) demonstraram que
os cariotipos complexos com 3 alteragdes apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao progndéstico quando comparados com 0s casos com mais de 3 alteracGes.

Este novo modelo de prognoéstico, noventa e um por cento de todos os pacientes

podem ser estratificados, aumentando o poder de predicao do risco citogenético.
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Quadro 1: Nova proposta de estratificacdo citogenética.

GRUPO DE RISCO ALTERACOES CITOGENETICAS SOBREVIDA  TEMPO DOS PACIENTES ATE 25%
MEDIA DESENVOLVEREM
LMA (meses)
MUITO FAVORAVEL del(11q), -Y 60.8 NA
FAVORAVEL Normal, del (12p), del (20q), 48.6 NA

del(5q) isolada ou com 1 alteracéo
adicional, del(7q),+8, i(17q), +19,+21

INTERMEDIARIO Clones com 1 alteragéo, clones com 2 26.0 78.0
alteraces (exceto del(5q) +1), inv(3)/t(3q)/
del(3q), -7, -7/del(7q)

DESFAVORAVEL Com 1 alteracéo adicional, cariétipo 15.8 21.0

Complexo (até 3 alteracdes).

MUITO DESFAVORAVEL Caridtipo complexo (>3 alteraces) 5.9 8.2

Legenda: NA= ndo alcangado
Fonte: Adaptado de SCHANZ et al (2012)
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1.3.1 indice Internacional de Escore Progndstico Revisado (IPSS-R)

O Sistema de Escore de Prognostico Internacional (IPSS), tem sido importante
na avaliacdo prognostica de pacientes adultos, virgem de tratamento e com SMD
primaria. No entanto, uma vez publicado no ano de 1997, modificacbes em parametros
existentes e uma melhor avaliagdo progndstica e estratificagdo dos pacientes tem sido
sugerido e motivo de pesquisa no meio cientifico.

Para avaliar o impacto dessas novas varidveis clinicas e citogenéticas no
prognostico dos pacientes com SMD, objetivando o refinamento desse escore, um grupo
de investigadores de varias institui¢des, incluindo ai o Brasil, intitulado por Grupo de
Trabalho Internacional para Prognostico em SMD, (GTI-PM) forneceram uma base de
dados combinada com um numero substancialmente maior de pacientes em comparagdo
ao IPSS primério. (GREENBERG, P. L. et al., 2012)

Os objetivos do Grupo de Trabalho foi refinar o IPSS através da reavaliacdo das
caracteristicas clinicas principais desse escore, determinando o impacto clinico no valor
prognéstico e incorporar um numero maior e mais diferenciado de subgrupos
citogenéticos. (GREENBERG, P. L. et al., 2012)

Esta maior base de dados combinada permitiu uma melhor analise especifica das
variavies existentes no escore como: porcentagem de blastos na médula 6ssea, nimero,
quantidade de citopenias e estudo de subgrupos citogenéticos raros.

Um ndmero total de 7012 pacientes de maultiplas instituicdes foram avaliados
pelo grupo de trabalho (GTI-PM). A média de idade foi de 71 anos, 77% eram maiores
de 60 anos, a taxa de masculino sobre feminino era de 1.5:1 e o seguimento foi de 3.9
anos. Os 7012 pacientes obtidos foram avaliados e classificados pela FAB (n=7000,
99,8%) e adicionalmente pela OMS. Como no IPSS primario, o estudo citogenético
medular, a porcentagem de blastos na medula, e 0 nimero de citopenias foram
consideradas como base desse novo sistema progndstico (IPSS-R), visto o peso
estatistico dessas variaveis no desfecho ou evolucdo clinica dos pacientes, quando
comparadas com outras. (GREENBERG, P. L. et al., 2012)

Em ordem decrescente a cinco principais variaveis que fazem parte deste
revisado indice prognostico sdo: Grupo de risco Citogenético, Porcentagem de blastos
em Médula e a quantidade de Citopenias (Hemoglobina, Plaquetas e Quantidade de
Neutrofilos). Os novos componentes inclusos sdo: 5 em vez de 3 na Categoria/Escore de

Risco Prognéstico. Na variavel clinica Porcentagem de Blastos Medular houve
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modificagdo na categoria menos de 5% de Blasto Medular, onde a mesma foi
subdividida entre 0-2, maior que 2 e menor que 5%. Pacientes que apresentavam 10%
de Blastos continuaram pertencentes & mesma categoria. Outra variavel reavaliada foi a
Citopenias, onde foram criados pontos de corte com relevancia clinica e avaliados ndo
somente a quantidade de citopenias observadas. (Tabela 5a e Tabela 5b)
(GREENBERG, P. L. et al., 2012)

Quanto a classificacdo Citogenética dos subgrupos recentemente introduzidos,
foi demonstrado boa correlacdo entre a taxa de risco versus sobrevida global e evolugédo
para LMA. Devido ao maior nimero de pacientes foi possivel analisar uma maior
quantidade de subtipos citogenéticos em comparacdo ao IPSS primério (15 X 6) (Tabela
6).

O IPSS revisado traz alteragdes importantes com diferencas significativas em
relacdo a variavel prognostico: Esse novo modelo reclassifica o achado de caridtipo
complexo e do cromossomo 7. O IPSS-R acrescentou a inclusdo de novas alteragdes
citogenéticas especificas em diferentes subgrupos incluindo: inversdo do cromossomo
3, translocacdo do 3q, delecdo do 3q, delecdo 11q, delecdo 12p, inversdo do 17q, duas

alteraces incluindo a del (5q), duas altera¢des incluindo del (7q) ou monossomia do 7.

Tabela 5% IPSS REVISADO

Variavel/ pontuacio 0 0,5 1,0 1.5 2,0 3,0 4,0
Cariotipo* Muito Bom Interme- Ruim Muito
bom didrio ruim
Blastos (%) <2 =2a<5 5al0 =10
Hb (g/dL) >10 8as<10 | <8
Neutroéfilos = 800 < 800
(céls/mm”)
Plaquetas >100.000 | 50.000a | < 50.000
(céls/mm°) 100.000

Legenda: * Muito bom: del(11qg), -Y; Bom: Normal, del(20q), del(5q) isolada e dupla, del(12p);
Intermediario: +8, 7g-, i(17q), +19, +21, qualquer outra alteracédo isolada ou dupla, clones independentes;
Ruim: inv(3)/t(3q)/del(3q), -7, anormalidades duplas incluindo -7/del(7q), presenca de 3 anormalidades;

Muito ruim: presenca de > 3 anormalidade
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Sobrevida Média Tempo médio para evolucio
Classificacio de risco Pontuacio
(anos) para LMA (anos)

Muito baixo <15 8.8 > 14,5
Bom >15a3 5.3 10,8
Intermediario >3,0a45 3,0 32
Alto 45a6 1.6 1.4
Muito alto >0 0.8 0.7

Tabela 6: Sistema de classificagdo de acordo com o risco citogenético.

Prognostico Alteracdo Sobrevida Evolucdo | Taxa
Grupos Citogenética Anos Para LMA | Hazard
% Pacientes OS/LMA
Muito Bom -Y, del (11q 54 NR 0.7/0.4
(4%/3%)
Bom Normal, del (5q), 4.8 9.4 1/1
(72%166%) del(12p), del (20q),

duas alteracGes

incluindo del (5q)
Intermediario del(7q), +8, +19 2.7 2.5 1.5/1.8
(13%/19%) i(179), e outro....
Ruim -7, inv(3)/t(3q)/del(3q) | 1.5 1.7 2.3/2.3
(4%/5%) Complexo: 3 alterac6es
Muito Ruim Complexo: > 3107 0.7 3.8/3.6
(7%/7%) alteracGes

Legenda: NR- Néo alcancado

Analise Multivariada com (n =7012 pacientes)

Analise do ponto de corte na quantidade de blasto medular é outra diferenca
importante, essa variavel apresentou diferencas significativas em relagéo a sobrevida e a
evolucdo para LMA. Um dado importante é que aqueles pacientes que apresentam uma
quantidade de blastos > 10 e <20 e >20 e <30 apresentaram uma taxa de risco similar

em relacdo a sobrevida e evolucdo para LMA. Assim, o grupo de trabalho associou

essas duas categorias. Outra alteragdo importante ocorreu na variavel citopenias. Os
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relevantes pontos de corte foram: Valor da hemoglobina <8, 8-<10 e >10, plaquetas
com valores <50, 50-100 ¢ >100 e a quantidade de neutrofilos de <800 e >800.

Outros marcadores prognostico ja foram estudados, apesar de o seu impacto no
escore prognostico comparado com a cinco maiores varidveis, assim como a idade
foram considerados relativamente baixo, entre estes podemos citar: Ferritina, LDH, B2-
Microglobulina e Estatos Performance.Nenhum desses marcadores foi estatisticamente
significativos em predizer evolucdo para LMA. (BEJAR, 2013)

Um sumério do refinamento do IPSS é mostrado na tabela abaixo. (Tabela 7).

Tabela 7: Sumario do Refinamento do IPSS-R

1. Quantidade de Blastos em Médula Ossea
<2%,>2 % -<5%, 5%-10% >10%-30%
2. Alteractes Citogenéticas e Grupos de Risco
16 versus 6 alteracdes especificas, 5 versus 3 subgrupos
3. Avaliacdo da quantidadade de Citopenias
Clinicamente e estatisticamente usado relevantes pontos de corte
4. Inclusdo de diferentes Marcadores Prognostico
Idade, Ferritina Sérica, LDH, Estatos Performance, B2- Microglobulina
5. Categorias/Escore de Risco Progndstico com 5 categorias
Maior valor preditivo

1.5 Citogenética classica (cariotipo por banda-G) em sindrome mielodisplasica.

O cancer € uma doenca genética caracterizada por alteracdes gendmicas, ao nivel
génico, cromossdmico, ou de ambos. As neoplasias podem desenvolver-se a partir de
uma predisposicdo genética constitucional sequida de mutagdes somaticas adquiridas ou
de um acumulo de mutacBes somaticas que levam ao desenvolvimento do fenotipo
neoplésico. As alteracbes cromossdmicas caracteristicas fornecem informacdo quanto
ao diagndstico, prognostico e/ou tratamento para muitos canceres sendo por isso
verdadeiros biomarcadores do cancer humano. Malcovati e Nimer, 2011)

Nas SMD tém sido descritas diversas alteracfes citogenéticas recorrentes, cuja

deteccdo pode facilitar o diagnostico, prognostico, seguimento e tratamento dos doentes,
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no entanto, nenhuma anomalia cromossémica é patognomdnica destas doencas
(MALCOVATI e NIMER, 2008) A presenca de alteracdo citogenética caracteriza um
clone e ajuda na definicio de SMD em oposi¢cdo a outros quadros de displasias
medulares ndo clonais.

As anormalidades cromossémicas sdo observadas em 15% a 60% dos casos de
SMD priméria. As alteragdes numéricas sdo as mais freqiientes ¢ os cromossomos 5,7 e
8 sdo envolvidos em 50% dos casos anormais, enquanto nas SMD secundarias estas
alteracdes sdo observadas em cerca de 95% dos casos. (Tabela 8). As alteracdes
cromossémicas mais comuns associadas a SMD incluem delecdo do braco longo do
cromossomo 5 [del(5q) ou 5g-], monossomia 5 (-5), delecdo do braco longo do
cromossomo 7 [del(7q) ou 7g-], monossomia 7 (-7), trissomia 8 (+8), delecdo do bracgo
curto do cromossoma 20 [del (20q) ou 20g-] e nulissomia do Y (-Y). (Keen-Kim et al.,
2008; Haase, 2008)

Dele¢Bes cromossdmicas sdo as anomalias mais comuns nas SMD primarias ou
secundarias, sendo observadas em quase 50% dos casos. As deleces sdo geralmente
intersticiais e ocorrem frequentemente nos cromossomas 5q, 7q, 20q, 11q, 13q, 12p e
17p. As monossomias mais comuns nas SMD envolvem os cromossomas 5, 7 e Y.
Embora as translocagdes equilibradas sejam alteragdes relativamente comuns em
doengas mieldides, notadamente na LMA, sdo muito raras nas SMD. (Cherry et al.,
2003; Keen-Kim et al., 2008; Skonieczka et al., 2009)

A frequéncia das anomalias citogenéticas aumenta com a gravidade e risco de
transformacédo leucémica, sendo de 15-20% nos subtipos de iniciais e de 75% nos
subtipos avancados (Anemia Refrataria com Excessos de Blastos (AREB).
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Tabela 8: Frequéncia de alteracdes citogenéticas em pacientes com SMD de novo e

SMD secundaéria.

Anomalia Frequéncia
SMD primarias -5/50- 10-20%
+8 10%
-7179- 5-10%
-Y 10%
17p- 7%
200- 5%
t(11923) 5-6%
Cariotipos Complexos 10-20%
SMD secundarias -5/50- ou -7/79- 90%
+8 10%
t(11923) 3%
Cariotipos complexos 90%

Fonte: Adaptado de Pedrsen- Bjergaard et al (2007)

Ficou evidente que a incidéncia de anormalidades cromossomicas em pacientes

com SMD é variavel a depender do grupo de individuos sob estudo (alto risco X baixo

risco), possivelmente com influéncia da etnia e distribuicdo geogréafica.

Pouca atencdo tem sido dada ao papel das alteracdes citogenéticas durante o

seguimento de pacientes com SMD. MICHALOVA et al (2002) realizaram estudos
consecutivos de cariotipo (média de trés estudos por caso) em 77 pacientes e
encontraram novas anormalidades cromossdmicas em 36 (46%) dos pacientes durante o
curso da doenca. STEIDL et al (2005) avaliaram por meio de um estudo retrospectivo,
as alteragdes citogenéticas em 557 pacientes que possuiam pelo menos duas a oito
avaliagOes de cariotipo realizados durante o seguimento. Foi encontrada evolugdo de
cariotipo em 27% dos casos (evolugcdo de cariotipo = a presenca de alteracOes
citogenéticas adicionais ao clone inicial e/ou aumento de clone em mais de 20% das
metafases e/ou desenvolvimento de um clone aberrante apds um mosaico inicial. Dentre

as alteragdes adicionais encontradas, as mais freqiientes foram relacionadas a -7del (7Qq).
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Uma importante conclusdo obtida neste trabalho foi o achado de que pacientes com
evolucdo de cariotipo apresentaram menor sobrevida.

SMD ¢ geralmente diagnosticada através de técnica envolvendo citogenética tais
como a citogenética classica (bandamento G). Esta técnica estd baseada na necessidade
de andlise de metafases. Alguns investigadores supdem que a freqli€éncia de
anormalidades cromossdmicas em SMDs é subestimado devido & ndo proliferagcdo de
clones em meios de cultura, reduzindo-se assim, a possibilidade de se detectarem
anormalidades pela banda G. Tem sido proposto que clone oculto ndo detectado por
citogenética convencional podem esta envolvido na progresséo para leucemia aguda em
casos de SMD com cariétipo normal. Baseando-se nessa idéia, pesquisadores tém
utilizado a técnica FISH para pesquisar lesdes oculta, alteracfes cromossdmicas em
interfase com sondas especificas para determinadas regibes dos cromossomos mais
comumente envolvidos em SMD. (GRAUBERT; WALTER, 2011; HIRAI, 2003;
MUFTI, 2004)

1.6 Citogenética molecular (FISH) em Sindrome mielodisplasica

Hibridizacéo in situ por fluorescéncia (FISH) é a técnica citogenético-molecular
que utiliza sondas, ou seja, seqiiéncias de DNA, complementares ao que se pretende
estudar. Atraveés da FISH, sondas marcadas com fluorocromos possibilitam a detecgéo
de loci ou translocacdes tanto no cromossomo metafasico quanto interfasico.

A criacdo de sondas de DNA marcadas com fluorocromos e visiveis a
imunofluorescéncia foi um importante passo para o desenvolvimento da citogenética
molecular. Desde entdo, uma série de sondas de DNA de hélice Gnica ou dupla tém sido
utilizadas para a pesquisa de alteracGes citogenéticas pela técnica (FISH).

Tem sido proposto que clones ocultos ndo detectados pela citogenética
convencional podem estar envolvidos na progressdo a leucemia aguda em casos de
SMD com cariétipo normal, e que outras técnicas mais sensiveis, tal como hibridizagédo
in situ por fluorescéncia seria necesséria para a deteccdo de tais lesdes.

O uso desta técnica em SMD tem um papel complementar ao bandamento G no
que tange a deteccdo das anormalidades cromossémicas. O resultado de FISH deve ser
expresso de acordo com a nomenclatura estabelecida, isto é, a International System for

Chromosome Nomenclature (ISCN).
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Vaérios estudos comparativos, nesses ultimos anos, tem sido realizados entre a
citogenética convencional e FISH durante o desenvolvimento da doenga. ROMEO et al
avaliaram 40 pacientes com SMD analisando o caritipo pela banda G e
simultaneamente por FISH com sondas para as seguintes regides: -5/5q9-, -7/7q9-, +8,
11923 e -Y. Ao compararem o0s resultados alcancados pelas duas técnicas, as
anormalidades citogenéticas foram encontradas pelos dois métodos em dez casos,
somente pelo cariétipo em dois e apenas pela técnica FISH em quatro. A hibridizag&o in
situ por fluorescéncia apresentou-se como beneficio para 10% dos pacientes, pois
permitiu a deteccdo de clone anormal em 3/22 casos que apresentavam cariotipo normal
pela banda G e em 1/6 casos que se apresentaram sem metéafases. (ROMEO et al, 2002,
LEVSKY et al, 2003, YILMAZ et al, 2005)

Um estudo bastante similar foi realizado posteriormente pelo Grupo Cooperativo
de Oncologia do Leste dos Estados Unidos da América (Eastern Cooperative Oncology
Group- ECOG) (CHERRY et al,2003), no qual foram avaliados 48 pacientes com SMD,
sendo (43 de baixo risco e cinco de alto risco) como 0 mesmo painel de sondas utilizado
por Romeo et al (2002) , mais adicionado da pesquisa de del(13qg). A FISH sé permitiu
beneficio adicional para um caso, sendo uma delecdo oculta no cromossomo 11, cujo
cariotipo por banda G se apresentava normal.

Panani et al (2008) estudaram a incidéncia da trissomia do cromossomo 8 em 30
pacientes com SMD primaria usando a FISH e bandamento G. A superioridade da
citogenética Molecular sobre a citogenética Classica foi detectada em somente 3 (10%)
dos casos.

Chen (2003) e colaboradores observaram que a FISH foi superior sendo capaz
de detectar -5/5¢0- em 5 de 30 casos, -7/79- em 3 casos e trissomia do 8 em 5 casos.

Rigolin et al (2001) avaliaram a combinacdo de banda G e FISH (sondas para -
5/59-, -7/79-, +8 e 17p-) em 101 pacientes com SMD, estudo esse que permitiu detectar
alteracGes em 18 casos, cujos caridtipos por banda G se apresentavam normais. Nesse
trabalho, a FISH resultou em um beneficio adicional de 17%, dado bem superior
aqueles publicados por ROMEO et al e CHERRY et al (2003). A diferenga encontrada
no beneficio da FISH nesses trabalhos pode estar relacionada ao maior nimero de
pacientes na categoria de alto risco estudada por RIGOLIN et al (2001), o que explicaria
a presenca de um maior nimero de alteracfes citogenéticas nesse grupo.

Ylmaz et al (2005) utilizaram um painel de sondas para a detecc¢do de 5/5g- e -

7/79- em 26 pacientes (24 de baixo risco e dois de alto risco) com SMD, demonstrando
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que pela FISH foram detectadas alteracbes em 23% dos casos cuja banda G se
encontrava normal.

Com base no exposto acima, as pesquisas demonstram a amplitude de variagéo
do beneficio da FISH nos casos de SMD, onde 0 uso desta técnica deve ser empregada
principalmente em casos selecionados onde opgdes terapéuticas especificas devem ser
consideradas.

Foi postulado que os clones detectados através da hibridizagdo in situ por
fluorescéncia, em pacientes com caridtipo normal, poderiam ser responsaveis pela
rapida evolucdo para LMA. Trost et al (2004), avaliaram 31 pacientes com SMD de
alto risco com cariétipo normal e em diferentes estadgios da doenca. Um total de 44
amostras foram avaliadas e assim distribuidas: 11 no diagnostico de SMD, duas (duas
vezes) durante o acompanhamento da SMD, oito amostras ao diagnéstico de SMD e
LMA, oito na transformacdo em LMA/SMD e sete amostras (duas vezes) durante
tratamento da LMA. Foram utilizadas sondas para -5/59-, -7/79- e +8. Encontraram no
grupo de pacientes de alto risco, (5/31) 16% de alteracbes cromossdmicas. Delecdo do
cromossomo 5 foi detectada em um caso de LMA apos recaida. A monossomia do
cromossomo 7 esteve presente em quatro amostras (dois casos de SMD testados s6 apds
a transformacdo para LMA). Diante do baixo numero de detecgBes neste grupo de
pacientes de alto risco, o significado clinico da monossomia do cromossomo 7 pelo uso
da FISH (em interfase) permaneceu indeterminado.

Resultado bastante similar foi anteriormente apresentado pela pesquisa de
Ketterling et al (2002) que encontaram em quatro pacientes com SMD a monossomia do
cromossomo 7 dentre os 123 casos estudados. O valor prognéstico desta alteracdo
tambeém ficou indeterminado.

Trost et al (2004) sugeriram que um estudo evolutivo feito com amostras de
medula dssea coletadas em prazos previamente determinados poderia caracterizar
melhor o papel destas alteraces (s detectadas através da FISH) no progndstico de
pacientes com SMD e cariétipo normal.

A importancia das alteragdes cromossémicas como fator prognostico em SMD ja
estd bem estabelecida, porém atualmente ndo se sabe se as alteragdes cromossémicas
detectadas em SMD s&o eventos iniciais que levam ao desenvolvimento da doenca
(causa) ou se sdo apenas fendmenos secundarios (conseqiiéncia), de qualquer forma,
elas apontam que, em nivel molecular, ha uma série de aspectos ainda por serem
entendidos. (BEJAR, 2013)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Estudar as alteragOes citogenéticas clédssicas e moleculares em pacientes com
Sindrome Mielodisplasica (SMD)

2.2 Objetivos especificos

1) Detectar as alteragdes cromossémicas pelo estudo do cari6tipo por banda G em

pacientes com SMD;

2) Avaliar o efeito adicional da Citogenética molecular (Hibridizagdo in situ por
Fluorescéncia- FISH) em relagdo a citogenética classica com baixo indice

mitético

3) Avaliar a associacdo das alteracbes cromossémicas com as caracteristicas
clinicas/laboratoriais (nimero de displasias, dependéncia transfusional,

celularidade, fibrose e sobrevida) da doenca.
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3. PACIENTES, MATERIAIS E METODOS

3.1 Pacientes

Foram incluidos no estudo um total de 138 pacientes, de ambos 0s sexos, com
diagnéstico de Sindrome Mielodisplasica (SMD), segundo os critérios da OMS,
recentemente diagnosticados e regularmente inscritos no ambulatério de Hematologia
do Hospital Walter Cantideo/Universidade Federal do Ceard e do Hospital Geral de
Fortaleza, no periodo de marco de 2008 a junho de 2014. Todos os pacientes foram
previamente submetidos ao protocolo de exclusdo durante investigacdo da doenca.
(Quadro 2)

Quadro 2- Protocolo de exclusdo de causas ndo clonais que, com frequéncia, cursam
com citopenias e/ou dispoeses na médula. Protocolo aplicado a pacientes que
encontram-se sob investigagdo de SMD

Deficiéncias nutricionais: vitamina B12 e acido félico

Exposicao recente a agentes toxicos: metais pesados, benzeno e derivados do
petrdleo

Exposicdo recente a drogas citotdxicas e fatores de crescimento

Disfunc6es endocrinas

Etilismo

Disfuncbes metabdlicas: doenca hepatica crénica e insuficiéncia renal

Doencas inflamatorias crénicas

Infecgdes virais: SIDA, hepatites, CMV, toxoplasmose, parvovirus B19

Doencas auto-imunes

Fonte: Magalhées e Lorand-metze (2004)

Todos os individuos incluidos neste estudo foram informados sobre 0s objetivos
e metodologia da pesquisa, e aqueles que concordaram em participar assinaram o termo

de consentimento livre-esclarecido.
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3.2 Coleta das amostras

As amostras de medula para avaliacdo do cariétipo por banda G e FISH, foram
coletadas em tubos 15x75 mm, apds consentimento informado. O estudo do cari6tipo
por banda G foi realizado a época das coletas. As amostras para realizacdo da FISH
foram estocadas em solucédo de Carnoy, a -20°C.

Os critérios de inclusdo e exclusdo utilizados no presente estudo estdo descritos

na Tabela abaixo.

Tabela 9: Critérios de inclusdo e exclusdo

Critérios de Inclusdo Critérios de exclusdo

Ter realizado o0s exames investigativos Amostras de pacientes com idade
Amostras de pacientes com idade menor do que 18 anos

menor na medula éssea (mielograma, bopsia

de medula dssea e citogenética).

Ter diagnostico confirmado de SMD Amostras de pacientes que apresentem
alguma condicdo clinica presente ao
protocolo de exclusdo

3.3 Citogenética classica

A citogenética classica por banda G foi realizada no Laboratério de
Citogenémica do Céancer (Universidade Federal do Ceara — UFC). O bandamento G foi
realizado de forma habitual (CHAUFFAILLE e cols. 1997), isto € a médula 6ssea foi
colhida em heparina e de forma estéril foi dividida em dois frascos contendo 7 mL de
meio RPMI 1640 (pH 7,0) suplementado com L-glutamina e 3 mL de soro fetal bovino.
As culturas foram incubadas em atmosfera umidificada a 5% de CO, a 37°C durante
24hs. Uma hora antes do término da cultura foram adicionados 70 uL de colchicina
(Colcemid ®), por 30 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado e ressuspenso
em solucédo hipoténica de KCI 0,075 M e lavado com solucdo fixadora (solugéo de
acido acetico e metanol, proporcéo 3:1), por 4 vezes. Para confeccdo das laminas para

analise, o material foi gotejado em laminas de microscopia e secado ao ar. O
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bandamento foi realizado pela técnica de tripsina-Giemsa (GTG) com kit Pandtico.
Foram analisadas pelo menos 20 mitoses e os cromossomos classificados de acordo
com o Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana (ISCN). As
metafases foram capturadas e analisadas em sistema computadorizado (Cytovision ®)

com software para cariotipagem e o cariotipo digitalizado.

3.4 Hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH)

A citogenética molecular pela técnica de FISH foi realizada no Laboratorio de
Citogenémica do Cancer da Universidade Federal do Ceara-UFC.

Essa técnica foi aplicada especificamente para casos selecionados que
apresentavam baixo indice mit6tico & metodologia convencional. Considerou-se como
baixo indice mitoético o valor de pelo menos 10 interfases ao bandamento G.

Para a FISH foram utilizadas sondas para centromero do 8 (p11.1-q11.1) (SE8
LTE 008 - Aquarius, Cytocell Ltd, Cambridge United Kingdom), regides p15.31 e q31
do cromossomo 5 (del(5q) Deletion LPH 024, Aquarius, Cytocell Ltd, Cambridge
United Kingdom), e para as regides 22-q31 do cromossomo 7 (del(7q) Deletion LPH
025, Aquarius, Cytocell Ltd, Cambridge United Kingdom) seguindo-se as instrucdes do
fabricante.

As laminas foram preparadas 24h antes para o envelhecimento. O material fixado em
solugdo de Carnoy e mantido a -20°C foi retirado do congelador e deixado em
temperatura ambiente por trés minutos e posteriormente gotejado nas laminas de vidro
com pipeta de ponta fina e secado ao ar ambiente. Quando necessario, foi realizada
previamente nova lavagem com solucédo fixadora (solucdo de Carnoy). Apds confeccao
das laminas, a celularidade do material foi verificada em microscépio éptico, tomando-
se 0 cuidado com a concentragdo da amostra para que as células ndo formassem grumos,
0 que prejudicaria a analise dos sinais fluorescentes.

Inicialmente na etapa de Pré-tratamento, as laminas foram submersas em solugédo
SSC 2X por 15 minutos a 37° C. Em seguidas foram desidratadas em etanol (70%, 85%
e 100%) e secadas por 1 minuto a temperatura ambiente. Para a desnaturacdo do DNA
tumoral, as laminas foram incubadas em solucdo de formamida 70% /SSC 2X, a 73°C,
por dois minutos. A sonda a ser utilizada também passou por processo de desnaturacéo,

sendo aquecida em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Apds a desnaturacao,
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adicionou-se 5 uL da sonda sobre a lamina com DNA tumoral, cobrindo-o com
laminula. A Iamina foi entdo aquecida em uma placa aquecedora por 2 minutos a 75°C,
e em seguida transferidas para cadmera imida e incubadas a 37°C, por 12 horas.

Apols a hibridizagdo da sonda com o DNA tumoral, as laminulas foram
removidas e as laminas lavadas em solucdo de NP40 0,3%/SSC 0,4X a 72°C, por dois
minutos, em seguida foram desidratadas novamente em etanol (70%, 85% e 100%).
Depois de secadas a temperatura ambiente, adicionou-se 15 uL de contra-corante DAPI
(4,6 diamidino-2-phenylindone-dihydrochloride).

A sonda para a regido 5q liga-se a duas regiGes do cromossomo 5: regido
5p15.31 (sinal verde) e a regido EGR1 (sinal vermelho) (Figura 3). Utilizou-se os filtros
verdes (FITC), vermelho (Texas Red), azul (DAPI) e triplo para visualizagdo dos sinais

e da célula.

Figura 3: Sonda cromossomo 5 (5p15.31)/EGR1, Cytocell Diagnostics. Regido alvo
5p15.31 (sinal verde) e regido controle EGR1 (sinal vermelho
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A sonda para a regido 7q liga-se a duas regides do cromossomo 7: regido 7931
(sinal verde), a regido 7922 (sinal vermelho) (Figura 4). Utilizou-se os filtros verde
(FITC), vermelho (Texas Red), azul (DAPI) e triplo para visualizagdo dos sinais e da

célula
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Figura 4: Sonda cromossomo 7 (7922/7931), Cytocell Diagnostics.

Regido alvo 7922 (sinal vermelho) e regido controle 7931
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As células avaliadas foram divididas em:
. 2 sinais vermelhos e 2 sinais verdes = normal
o > 3 sinais vermelhos e o mesmo niimero de sinais verdes = polissomia do

cromossomo em estudo

. > 3 sinais verdes e 2 sinais vermelhos = amplificacao
o 1 verde e/ou 1 vermelho = monossomia
o Auséncia de sinal = falha de hibridizacao

A sonda 8q liga-se a regido alfa satélite do cromossomo 8 (sinal vermelho). As células
avalidas foram divididas e realizado leitura da mesma forma anterior. Utilizou-se o

filtro vermelho (Texas Red) para visualizacdo dos sinais e da célula

Para todas as reacOes de FISH foi realizado controle normal proveniente de
doadores de medula, ap6s consentimento informado, cujos cariétipos, por banda G,
foram normais. Estes mesmos controles foram utilizados para a definicdo de valores de
normalidade, calculados a partir da média da soma de 200 células contadas. A média de

cada alteracdo com dois DPs determinou os valores de normalidade.
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A analise das laminas foi feita em microscépio de epifluorescéncia da marca
NIKON com os seguintes filtros: FITC, Texas red, DAPI e triplo. Este microscopio esta

acoplado a um sistema de captura de imagem (CytoVision®).

Figura 5: Representacdo esquematica da Metodologia
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3.5 Analise estatistica

Para avaliar o nimero de displasia, dependéncia transfusional, celularidade da
médula dssea, subtipo de SMD priméria, evolucdo para Leucemia Aguda, sobrevida
baseada nos grupos citogenéticos, assim como sobrevida global é dependente do tipo de
cariotipo (normal, alterado e sem metafase), recorreu-se ao teste qui-quadrado de
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independéncia, implementado no software de analise estatistica SPSS, versdo 17.0.
Considerou-se uma probabilidade de erro de tipo I (o) de 0,05 em todas as analises

inferenciais.

3.6 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Walter Cantidio. CEP N° 10794913.2.0000.5045.

4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes

Dos 138 pacientes incluidos neste estudo, 4 (3%) foram classificados como
SMD secundaria ao tratamento e 134 (97 %) foram classificadas como SMD priméria.
Razdo entre o sexo masculino e feminino foi 1,3:1 (Tabela 10).

Entre os pacientes com SMD primaria, a maioria (65.72%) apresentou medula
hipercelular.

Observou-se uma equivaléncia na variavel displasia envolvendo 2 e 3 setores da
medula éssea (38,41%) (Tabela 10).

Em relagdo a dependéncia transfusional, quando utilizado critério de 1
transfusdo a cada 8 semanas durante o periodo de 4 meses (MALCOVATI et al. 2005)
52.2% dos pacientes mostraram-se dependentes transfusionais (Tabela 10).

O subtipo predominante foi CRDM (55.0%) seguido pelo subtipo ARSA
(13.7%) (Figura 5). A maioria dos pacientes pertence aos grupos de menor risco,sendo
36.9 % (34/92) de baixo risco e 49.9% (45/92) de risco intermediario 1, segundo
estratificacdo IPSS (1997) (Figura 6).



Tabela 10: Caracteristicas dos pacientes portadores de SMD
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Variaveis N (%) SMD12 SMD22
Idade/Sexo
Média (anos) 65,9 (22-91) 65,9 (22-91) 75,0 (68-81)
<60 anos 41/138 (29,7%) 41/134 (30,5%) 0/4 (0%)
>60 anos 97/138 (70,2%) 93/134 (69,4%) 4/4 (100%)
M/F 1,3:1
Celularidade
Hipocelular 17/105 (16,1%) 15/101 (14,8%) 2/4 (50,0%)
Normocelular 19/105 (18,0%) 18/101 (17,8%) 1/4 (25,0%)
Hipercelular 69/105 (65,7%) 68/101 (67,3%) 1/4 (25,0%)
Setor Displasia
1 32/138 (23,1%) 31/134 (23,1%) 1/4 (25%)
2 53/138 (38,4%) 51/134 (38,0%) 2 /4 (50%)
3 53/138 (38,4%) 51/134 (38,0%) 1/4 (25%)

Distribui¢cdo OMS (2008)

CRDU 2 /138 (1,4%)
ARSA 19/138 (13,7%)
CRDM 76/138 (55,0%)
5q isolada 4/138 (2,89%)
AREB 1 9/138 (6,52%)
AREB II 13/138 (9,4%)
AR 11/138 (7,9%)
SMD 22 4/138 (2,8%)

Dependéncia transfusional (%)*

SIM
NAO

69 /132 (52,2%)
63/132 (47,7%)

SIM= 1 transfuséo a cada 8 semanas durante periodo de 4 meses.

CRDU (Citopenia Refrataria com Displasia Unilinhagem), ARSA (Anemia Refrataria com Sideroblastos em
Anel); CRDM (Citopenia Refrataria com Displasia Multilinhagem); AREB 1 e Il (Anemia Refrataria com Excesso
de Blasto); SMD2?2 (SMD secundaria).
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Figura 5: Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD, segundo classificagdo
OMS (2008)
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Legenda: CRDU (Citopenia Refrataria com Displasia Unilinhagem); ARSA
(Anemia Refrataria Sideroblastos em Anel); CRDM (Citopenia Refrataria
com Displasia Multilinhagem); AREB 1 e Il (Anemia Refrataria com Excesso
de Blasto); SMD? (SMD secundaéria).

Figura 6: Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD priméria, segundo
Sistema Internacional de Escore Progndstico (IPSS-1997).
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Legenda: INT-1= Intermediario 1, INT-2= Intermediario
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4.2 RESULTADOS CITOGENETICOS
4.2.1 Anédlise Citogenética Classica (banda G)

Foram obtidos resultados de citogenética em 99/138, caracterizando um
percentual de resultado de (71,7%). Dentre os resultados foram detectados caridtipos
normais em 56 casos e alterados em 43, perfazendo um percentual de (56,5%) normal e
(43,4%) alterado respectivamente (Figura 8), dos quais 48,8% (21/43) apresentaram
uma Unica alteracdo, 23,2% (10/43) apresentaram clones com duas alteracGes e 27,9%
(12/43) apresentaram caridtipo complexo (3 ou mais alteracdes citogenéticas na mesma
célula). Ganho ou perda de cromossomo (aneuploidia) foi observado em 69,7% (30/43)
dos casos com cariotipo alterado (Figura 13). Dentre os resultados obtidos, 63 (63,6%)
apresentaram o cariétipo favoravel, 26 (26,2%) apresentaram o cariotipo de progndstico
intermediario e 10 (10,0%) apresentaram cariétipo desfavoravel, segundo IPSS 1997
(Figura 7). O cromossomo mais prevalente, envolvido nas alteracfes citogenéticas

apresentadas foi o cromossomo 5 (Figura 14).

Quadro 11: Dados citogenéticos dos pacientes portadores de SMD

Variaveis N (%)
Citogenética
Com resultado 99 /138 (71,7%)
Sem metafase 39/138 (28,2%)
Caridtipo
Normal 56/99 (56,5%)
Alterado 43/99 (43,4%)
Aneuploidia
Cariotipo Alterado com aneuploidia 30 /43 (69,7%)
Cariotipo Alterado sem aneuploidia 13 /43 (30,3%)
N° alteracGes citogenéticas
Uma alteracdo 21/43 (48,8%)
Duas alteracoes 10/43 (23,2%)
> 3 alteragdes 12/43 (27,9%)
Cromossomos envolvidos
Cromossomo 5 (-5/5g-) 13/43 (30,2%)
5¢- isolada 4/43 (9,3%)

Cromomossomo 7 (-7/7g-) 8/43 (18,6%)




Cromossomo 8 (+8) 7143 (16,2%)
Cromossomo 17 (-17/17p-) 7/43 (16,2%)
Cromossomo 20 (-20/209-) 4/43 (9,3%)

Grupo citogenético (IPSS)

Favoravel 63/99 (63,6%)
Intermedidrio 26/99 (26,2%)
Desfavoravel 10/99 (10,0%)

Figura 7: Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD, segundo grupos
citogenéticos utilizados pelo Sistema Internacional de Escore Progndstico
(IPSS-1997).
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Figura 8: Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD, de acordo com o
resultado do cariotipo.
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Figura 9: Cari6tipo normal: 46,XX[20]
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Figura 10: Caso nimero 66. Resultado de acordo com a classificacdo do IPSS (GREENBERG et
al., 1997). A) Caridtipo 46, XY, +8. B) Cariotipo com alteracdo em dois cromossomos: 46, XY,

del (5) (g31), del (7) (432)
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Figura 11 Caso numero 17. Cari6tipo com apenas uma alteracdo cromossémica: 46,
XY, del (5) (g31) de acordo com a classificacdo do IPSS (GREENBERG et al., 1997).
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Figura 12: Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD segundo a presenca ou
ndo de aneuploidia
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Figura 13: Distribuigcdo dos pacientes portadores de SMD segundo 0 cromossomo
envolvido nas alteracGes citogenéticas apresentadas.
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4.2.2 Citogenética Molecular (FISH)

O resultado adicional da FISH em relacdo a Citogenética Classica foi de apenas 2/30
casos (6,6%). As Figuras 15, 16 e 18 mostram nucleos interfasicos de pacientes normais para
0S cromossomo 5, 7 e 8. Apenas nos casos 78 e 129 dos 30 pacientes submetidos a técnica da
FISH e que apresentavam baixo indice mitdético ao bandamento G, foram encontradas
alteracdes (Figura 17).

Os valores considerados para confirmacdo das alteragcdes citogenéticas pesquisadas
foram: Monossomia e/ou Amplificacdo (> 10% das interfases positivas)
Né&o foi possivel a realizacdo da FISH para o cromossomo 8 em metade dos pacientes

inclusos nesta metodologia, devido a problemas técnicos com a Sonda da Kreatech



Figura 15: Representacdo dos nucleos interfasicos de um paciente normal. Os
sinais verdes correspondem a regido alvo 5p15.31 e os sinais vermelhos
correspondem & regido controle EGRL.

Figura 16:Representacdo dos nucleos interfasicos de um paciente normal. Os
sinais vermelhos correspondem a regido alvo 7922 e os sinais verdes correspondem
a regido controle 7931

43
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Figura 17: Caso nimero 78. Representacdo dos ndcleos interfasicos de um paciente
com delecdo na regido 5p15.31 do cromossomo 5. As setas indicam nucleos
interfasicos onde os sinais verdes correspondem a regido alvo 5p15.31 demonstrando
apenas um sinal verde e dois sinais vermelhos correspondentes a regido controle
EGR1.

Figura 18: Representacdo dos nucleos interfasicos de um paciente com marcacao
normal para a regido alfa satélite do cromossomo 8. As setas indicam ndcleos
interfasicos com dois sinais verdes, demonstrando que ndo houve trissomia do
cromossomo 8.
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4.3 Associagbes das alteragbes cromossdmicas com as caracteristicas

clinicas/laboratoriais

4.3.1 Citogenética Classica (banda G) e Numero de Displasias

Dentre os casos que apresentavam displasia medular, encontrou-se displasia
envolvendo dois setores da medula entre os pacientes com o caridtipo normal (21;
15,22%), seguido dos pacientes com o cariotipo alterado (20; 14,49%) e dos pacientes
com o cariétipo sem metéfase (12; 8,70%), assim como o envolvimento dos trés setores
entre os pacientes com cariotipo normal (21; 15,22%), seguido dos pacientes com o
cariotipo sem metafase (18; 13,04%) e dos pacientes com o cariotipo alterado (14;
10,14%). Contudo, a andlise estatistica inferencial permitiu afirmar que o nimero de
displasias € independente do tipo de cariotipo [}*(2) = 2,518; p = 0,641; e N = 138.)
(Figura 21).

Figura 21: Distribuicdo da variavel (namero de displasias) de acordo com o tipo de
caridtipo.
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4.3.2 Citogenética Classica (banda G) e Dependéncia Transfusional

Encontrou-se um maior nimero de casos de dependéncia transfusional entre os
pacientes com o cariétipo alterado (24; 18,2%), seguido dos pacientes com o cariétipo
normal (23; 17,4%) e dos pacientes com o cariotipo sem metéafase (22; 16,7%).
Contudo, a andlise estatistica inferencial permitiu afirmar que a dependéncia
transfusional é independente do tipo de cariotipo [¥*(2) = 3,467; p = 0,177; e N = 132)
(Figura 22)

Figura 22: Distribuicdo da varidvel (nimero de displasias) de acordo com o tipo de
caridtipo.
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Ao excluirmos os casos sem metafase, encontrou-se também um maior nimero
de casos de dependéncia transfusional entre os pacientes com cariétipo alterado (24;
25,5%), seguido dos pacientes com o cariétipo normal (23; 24,4%). Contudo, a analise
estatistica inferencial permitiu afirmar que a dependéncia transfusional é independente
do tipo de caridtipo [x*(2) = 2,785; p = 0,095; e N = 94) (Figura 23)
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Figura 23: Distribuicdo dos casos de dependéncia transfusional de acordo com o
cariotipo.
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4.3.3 Citogenética Classica (banda G) e Célularidade da Médula Ossea

Foi observado um maior nimero de casos de médula hipercelular independente
da presenca ou auséncia de alteracdo citogenética. entre os pacientes com o cariétipo
normal (28; 26,67%), seguido dos pacientes com o cariétipo sem metafase (21; 20,00%)
e dos pacientes com o cariétipo alterado (20; 19,05%); um maior nimero de casos de
medula éssea do tipo hipocelular entre os pacientes com o cari6tipo alterado (7; 6,67%),
seguido dos pacientes com o cariétipo sem metéfase (6; 5,71%) e dos pacientes com 0
cariotipo normal (4; 3,81%). Contudo, a analise estatistica inferencial permitiu afirmar
que a celularidade da médula 6ssea é independente do tipo de cariotipo [¥%(2) = 3,635; p
=0,458; e N = 105) (Figura 24)

Figura 24: Distribuicdo da celularidade da médula 6ssea de acordo com o cari6tipo
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Ao excluirmos os casos sem metafase foi observado medula 6ssea do tipo Hipercelular
em (28; 37,3 %) dos casos com cariétipo normal, seguido dos pacientes com cariotipo
alterado (20; 26,6%). Contudo, a andlise estatistica inferencial permitiu afirmar que a
celularidade da médula 6ssea € independente do tipo de caridtipo [¥2(2) = 1,764; p =
0,414; e N = 75) (Figura 25)

Figura 25: Distribuicdo da celularidade da médula 6ssea de acordo com o cariotipo
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4.3.4 Citogenética Classica (banda G) e Fibrose medular

Observou-se um maior nimero de casos de fibrose entre os pacientes com o
cariotipo normal (13; 27,08%), seguido dos pacientes com o cariotipo sem metéafase (9;
18,75%) e dos pacientes com o caridtipo alterado (8; 16,67%). Contudo, a andlise
estatistica inferencial permitiu afirmar que a fibrose é independente do tipo de cariotipo
[%(2) =0,691; p=0,742; e N = 48) (Figura 26)

Figura 26: Distribuicdo dos casos de fibrose de acordo com o cari6tipo
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4.3.5 Citogenética Classica (banda G) e Curva de Sobrevida

O grupo de pacientes com o cariétipo normal apresentou maior sobrevida do que
0s demais grupos, enquanto o grupo com o cariotipo alterado parece que sobreviveu
menos do que o grupo com o caridtipo sem metafase. De acordo com o teste logrank, as
diferencas observadas entre a sobrevida nos trés grupos, entretanto, ndo foram

estatisticamente significativas (logrank = 4,472; p = 0,122) (Figura 27)

Figura 27: Curvas de sobrevida de acordo com o cariotipo

B e — ]
0.9 “***+1 | — CARIOTIPO
Y —""1Normal

8 0,87 | Alterado
< a Sem acréscimo
g 0,7 —— Normal-censurado
S 0,64 : I—— Alterado-censurado
% ’ Sem acréscimo-

0,57 (ST S censurado
o O
©
S 0,4
[}]
5 0,31
o
o 0,27

0,1

0,0 T T T T T T

0 365 730 1095 1460 1825 2190
Sobrevida

No entanto, ao excluirmos os casos sem metafase, as diferencas observadas
entre a sobrevida dos dois grupos remanescentes, foi estatisticamente significativo de

acordo com o teste (logrank = 4,424; p=0,035) (Figura 28).

Figura 28: Curvas de sobrevida de acordo com o cari6tipo
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4.3.6 Grupo de Risco Citogenético e curva de Sobrevida

O grupo de pacientes que apresentava Risco Citogenético Favoravel, sobreviveu
mais do que os demais grupos. De acordo com o teste logrank, as diferencas observadas

foram estatisticamente significativas (logrank = 3,824; p = 0,05) (Figura 29).

Figura 29: Curvas de sobrevida de acordo com o risco citogenético.
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4.3.7 Sobrevida Global

Observa-se na curva de sobrevivéncia global de Kaplan-Meyer, no eixo das
ordenadas, a sobrevivéncia acumulada descrita em termos de probabilidade (de 0 a 1) e,
no eixo das abscissas, 0 tempo de sobrevivéncia descrito em dias. Tragcando uma linha
vertical no tempo de 1460 dias (que corresponde a quatro anos) percebe-se gue,

aproximadamente, 77% dos pacientes sobreviveram mais de quatro anos. (Figura 30)

Figura 30: Curva de sobrevida global
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5 DISCUSSAO

Dados epidemioldgicos sobre SMD no Brasil sdo escassos. Estudo prévio
realizado por MAGALHAES et al. (2010), que incluiu 476 pacientes das regides
Nordeste, Sudeste e Sul, a idade mediana dos pacientes foi de 68,3 anos. Nosso estudo
mostrou idade média de 65,9 anos, concordando com dados nacionais.

Paises ocidentais, como Estados Unidos, Franca e Alemanha e outros, possuem
resultados distintos em seus estudos epidemiologicos, com medianas de idade variando
entre 71 a 77 anos. (AVGERINOU et al., 2013; DINMOHAMED et al., 2014; MA,
2012; MA et al., 2007; MAYNADIE et al., 1996; MCQUILTEN et al., 2013; NOLTE et
al., 2012; PHEKOO et al., 2006). Por outro lado, paises orientais (Japdo, China, india e
outros) apresentam medianas de idade inferiores, entre 50 a 60 anos.
(DAKSHINAMURTHY et al., 2005; LEE et al., 1999; OGUMA et al., 1995; ZHAO et
al., 2002).

No nosso pais a mediana de idade em comparacdo aos demais paises ocidentais
foi menor, isto talvez possa ser explicado pela grande heterogeneidade genética da
populacdo e/ou pela exposicdo a fatores ambientais que contribuem para o
desenvolvimento de SMD. (BOWEN, 2013; NISSE et al., 2001; RIGOLIN et al., 1998;
SCHNATTER et al., 2012)

Em nosso estudo, 20 pacientes (14,4%) relataram historico de exposicdo a
agentes mielotoxicos (solventes e agrotdxicos), corroborando com o estudo americano
com 365 pacientes, no qual 19,4% haviam sido expostos a solventes e apenas 8 % ha
uso de agrotoxicos. (ELHOR GBITO; GARCIA-MANERO; STROM, 2014)

E importante ressaltar que o envelhecimento da populacdo brasileira esta se
acentuando e que a incidéncia dessa doenca € maior a medida que aumenta a faixa
etaria. Segundo dados do IBGE (2011), em 2050, a expectativa de vida sera de 81,3
anos. Portanto, devemos esperar um aumento na incidéncia dessa doenga no Brasil nos
préximos anos (IBGE, 2008).

Em pacientes portadores de SMD, nosso trabalho apresentou razdo de M/F de
1,3:1, dado que encontra-se condizente com o0s registros internacionais que
demonstraram razdo de M/F variando entre 1,1 e 2. (CHEN, B. et al., 2005;
GREENBERG, P. et al., 1997; HAASE et al., 2007; OGUMA et al., 1995; SOLE et al.,
2005).
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A maioria dos pacientes do estudo era portadora de SMD de novo, sendo apenas
2.8% dos casos (quatro pacientes) classificados como SMD secundaria.

O grupo predominante, pela classificagdo OMS foi o CRDM (55-% dos casos),
seguido por ARSA (13,7% dos casos). Ao contrario do que foi observado por
(FERREIRA JUNIOR et al., 2013; PARK et al., 2008), onde a minoria dos pacientes
pertenceu ao subtipo AREB | ou AREB I, nosso trabalho apresentou o subtipo CRDU
sendo o de menor prevaléncia. Entretanto, dados da literatura em relacdo a essa
caracteristica sdo variaveis, além de muitos estudos mostrarem resultados de acordo
com a classificaggo OMS de 2001(GERMING et al., 2012; HAASE et al., 2007;
MALCOVATI et al., 2011)

Como esperado, a maioria dos pacientes portadores de SMD apresentaram
medula hipercelular (65,7 %). Este dado esta relacionado a prépria patogénese da
doenca, visto que a apoptose excessiva dos estagios iniciais da doenca €
contrabalanceada pelo aumento na proliferacdo das células progenitoras
hematopoéticas. Essas alteracdes proliferativas podem ser uma caracteristica intrinseca
do clone neoplasico ou podem estar relacionadas a interaces autdcrinas e/ou paracrinas
de citocinas. (MUFTI, 2004; BERNASCONI, 2008; ISHIBASHI et al., 2011)

A frequéncia de medula hipocelular (16,1 %) observada em nosso estudo foi
equivalente ao descrito na literatura internacional (entre 10-20% dos casos)
(CATENACCI e SCHILLER, 2005; GERMING et al., 2008; DELLA PORTA et al.,
2009).

A maioria dos pacientes estudados apresentaram dependéncia transfusional
(52,3%), usando o critério de transfusdo de MALCOVATI et al., (2005). Este achado
corrobora com dois estudos nacionais MAGALHAES et al., (2010) e HEREDIA et al.,
(2012), que observou uma dependéncia de (66,3 e 62,3%, respectivamente).

Acreditamos que o numero de transfusdes realizadas em comparacdo a
concentracdo de hemoglobina , reflita melhor a verdadeira necessidade transfusional do

paciente, e conseqiientemente, a gravidade da citopenia.
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Este estudo retrospectivo foi desenvolvido para avaliar as alteragdes citogenéticas
classicas e moleculares em pacientes portadores de SMD, assim como detectar
associacao entre as variaveis clinico/laboratoriais e o cariétipo nesse grupo de pacientes.
A avaliacdo do bandamento G, assim como da FISH, foi realizado de forma
quantitativa.

O estudo da Citogenética convencional identifica clone a partir de alteracGes
cromossémicas. A escassez de células neoplasicas, devido a eventual incapacidade de
divisdo apropriada in vitro do clone displasico, assim como a presenca de mutacdo
criptica/submicroscopica, dificulta a analise das alteragdes cromossémicas em amostras
de rotina com menos de 20 metafases.

Contrariamente & citogenética convencional, as analises de hibridizacéo
in situ ndo dependem de células em divisdo e podem ser realizadas em nucleos
interfasicos. Permite analisar um elevado nimero de células, sendo a técnica adequada
para detectar alteracdes submicroscépicas, especialmente delecdes indetectaveis por
bandamento G.

A técnica FISH apresenta, no entanto, algumas limitacGes: as sondas disponiveis
na pratica clinica ndo permitem avaliar alguns tipos de alteracbGes citogeneticas
recorrentes e de interesse clinico como os rearranjos complexos, a FISH avalia
alteracdes especificas com base em uma selecdo de sondas possibilitando apenas a
identificacdo de alteragfes marcadas por sondas moleculares rigorosamente definidas, e
complementares as estruturas do gene selecionado. (HEREDIA et al., 2012)

A citogenética é fundamental para o diagnéstico, prognostico e decisdo terapéutica
dos pacientes com SMD (MUFTI, 2004). A incidéncia de cariétipo alterado encontrado
nesse estudo (43,4%) mostra-se de acordo com os dados internacionais que relatam uma
frequéncia entre 40-60% em pacientes portadores de SMD de novo (SOLE et al., 2005;
DAKSHINAMURTHY et al., 2005; HAASE et al., 2007; HAASE, 2008), no entanto,
superior aos estudos nacionais publicados por (ROMEO et al., 2002) e (PINHEIRO e
CHAUFFAILLE, 2009), no qual foi observada uma freqiiéncia de 35,2% (12/34) e
20,5% (9/44) de alterages citogenéticas, respectivamente.

A presenca de caridtipos normais (56,6%), assim como as alteracdes
citogenéticas com delecdo do 5q isolada, foram os principais fatores que contribuiram
para a prevaléncia de (86,8 %), classificando a grande maioria dos pacientes inclusos,
no nosso estudo, como de baixo risco ao serem estratificados usando o critério
prognostico (IPSS 1997).
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As alteracbes cromossdmicas encontradas em nosso estudo foram
predominantemente alteragcdes néo balanceadas, e dentre elas, as altera¢des envolvendo
a monossmia do cromossomo 5, delecdo do bragco longo do cromossomo (50-),
monossomia do cromossomo 7, dele¢do do braco longo do cromossomo 7 (-7/79-),
trissomia do 8 (+8) e monossomia do cromossomo 17 ou delecdo do brago curto da
regido 17p- (-17/17p-) .

A freqliéncia de alteragdes envolvendo o cromossomo 17 (-17/17p-) encontrada
(16,2% do total de pacientes com alteracdo citogenética ou 7,0 % (7/99) do total de
pacientes com SMD) foi bem superior as descritas por (HAASE et al.,, 2008) e
(BERNASCONI et al.., 2007), que relataram freqiiéncias em torno de 5% (do total de
pacientes com alteracdo citogenética) e 1,2% (do total de pacientes com SMD),
respectivamente. Este achado talvez possa ser explicado pelo fato da nossa populacdo
apresentar grande exposi¢do ao uso de agrotoxicos e ao uso de medicamento da classe
de Imunossupressor como Azatioprina.

Dentre todas as alteracGes encontradas em SMD, dele¢des do brago longo do
cromossomo 5 sdo as alteragdes citogenéticas mais freqiientes. A del(5g) no atual
estudo foi observada em 30,2% dos casos que apresentavam cariotipo alterado, este
achado encontra-se condizente com o descrito na literatura nacional e internacional,
onde foi observado delecéo da regido 5q em 33,3% e 30%, respectivamente. (ROMEO
etal., 2002; HEREDIA et al., 2012; HIRAI, 2003; HAASE et al., 2008)

A semelhanca de outros estudos publicados as alteracbes do cromossomo 7
foram as segundas mais observadas. (OLNEY e LE BEAU, 2002; HAASE, 2008)

Variagdo nas freqiiéncias de alteragdes citogenéticas ¢ relatada na literatura e
atribuida aos diferentes perfis étnicos. Como exemplo, altera¢bes citogenéticas isoladas
do cromossomo 5 (-5/50-) e cromossomo 7 (-7/7qg-) sdo mais freqiiéntes na populagéo
de SMD dos paises ocidentais (variando entre 12,8%-23,1% e 3,1%-19,4%,
respectivamente) do que nos paises orientais, onde essas alteracfes representam apenas
um pequeno grupo de casos (CHEN et al., 2005)

No presente estudo a frequéncia de pacientes sem resultado do cari6tipo por
insucesso da cultura celular foi de 28,2 %. Esta percentagem foi superior a outros
estudos de citogenética convencional em SMD, como no estudo brasileiro realizado por
(Romeo et al., 2002), no qual a frequéncia de casos com insucesso da cultura celular foi
de 15%.



55

Nas SMD, a presenca de um cariétipo normal € um fator de melhor progndstico
em relacdo a presenca de qualquer alteracdo numérica ou estrutural. Deste modo, a
auséncia de alteracBes na analise citogenética classica pode resultar em um atraso na
terapia citostatica ou em uma terapia menos agressiva. Contudo, a falta de alteracfes
citogenéticas no cariétipo nem sempre significa que estas estdo ausentes. Assim, é
importante definir indicadores biologicos que permitam uma melhor caracterizacdo dos
pacientes com cari6tipo normal e que possibilitem a identificagdo dos pacientes com
SMD com cari6tipo normal em risco elevado de progressao para LMA.

Entre todas variaveis clinicas/laboratoriais descritas nesse estudo, apenas o
cariétipo e o subtipo citogenético foram capazes de predizer a sobrevida. Pacientes que
tinham, ao diagndstico, cariétipo alterado apresentaram uma menor sobrevida em
relacdo aos pacientes com cariotipo normal. O mesmo ocorreu com 0S pacientes que
apresentavam o subgrupo citogenético favoravel (normal, del(5q),del(20q) e -Y). Estes
dados corroboram o papel fundamental da Citogenética na caracterizagdo da SMD.

A hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH), caracterizada pelo anelamento
de uma fita simples de DNA a uma seqiiéncia de DNA complementar, detecta alteracdo
cromossdmica especifica tanto em interfases quanto em metafases, o que permitiu
avaliar os cromossomos 5,7 ¢ 8 mesmo quando presentes em baixas freqiiéncias (clones
pequenos).

Um dos objetivos do presente estudo foi avaliar a FISH como método
complementar a técnica da banda G no que tange a deteccdo das anormalidades em
casos onde se detecta baixo indice mitdtico a citogenética classica.

De acordo com RIGOLIN et al., 2001; HEREDIA et al., 2012 um resultado de
FISH positivo associa-se a uma percentagem mais elevada de blastos na medula 6ssea, a
um subgrupo de SMD de risco elevado e a uma categoria do IPSS de risco elevado.
Assim, os pacientes com diagnostico de SMD e com resultado de FISH positivo
apresentam um risco mais elevado de progressdo para LMA comparativamente aos
doentes cujos resultados de FISH s&o negativos. No global, os resultados obtidos por
estes autores mostram que a analise de FISH pode ser Gtil na investigacdo dos doentes
com SMD no diagnéstico quando é observado um cariétipo normal.

Com o painel de sondas utilizado neste estudo, a analise da FISH permitiu
detectar dois casos (2/30), havendo beneficio adicional de 6,6%. A alteracdo observada,

nesses dois casos, pela FISH foi a dele¢do do brago longo do cromossomo 5.
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Os diferentes estudos realizados com o objetivo de avaliar a capacidade da
técnica FISH na deteccdo de alteragBes ocultas, em doentes com SMD com cari6tipo
normal, ttm demonstrado beneficios adicionais variaveis.

Panani e Pappa, 2007 estudaram a incidéncia de trissomia do cromossmo 8 nos
pacientes com SMD primaria utilizando técnicas de citogenética convencional e FISH,
tendo detectado por FISH a presenca de trissomia 8 oculta, ndo detectada no cari6tipo,
em 10%

Rigolin et al., 2001 analisaram por FISH 101 doentes com SMD com cariotipo
normal, recorrendo a um painel de sondas moleculares especificas para as anomalias
dos cromossomas 5, 7, 8 e 17. Estes autores encontraram alteragdes em 17,8% dos
pacientes. CHERRY et al., 2003 avaliou 48 pacientes com SMD, apresentou um
beneficio adicional de 2% na deteccdo de alteracBes cromossémicas com o uso da
FISH, porém inferior aos resultados de ROMEO et al., 2002, que detectaram um
beneficio de 10%. Resultado bastante similar ao desenvolvido por CHERRY et al.,
2003 foi encontrado por PINHEIRO E CHAUFFALLI et al., 2009 que detectaram pelo
uso da FISH alteracBes cromossdmicas em seis casos, havendo beneficio adicional
somente para 2% (1/50) dos pacientes.

Os nossos resultados sdo equivalentes ao encontrado na literatura nacional e
internacional, no entanto apresenta um beneficio adicional inferior ao encontrado por
(RIGOLIN et al, 2001). Uma possivel explicacdo para a diferenca de resultados entre
estes trabalhos e o aqui apresentado pode estar relacionado ao grupo de risco dos
pacientes de Rigolin et al., 2001, o qual era composto, em sua grande maioria, por
pacientes de alto risco para evolugdo leucémica (IPSS alto risco e Intermediario 11) ao
contrario dos pacientes aqui estudados (Intermediério-1 em sua grande maioria).

Apesar do resultado da FISH ser alterado em apenas 2 casos (6,6%) parecer
insignificante, foi introduzido uma nova terapéutica para ambos os pacientes. Como as
alteracdes envolviam delecdo do cromossomo 5, 0s paciente foram encaminhados para
tratamento com Lenalidomida, uma droga que é capaz de gerar independéncia

transfusional em até 50% dos pacientes.
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6 CONCLUSOES:

1 As principais alteragdes citogenéticas encontradas no estudo foram a delecdo do

cromossomo 5, a delecdo do cromossomo 7 e a dele¢do do cromossomo 17.

2. A melhor estratégia de estudo citogenético dos pacientes com SMD, visando a
otimizacgdo da relacdo custo/beneficio, consiste na aplicacdo sequencial das técnicas de
citogenética convencional e molecular, devendo estas ser encaradas como
complementares na caracterizacdo citogenética das sindromes mielodisplasicas. A
FISH, ainda que ofereca pouco acréscimo, deve ser usada nos casos que ndo apresentem

metafase ou de baixo indice mitético.

3. Na avaliacdo dos parametros clinicos, apenas a presenca de cariotipo alterado e o
subtipo do grupo citogenético foram capazes de predizer estatisticamente a sobrevida

global dos pacientes.
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8. APENDICE
Sexo Idade Caridtipo IPSS Citogenética  FISH (5g31) FISH(7922-7936) FISH (SE8)
F 83 46,XX[12] Baixo Normal NORMAL NORMAL NORMAL
F 28 46,XX[20] Baixo Normal - - -
M 24 46,XY[9] - Normal NORMAL NORMAL NORMAL
M 57 Ausencia de metafase. - Auséncia - - -
M 87 77~158<4n>XY[9]/46,XY[18] Intermediério 1 Alterado - - -
F 83 46,XX[20] Intermediério 1 Normal - - -
F 82 47,XX,del(5)(q31933),+8[3]/48,XX,+8,+9[4]/48,X X ,del(5)(q31g33),+8,+9[2]/46,X X[ 3] Intermediério 1 Alterado - - -
F 81 46,X,i(x)(g10),del(17)(q22q23.3)[7]/46,XX[13] Intermediério 1 Alterado - - -
F 69 46,XX,del(5)(q12g33)[18]/46,XX[2] Baixo Alterado - - -
M 85 46,XY[20] Baixo Normal - - -
F 59 46,XX,del(7)(q32)[5]/46,XX[17] Intermediério 1 Alterado - - -
F 41 AUSENCIA DE METAFASE Auséncia - - -
F 86 46,XX[20] Baixo Normal - - -
M 76 178~182<7N>XXXXXXXXYYYYYYY...[24]/46,XY[5] Baixo Alterado - - -
M 85 46,XY[15] Baixo Normal - - -
M 23 46.XY[20] Baixo Normal - - -
M 48 46,XY,del(4)(q31)[4]/46,XY ,del(5)(g21933)[3]/46,XY[15] Intermediério 1 Alterado - - -
M 67 Ausencia de metéfase Auséncia - - -
M 31 46,XY[24] Intermediario 1 Normal NORMAL - -
M 76 80~90<3n>,...[3]/46,XY ,del(5)(q32),del(11)(g32),del(17(p11.2)[7]/46,XY[11] Intermediério 2 Alterado - - -
M 74 Ausencia de metafase Auséncia - - -
M 53 46,XY[20] Baixo Normal - - -
F 65 46,XX[20] Intermediario 1 Normal - - -
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70
67

66
91
63
68
33
84

57

75
54

90

71

62
45

67
72

89

35
83
68
74
62

Ausencia de metafase

Ausencia de metafase

46, XY[17]

46, X-Y[4]/46,XY[16]

47, XY +8[6]/47, XY del(7)(q32),+8[7]/46,XY[2]
46, XX[5]

46,XY[5]

46,XX,del(20)(q13.1)[7]/46,X X[16]

43~44,X,-Y,-5,-18[6]/46,XY[14]

46,XX[6]
Ausencia de metafase

46,XX,del(5)(q23)[71/46,XX[6]

AUSENCIA DE METAFASE

47,XY +15[10]/46,XY[10]
47, XY, +mar[3]/46,XY[17]

46,XY[20]
Ausencia de metafase

46,XY[17]

46,XY[5]

46,XY del(5)(2922933)[3]/45,XY,del (5)(?922933),-18[3]/46,X Y[ 14]

AUSENCIA DE METAFASE
AUSENCIA DE METAFASE
46,XX[20]

Baixo
Baixo
Alto

Baixo

Intermediario 1

Baixo

Intermediario 1

Intermediario 1

Intermediério 1

Alto

Intermediério 1

Intermediario 1

Baixo

Auséncia

Auséncia

Normal
Alterado
Alterado

Normal

Normal
Alterado

Alterado

Normal
Auséncia

Alterado

Auséncia

Alterado
Alterado

Normal
Auséncia

Normal

Normal
Alterado
Auséncia
Auséncia

Normal

NORMAL
NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL
NORMAL

NORMAL

NORMAL

64

NORMAL
NORMAL

NORMAL

NORMAL
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80

89
84

42
76
69
79

65
69
82
30

85
72
81
44
83

78

42

66

45
77

46,XY,del(5)(q34),del (11)(q23)[7]/46,XY[5]

46,XY ,del(5)(q31035)[6]/46,XY[17]
Ausencia de metafase

Ausencia de metéfase
46,XY[20]

46,XX[7]

AUSENCIA DE METAFASE

46,XY,del(5)(35),i(17)(q10)[3]/46,XY,del(5)(q35)[3]
46,XY,del(5)(q15¢33)[7]/46, X Y[11]
46,XY[10]

90,XXXX,-6,-7,-8,-11,+21,+22[5]/46,XX,del(7)(q23),del(20)(q13.1)[3]/45,X X, -7[5]/45~46 X X -
7,del(7)(q32),del(11)(g32),-17,del (17)(p11.2),del(20)(q13.1)[cp11]

46,XY[3]

47 XY +22[5]/47 XY del(5)(q31),+22[5]/46, X Y[10]
46,XY[20]

46,XY[5]

42,XY-4,-5,-16,-22[10]

AUSENCIA DE METAFASE
47,XY,+8[4]/46,XY[5]
47 XY ,+mar[5],46,XY[11]

46,XY ,-210,+mar[5]/46,XY[1]

46,XY,add(13)(p11)[12]/46,XY ,del(7)(q32),add(13)(p11)[4]/48,XY ,add(13)(p11),+22,+mar[9]/48
,XY,del(7)(q32),add(13)(p11),+22,+mar[3]/46,XY [2]

Intermediario2

Baixo

Intermediério 1
Intermediario 1

Intermediério 1

Intermediario 1

Alto

Baixo
Intermedario 1
Intermedério 1

Baixo
Intermedério 1

Intermediério 2

Intermedario 1
Intermedario 1

Intermediério 2

Alterado

Alterado
Auséncia

Auséncia
Normal
Normal

Auséncia

Alterado
Alterado
Normal
Alterado

Normal
Alterado
Normal
Normal
Alterado

Auséncia
Alterado
Alterado

Alterado
Alterado

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL
NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL
NORMAL

65

NORMAL

NORMAL

NORMAL
NORMAL
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86

82
49

70

22

65
54

90
59

47
63
48
64
89
80
71
60
72
68

77
47

88
87

54

AUSENCIA DE METAFASE

89,XXY,-20,-22,-Y[4]/46,XY del(16)(?¢22)[5]/46, X Y[11]

47, XY ,+mar[6]/48,XY,+8,del(16)(?q22),+mar[4]/47~50,XY ,del (4)(?935),+8,+10,+11,del (16)(?g2

2),+21,+mar[cp8]

46,XY,del(5)(q33),del(11)(q23)[20]

46,XY,-7,del(12)(p12.2p13)[8]/46,XY ,-7,del (12)(p12.2013),+mar[8]

Ausencia de metafase

Ausencia de metafase

46,XY[6]
Ausencia de metafase

46, XY[8]

AUSENCIA DE METAFASE

46,XY[4]
37,X,-2,-3,-9,-11,-12,-15,-16,-18 - Y[8]/46,XY ,del (5)(q15q33)[5]/46,X Y [6]
46,XY[10]

AUSENCIA DE METAFASE

46,XY[17]

46,XX[20]

46,XX[25]

AUSENCIA DE METAFASE

40-45XX, -5, -6,-7,-9,-17[7]/46,xx,add(5)(p15)[3]/46,XX[14]
46,XX[15]

28~44,X,-X,-1,-3,-8,-10,-22[cp11]

46,XX[10]

46, XX[13]

Intermediério 1
Intermediério 2

Intermediério 1

Alto

Baixo

Intermediario 1

Intermediario 1
Alto

Intermediario 1

Baixo
Baixo
Intermediério 1
2
Intermediério 1
Intermediario 1

Intermediério 1
Baixo

Baixo

Auséncia

Alterado
Alterado

Alterado

Alterado

Auséncia

Auséncia

Normal
Auséncia

Normal
Auséncia
Normal
Alterado
Normal
Auséncia
Normal
Normal
Normal
Auséncia
Alterado
Alterado

Alterado
Normal

Normal

del5¢31

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

66

NORMAL
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59
66

42
86
57
60
71

75
83
72
83
98
68
41
55
60

84
87
72
44
82
23
70
64

77

46

AUSENCIA DE METAFASE
AUSENCIA DE METAFASE

46,XX,del(5)(q15033)[9]/46,X X, del(5)(q15¢33),del (11)(?025)[ 7]/46 X X[4]

46,XX[5]

46,XX[8]

45X ,-X[20]/46,XX[4]
AUSENCIA DE METAFASE

46,XX[27]

46,XX[20]

AUSENCIA DE METAFASE
46,XX[20]

AUSENCIA DE METAFASE
AUSENCIA DE METAFASE
44,XX,-13,-17[4]/46,XX[5]
AUSENCIA DE METAFASE
47 XX, +mar[5]/46,XX[15]

AUSENCIA DE METAFASE
AUSENCIA DE METAFASE
AUSENCIA DE METAFASE
46,XX[20]

46, XX[5]

46,XX[20]

46,XX,del(11)(q23)[9]/46,XX[5]
46,XX,?add(15)(q22),2del(17)(q21)[10]/46,XX[16]

AUSENCIA DE METAFASE

46, XX[8]

Baixo
Intermediério 1
Intermediério 2

Intermediério 1
Baixo

Baixo

Intermediério 1

Baixo

Intermediério 2
Baixo
Intermediariol
Intermediério 1

Intermediario 2

Baixo

Auséncia
Auséncia

Alterado
Normal
Normal

Alterado

Auséncia

Normal
Normal
Auséncia
Normal
Auséncia
Auséncia
Alterado
Auséncia
Alterado

Auséncia
Auséncia
Auséncia
Normal
Normal
Normal
Alterado
Alterado

Auséncia

Normal

NORMAL

NORMAL
NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL

NORMAL
NORMAL

NORMAL

NORMAL

67

NORMAL

NORMAL
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67

81

71~99<4N> XY ...[4]/46,XY,del(17)(p11.2)[9]/46,XY[7]

46,XY,del(5)(?q15q33)[8]/46,X Y[12]
AUSENCIA DE METAFASE

AUSENCIA DE METAFASE
AUSENCIA DE METAFASE

46,XX [4]

AUSENCIA DE METAFASE

46,XY[11]
46,XY,del(1)(q31)[3]/46,XY ,-1,+marl[2]/47, XY ,add(13)(g31), +mar2[3]/46, X Y[3]
46,XX,del(5)(q15433)[4]/46, X X[18]

46, XX[3]

47 XX t(4;11)(027;932),+mar[4]/46,X X[ 16]

46, XY[7]

46,XX[5]

46,XX[12]

45X ,-Y[18]/46,XY[7]

46,XX[14]
AUSENCIA DE METAFASE

AUSENCIA DE METAFASE

46,XX[11]

Intermediério 1

Intermediério 1

Baixo

Intermediério 1
Intermediério 1
Baixo
Intermediério 1
Intermediério 1
Baixo
Intermediério 1
Baixo
Baixo

Intermediario 1

Baixo

Alterado

Alterado
Auséncia

Auséncia
Auséncia
Normal

Auséncia
Normal
Alterado
Alterado
Normal
Alterado
Normal
Normal
Normal
Alterado

Normal
Auséncia

Auséncia

Normal

NORMAL

NORMAL
DEL 5Q31

NORMAL
NORMAL
NORMAL

NORMAL

NORMAL
NORMAL

NORMAL
NORMAL
NORMAL

68

NORMAL
NORMAL
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