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Resumo

O gene supressor de tumor p53 € a alteragdo genética isolada mais comum em
todos os tipos de cancer e, portanto, tem sido frequentemente implicado na patogénese
de muitos tumores humanos. O objetivo deste estudo foi a analise retrospectiva das
caracteristicas morfolégicas e a avaliacdo da expressdo da proteina p53 por
imunohistoquimica em biépsia de medula éssea de pacientes portadores de sindrome
mielodisplastica (SMD) previamente diagnosticados. Quarenta e trés fragmentos de
biépsia 6ssea, obtidos de trinta e trés pacientes, foram retrospectivamente analisa-
dos e os achados relacionados entre si e com parametros clinico-laboratoriais. Na
avaliacao morfoldgica, o maior percentual de pacientes (78,8%) possuia medula 0ssea
hipercelular, enquanto 9,1% apresentavam medula normocelular € 12,1% hipocelular.
A dismegacariopoese foi a alteracdo displastica mais frequentemente observada, pre-
sente em 72,7% dos casos. A localizacao anormal de precursores imaturos € o au-
mento da rede de reticulina foram detectados em 39,4% e 34,4% dos pacientes, res-
pectivamente. A frequéncia de nédulos linféides (27,3%) foi superior a de outros au-
tores. Nao foi observada relacao entre a presenca de nédulos linféides € a faixa etaria
mas, foi demonstrada uma associacao significativa com o espessamento das fibras de
reticulina. A expressao nuclear aumentada da proteina p53 foi evidenciada em 15,2%
dos casos e em nenhum dos controles. Todos os cinco pacientes com positividade
para p53 evoluiram para uma forma mais agressiva da doencga €/ ou leucemia aguda,
o que possibilitou uma associacao estatisticamente significativa entre expressao au-
mentada da proteina e progressao da doenca. Os resultados nao permitem uma
conclusao sobre a participacdo da mutagao do gene p53 na génese da mielodisplasia.
No entanto, uma vez presente, a mutagao possivelmente confere vantagem seletiva de
proliferacao ao clone mutante, sendo portanto util para predizer a evolucao da doen-
ca. Sindromes mielodisplasticas sdo heterogéneas nao apenas quanto ao fendétipo
mas também com relagao as bases moleculares envolvidas na sua génese € progres-
sao. Estudos com um maior niimero de casos e mais detalhados sao necessarios para
uma melhor compreensio desses mecanismos moleculares, o que pode possibilitar

um tratamento mais especifico e eficaz dos portadores de sindrome mielodisplastica.



[ Summary

The p53 gene is currently thought to be a tumor suppressor gene, and its alterations
have been suggested to be involved in the pathogenesis of several human malignancies.

The purpose of the present study was the evaluation of histological findings and
the immunohistochemical study of p53 expression on bone marrow biopsy from thirty-
three patients in which a myelodysplastic syndrome (MDS) was diagnosed. Forty-
three bone marrow biopsies were retrospectively reviewed, and relationship among
the different histological parameters as well as clinicopathological correlations were
looked for.

Histological analysis showed in 78,8% of cases a hypercellular, in 12,1% a
hypocellular and in 9,1% a normocellular bone marrow. Dysmegakaryopoiesis was
the most prominent abnormality of the hematopoietic series, detected in 72,7% of
cases. Abnormal localization of immature precursors occurred in 39,4% of patients
and increase in reticulin fibers occurred in 34,4%. The frequency of lymphoid nodules
in our cases (27.3%) was higher than that reported by others with no relationship
with age, but significantly related to thickening of the reticulin network . Nuclear
accumulation of p53 protein was found in 15,2% of the cases whereas control subjects
were uniformly negative for p53 protein. All the five MDS cases that exhibited positive
p53 reaction had some kind of disease progression, namely a more advanced FAB
subtype and/or acute leukemia. A p53 immunoreactivity was therefore significantly
related to biological aggressiveness and progression of the disease.

The results suggest that p53 mutations may contribute, albeit rarely, to the
development of MDS and, once present, may confer a growth advantage to myeloid
cells and therefore is useful for predicting the evolution. MDS is heterogeneous not
only in its phenotype but also in the molecular mechanism of its genesis and
progression. More extended and detailed study is necessary to understand the
molecular basis of MDS development. The major aim is a more specific and effective
treatment of these patients. ' |



Introducao

Ciclo Celular

O ciclo celular compreende essencialmente a interfase, uma fase de intensa ativi-
dade biossintética durante a qual a célula duplica seu niimero de cromossomos e a
divisdo, fase final e microscopicamente visivel de uma alteragcao basica que ocorreu
a nivel molecular durante a intérfase. Esta esquematicamente dividido em quatro
intervalos sucessivos: G1, S, G2 e M (mitose). G1, do termo inglés “first gap”, € um
periodo de duracao variavel que transcorre entre o final da mitose e o inicio da
sintese de DNA. A sintese do DNA e a duplicacdo do genoma acontecem durante a
fase S, que € seguida de um periodo G2, do termo inglés “second gap”, de aparente
inatividade que antecede a préxima mitose. Durante o periodo G2 a célula possui o
dobro (4c) da quantidade de DNA presente na célula dipldide original (2c). Depois da
mitose(M) as células entram novamente no periodo G1 e possuem um conteuado de
DNA equivalente a 2c¢ (Figura 1).

Figura 1 - Ciclo Celular
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Nao proliferacao
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Existe ainda uma fase Go, na qual a c€lula esta em repouso, mas pode, quando
adequadamente estimulada, entrar em ciclo celular (BASERGA, 1990). Portanto, num
determinado tecido, existem uma populacao de células em ciclo e uma outra fora do
ciclo celular. A duracéo de cada uma das fases do ciclo celular sofre variacio conside-
ravel no mesmo e em diferentes tecidos, sejam normais ou neoplasicos.

Os mecanismos regulatérios do ciclo celular nas células eucariéticas envolvem
proteinas cujo nivel e atividade atuam direta ou indiretamente no controle da prolife-
racao celular. O controle negativo da progressao do ciclo celular é exercido durante o
desenvolvimento, diferenciacéo, senilidade e morte celular, além de ter um papel im-
portante na prevencao da tumorigénese (HARTWELL, 1994).

Células sao capazes de retardar a progressao dentro do ciclo celular em resposta
a danos causados por processos celulares intrinsecos ou eventos extrinsecos nio
programados através de pontos de controle (“checkpoints”). Muitos desses pontos
existem dentro do ciclo celular com o objetivo principal de manter a integridade do
genoma,garantindo a fidelidade do processo de divisao celular, 4 medida que nao
libera para proliferacao células com genoma instavel.

Pontos de controle na transicao G1-S controlam a entrada da célula na fase de
sintese (S), protegendo-a da replicacao do DNA alterado. A perda ou anormalidades
de genes envolvidos na transicao G1-S potencialmente conduzem 2 instabilidade
genOmica, com sobrevida inapropriada de c€lulas geneticamente alteradas e possivel
evolucdo para um fenotipo maligno.Poucos genes que controlam a transicido G2-M
foram identificados em humanos.

p53 — O gene e a proteina

Genes supressores de tumor sao aqueles cujos alelos normais funcionam para
prevenir ou suprimir a tumorigénese (SAGER,1989; MARSHALL,1991;
WEINBERG,1991; HOLLINGSWORTH,1991; KNUDSON, 1993). Sio, portanto, bar-
reiras fisiolégicas contra a expansao clonal e a mutabilidade genémica, sendo sua
perda de funcao ou inativacdo potencialmente oncogénica.

O gene supressor de tumor p53 € composto por 20 kilobases (kb), contém 11
exons e esta localizado no brago curto do cromossomo 17 (17 p 13.1) (LAMB, 1986;
ISOBE, 1986). Codifica uma fosfoproteina nuclear de 53 kilodaltons composta de 393
aminoéacidos, que foi primeiramente identificada em cultura de células de eredores
transformadas pelo virus simiesco SV 40 (LANE, 1979), quando foi classificada como
antigeno tumoral. Posteriormente, foi considerado um oncogene ativador de prolife-
racao celular, pela sua cooperagao com o oncogene ras na tranformacao de fibroblastos

’
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de camundongo (PARADA, 1984). Pertence atualmente a categoria dos genes supressores
de tumor por atuar, na sua forma fisiolégica (“wild-type”-wt), através da regulacio
negativa do ciclo celular. Quando sofre mutagéo ou inativacdo funcional adquire habi-
lidade de transformacio (FINLAY, 1989; HINDS, 1989).

A proteina p53 esta esquematicamente dividida em regioes ou dominios funci-
onais (LEVINE, 1991). A porcao NH2-terminal (N-terminal) € composta pelos primei-
ros 75 aminodcidos e é similar aos fatores de transcricdo. E importante para a habi-
lidade de regular a transcricdo de um grupo de genes efetores da transi¢ao G1-S do
ciclo celular. A regido central da molécula constitui o seu sitio de ligacdo ao DNA € € de
importancia na determinacéo da conformacao adequada as suas fungdes normais. A
porc¢ao carboxil-terminal (C-terminal) € o dominio que permite a oligomerizacao ou
tetramerizacio, necessaria e responsavel pela alta afinidade da liga¢ao especifica ao
DNA. Contém ainda uma sequéncia de localizacao nuclear, que responde pelo seu
direcionamento intracelular (GREENBLATT, 1994).

Em células normais, a proteina p53 se encontra na forma de agregados de
baixo peso molecular e sua concentracdo ¢ mantida em baixos niveis através de
protedlise, com uma meia-vida de 20 a 30 minutos. Sua funcdo € o controle da
proliferacao celular normal, o que requer localiza¢cdo nuclear (SHAULSKY, 1991) e
ligacao sequéncia-especifica ao DNA. E, portanto, um componente importante da res-
posta celular a injiria ao DNA, agindo como o guardido do genoma (LANE, 1992),
monitorizando a sua integridade. Quando uma injaria ao DNA ocorre, seja de forma
espontinea, como o dano oxidativo causado pelos radicais livres gerados pelos pro-
cessos bioldgicos, seja induzida por agentes genotéxicos fisicos ou quimicos, a prote-
ina se acumula e retarda o ciclo celular , através do bloqueio da transicdo da fase G1
para a fase S (MARX, 1993), fornecendo tempo adicional para o seu reparo e atuando
como ponto de controle (“checkpoint”). Ainda como resposta ao dano ao DNA, quan-
do falha o mecanismo de reparo, é um agente indutor de apoptose (YONISH,1991;
LANE,1993), impedindo assim a propagacdo ou replicacdo de células com lesoes
mutagénicas que contribuem ou sao potencialmente oncogénicas, minimizando as
chances de transformacao celular e garantindo a estabilidade genémica (KASTAN,
1991a; HARTWELL, 1992). Células da pele humana normal, quando expostas a radi-
agao ultra-violeta, um agente sabidamente envolvido na carcinogénese cutanea, apre-
sentam actmulo rapido e progessivo de p53 na epiderme (HALL, 1993) , numa
demonstracido da atuagao do p53 em resposta ao dano ao DNA , consistente com sua
funcao de gene supressor de tumor. '

A funcéao biolégica da proteina p53 € exercida através da regulacédo da transcri-
¢do, seu principal mecanismo molecular (FIELDS, 1990; VOGELSTEIN, 1992b). Como
fator de transcricao, atua diretamente ou através de um complexo com outras prote-
inas que se ligam a genes especificos, regulando e controlando quais deles sao
transcritos em RNA pela enzima RNA polimerase (LATCHMAN, 1996). E capaz de
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induzir a expressao de diferentes genes que contenham uma sequéncia especifica de
. DNA, em tecidos especificos ou em resposta a determinados estimulos, resultando,
assim, no controle negativo da proliferacao celular ou inducio de apoptose.

O gene p53 normal € dispensavel para a viabilidade celular ou para o desenvolvi-
mento embriogénico normal, como demonstrado em camundongos. No entanto, sua
auséncia (“*knockout mice”) predispde o animal para o desenvolvimento de multiplas
neoplasias num periodo precoce da vida (DONEHOWER, 1992). Pacientes portado-
res da sindrome de Li-Fraumeni, uma condicdo autossémica-dominante rara, apre-
sentam inativacao congénita de um alelo do p53 e tornam-se , apés perda ou muta-
¢ao adquirida do segundo alelo, predispostos a multiplos tumores primarios, tais
como carcinoma de mama, sarcomas de partes moles, tumor cerebral, leucemias e
outros, nas primeiras décadas da vida (LI, 1982; MALKIN, 1990).

O cancer € um processo multigénico, no qual genes promotores de tumor
(oncogenes) assim como supressores de tumor desempenham um papel essencial
(KNUDSON, 1985). Eventos genéticos ocorrem sequencialmente, de forma cumulativa,
numa cascata de alteracdoes genOmicas, tais como mutacao, delecao,
translocacédo,amplificacao ou rearranjo, num continuo processo de selecao (BISHOR,
1987; BISHOPF, 1991). A diferenca crucial entre células normais e malignas estd em
alteracoes nestes genes especificos que controlam a proliferagdo e a homeostase
tissular (WYNFORD-THOMAS, 1991). A procura de genes consistentemente relacio-
nados a tumores € a compreensao dos seus mecanismos de acao tém, portanto, im-
plicacées clinicas potenciais na patogénese, diagnoéstico, prognéstico e tratamento
(CORDON-CARDO, 1995; DUFFY, 1993; WEINBERG, 1992).

Séo varios os possiveis mecanismos de inativacao funcional da proteina p53
que, potencialmente, conferem a célula instabilidade genética, permitindo o aciimulo
de lesbes gendémicas, com consequente selecdo de clones malignos. A ligagdo com
proteinas celulares ou oncoproteinas virais pode inativar a proteina p53 normal. O
oncogene mdm2 , localizado no brago longo do cromossomo 12 (12q 12-13) esta
amplificado numa fracao significativa dos sarcomas e a ligacdo de sua proteina celu-
lar (p90) a porcao N-terminal da proteina p53 normal regula sua estabilidade e dimi-
nui a sua atividade transcricional, prejudicando sua funcao de supressao de tumor
(MOMAND, 1992; OLINER,1993). A interacao do antigeno T do virus SV-40 com a
porcao central da molécula p53 tem o mesmo efeito funcional (MIETZ, 1992). O
carcinoma do colo uterino esta epidemiologicamente relacionado ao papiloma virus
humano (HPV) subtipos 16 e 18, que expressam a proteina E6. A interacao de E6
com a proteina p53 normal resulta na sua degradacao, constituindo-se num outro
mecanismo de inativacao epigenética (SCHEFFNER, 1990) e fornecendo a base
molecular para a associagao carcinoma do colo uterino -HPV.



Mais recentemente, um outro mecanismo de inativacao da proteina p53 foi iden-
tificado num estudo em cancer de mama (MOLL, 1992). Alguns desses tumores apre-
sentavam niveis elevados de p53 normal no citoplasma das células malignas, onde
sua func¢ao como fator de transcricao e supressor de proliferacao € inativada. Portan-
to a exclusao nuclear , mantendo a proteina fora do seu sitio de acdo, foi proposta
como mais um mecanismo de inativacao funcional (PERRY, 1993).

A funcio da proteina normal é muito sensivel a pequenas alteracoes na
sequéncia de aminoacidos da molécula. Mutacoes envolvendo o gene p53 sao a anor-
malidade genética conhecida mais comum no cancer humano (HOLLSTEIN, 1991),
sendo observadas numa grande variedade de tumores (NIGRO, 1989; BARTEK, 1991).
Muitos tipos diferentes de alteracdo do p53 sdo encontrados nas varias linhagens
celulares de tumores humanos. Mutacoes especificas conferem diferentes fenotipos e
podem refletir a acio de diferentes mutagenos, com possiveis implicacoes etiologicas
(VOGELSTEIN, 1992a). No entanto, a alteracdo mais comum € a mutacdo pontual ou
puntiforme, resultante de uma tinica substituicao de bases na mol€cula do DNA, em
zonas de alta instabilidade (“hot spots”), entre os exons 5 ¢ 8 (CARON DE
FROMENTEL,1992). Mais de 80% das mutacoes do gene p53 sao do tipo “missense”,
codificando uma proteina com alteracio na sua sequéncia de aminoacidos, modifica-
cao de conformacao (GANNON, 1990) e propriedades regulatérias alteradas, o que
lhe confere potencial oncogénico. A proteina mutante tem, portanto, alteracdes estru-
turais e funcionais, destacando-se um significativo aumento da sua estabilidade, com
meia-vida que se estende de minutos para horas, com consequente elevacio de sua
concentracio intracelular e perda da capacidade de ligagdo sequéncia-especifica com
o DNA. O estudo de sua estrutura tridimensional da suporte a hipétese de que a
ligacéo ao DNA é€ critica para sua atividade biolégica e fornece dados para a compre-
ensdo de como mutacdes causam inativacao funcional (CHO, 1994; FRIEND, 1994).
A proteina mutante pode formar um complexo com a subunidade normal (wt), alte-
rando sua conformacao e prevenindo seu funcionamento , num mecanismo proposto
de dominancia negativa (KERN, 1992). No entanto, sabe-se que as formas mutantes
nao sdo necessariamente equivalentes com relacdo as suas propriedades bioquimi-
cas e bioldgicas, e algumas formas podem exibir carater recessivo (CHEN, 1990).A
perda da atividade supressora de tumor e ganho de potencial de transformacéao sao
propriedades frequentes das formas mutantes, encontradas predominantemente em
agregados de alto peso molecular nas células transformadas.

A expressao aumentada da proteina p53 em tumores humanos, frequentemente
relacionada com um fenétipo mais agressivo, é atribuida ao aumento da sua estabili-
dade e consequente acimulo intracelular. A andlise molecular em muitos desses tu-
mores sugere que a proteina ¢ mutante (BARTEK, 1991; BAAS, 1994; GANNON,
1990). A observacao de que existe uma boa correlagao entre mutacao do gene p53 e
acumulacao da proteina, aliada & disponibilidade de anticorpos monoclonais com
diferentes especificidades (BANKS,1986; GANNON, 1990; VOJTESEK,1992; LEGROS,
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1993; PEZZELLA,1994), que podem reconhecer simultaneamente a proteina normal
e mutante, tétm permitido e estimulado a andlise, por técnicas imunohistoquimicas,
daquela que, em 1993, foi considerada a molécula do ano (CULOTTA, 1993).

Sindromes Mielodisplasticas

Sindromes mielodisplasticas (SMD) sdo um grupo heterogéneo de desordens
clonais, originadas na cé€lula progenitora hematopoética (JANSSEN, 1989), caracte-
rizadas por hematopoese displastica e ineficaz (KOEFFLER,1986; GALTON,1986;
DOLL,1989; GIRALT,1997;SAN MIGUEL,1996; KOEFFLER,1996). O curso natural
varia amplamente desde anemias refratarias isoladas, com baixa propensao para
transformacao leucémica, até pancitopenias graves com profundos disturbios na
producao e maturacao das células sanguineas € elevado risco de progressao para
leucose aguda (YOSHIDA,1993b; RESEGOTTI,1992). Sao mais frequentes em indi-
viduos com idade superior a 50 anos e sua incidéncia aumenta com a idade
(WILLIAMSON, 1994). Nos individuos mais jovens e, eventualmente em criancas,
sao frequentemente complicacdo tardia de exposicdo prévia a agentes quimicos,
quimioterapia ou radioterapia. As assim denominadas SMD secundarias (SMD-s)
correspondem a aproximadamente 10% dos casos € apresentam algumas caracteris-
ticas especiais (ROSENBLOOM, 1992; ORAZI, 1993). A distribuicéo € igual para ambos
os sexos. A incidéncia anual oscila entre 2,1 e 12,6 casos por 100.000 habitantes
(WILLIAMSON, 1994; AUL,1995), o que se equipara ou até sobrepoe aquela da leucemia
mieldide aguda, em especial na faixa etaria acima de 60 anos. E provavel que a
incidéncia real seja ainda superior, considerando-se a frequéncia de doenca subclinica
e a dificuldade diagnéstica nos casos com mielodisplasia leve. Ha , no entanto, o
consenso de que a incidéncia é crescente, seja pela disponibilidade de melhores re-
cursos diagnésticos, seja pelo crescente niimero de casos secundarios a quimioterapia,
radioterapia e a exposicdo a agentes ambientais ou ocupacionais (LEVINE, 1992;
PARK, 1996).

O diagnoéstico de SMD ¢ considerado nos casos de anemia inexplicada e persis-
tente, com resposta inapropriada de reticulécitos, neutropenia, trombocitopenia e/ou
monocitose, sem causa justificada de faléncia medular e nao associadas a doencas
sistémicas. Condicgbes tais como deficiéncias nutricionais (ferro, folato, vitamina B12,
piridoxina), dispoese droga-induzida, alcoolismo, anemia das doengas cronicas, infec-
¢ao pelo virus da imunodeficiéncia humana adquirida (LORAND METZE,1991;
KALOUTSI,1994), citopenias de causa imunolégica e doenca hepatica ou renal severa
devem ser consideradas (HOFMANN, 1996). No sangue periférico sao comuns alteracoes
morfolégicas nos eritrécitos (anisocitose, macrocitose, poiquilocitose, pontilhado baséfilo,
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eritroblastos circulantes) e granulécitos (hipogranulacio, hipossegmentacio ou anoma-
lia Pelger-Hiiet simile,ntcleo em anel). A medula €, em geral, normo ou hipercelular, mas
celularidade medular inferior a 30% pode ser observada em 10 a 30% dos casos
(FOHLMEISTER, 1985; NAND, 1988; YOSHIDA, 1988; TUZUNER,1995). O diagnéstico
citolégico se baseia essencialmente nos aspectos displasticos observados em graus vari-
ados nas trés linhagens celulares. Tais alteracoes devem estar presentes em pelo menos
10% da populacao celular na linhagem envolvida (GOASGUEN, 1992; KOUIDES, 1992;
KOUIDES, 1996; HO,1993; FARHI, 1995; REIZENSTEIN, 1992). A eritropoese por vezes
¢ megaloblastica, podendo-se ainda observar multinucleacdo, hemoglobinizacéo
deficiente,assincronismo de maturacao, sideroblastos em anel a reacao de Perls, mitoses
aberrantes e pontes internucleares (HEAD,1989). Na série granulocitica sdo comuns as
formas de grande porte, o retardo e o assincronismo de maturacao, o aumento da basofilia
citoplasmatica, a hipo ou hipergranulacido e o aumento de formas monocitéides. Nos
precursores da linhagem megacariocitica se observam, em mais de 50% dos casos, gran-
des formas mononucleadas, hipo ou hiperlobulacéo e a presenc¢a de micromegacariocitos
que, junto a hipossegmentacdo dos neutréfilos, constituem os aspectos displasticos
mais comuns e caracteristicos das SMD (KURIYAMA, 1986).

A classificacao das SMD se baseia no exame do sangue periférico e aspirado
medular, obedecendo os critérios estabelecidos pelo grupo cooperativo franco-ame-
ricano-britanico (FAB) (BENNETT, 1976; BENNETT, 1982), na tentativa de agrupar
entidades com achados similares e implicacoes prognésticas comuns. Cinco subgrupos
distintos sdo propostos de acordo com o percentual de blastos no sangue periférico
e medula 6ssea, numero absoluto de mondécitos no sangue periférico e percentual de
sideroblastos em anel na medula 6ssea: Anemia Refrataria (AR), Anemia Refrataria
com Sideroblastos em Anel (ARSA), Anemia Refrataria com Excesso de Blastos (AREB),
Anemia Refrataria com Excesso de Blastos em Transformacao (AREB-t) € Leucemia
Mielomonocitica Crénica (LMMC). Situacoes de dificil classificacdo existem,
correspondendo a aproximadamente 10% dos casos (MICHELS,1990).

Técnicas citoquimicas e imunoldgicas, embora dispensaveis para o diagnéstico, po-
dem ser de valor para a definicdo da linhagem celular (SEO, 1993). A reacdo com o
Sudan black b pode, em geral, definir a origem mieldide de células blasticas, enquan-
to a esterase ndo-especifica ou dupla-esterase facilita a distin¢cio entre precursores
monociticos e mielécitos hipogranulares. A imunomarcag¢ao com anticorpos
monoclonais é também utilizada para a identificacio do tipo celular (MOIR, 1983).
Sao utilizados marcadores especificos para a linhagem miel6ide, linféide e
megacariocitica, estes ultimos tteis na identificacdo de micromegacariocitos que,
pelo seu aspecto displastico, podem ser de dificil caracterizagao.

Além dos testes imunocitoquimicos, nos ultimos dez anos, a bidépsia ossea se
estabeleceu como complemento indispensavel, fornecendo informacoes adicionais de
importancia no diagnéstico e prognéstico (TRICOT, 1984a; SAAD, 1994;
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LAMBERTENGHI, 1993; RIOS, 1990; KAMPMEIER, 1992; BARTL, 1992; TRICOT, 1985):
estimativa da celularidade global, avaliacao da arquitetura medular , relacdo do tecido
hematopoético com a trabécula éssea, localizacao anormal de precursores imaturos (ALIP)
(TRICOT, 1984b; MANGI, 1991) e associacao com fibrose. O estudo imunohistoquimico
¢ atualmente reconhecido como um recurso fundamental no diagnéstico das afeccoes da
medula 6ssea (FALINI, 1984; VAN DER VALK, 1989; SHIN, 1992). Nas SMD, potencializa
o valor diagnéstico e prognéstico, na medida em que sobrepuja algumas limitacoes ine-
rentes a histologia: limitacdo precisa das linhagens celulares e identificacdo de aspectos
displéasticos, em especial na série megacariocitica.

Eventualmente, nos casos em que as caracteristicas displasticas sao mini-
mas, critérios adicionais sao necessarios (VERHOEF, 1995; REIZENSTEIN, 1992).0
estudo citogenético é um recurso importante para o diagnéstico, além de ser um
importante marcador prognéstico e uma contribuicao potencial no estudo da biolo-
gia e patogénese das SMD (THIRD MIC,1988). Alteracdes simples ou complexas
(NOWELL,1986; HAASE,1995) estdo presentes em 40 a 70% dos casos €, embora
nao existam aberracoes especificas, a perda de material genético ocorre com maior
frequéncia (MUFTI, 1992b) e define sindromes com aspectos morfoldgicos e
citogenéticos especificos: sindrome do 5g- (BOULTWOOD, 1994), sindrome -7 (KERE,
1987) e sindrome 17p- (LAI, 1995).

Até recentemente, as SMD constituiam o estagio identificavel mais precoce no
processo de multiplas etapas da leucemogénese, caracterizadas por anormalidades
hematolégicas, morfolgicas e citogenéticas distintas. O desenvolvimento da geneética
molecular tornou possivel ndo s6 o estudo da clonalidade e a definicdo nos casos de
diagnéstico morfoldgico dificil , mas também o estudo dos mecanismos genéticos envol-
vidos na progressio da doenca (LIST,1992). As evidéncias sugerem que as SMD podem,
na verdade, representar uma etapa mais avangada na progressao para leucemia aguda,
precedida por um actmulo de alteracdes gendémicas que permaneciam até entao
indetectaveis (JACOBS, 1991; BARTRAM, 1992; STEPHENSON, 1993; BARTRAM, 1996).

Raskind e colaboradores (RASKIND, 1984), através do estudo em células somaticas
em mulher heterozigota para a glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PD), confirmaram a
natureza clonal da doenca e postularam que pelo menos duas etapas estao envolvidas
na patogénese das SMD: a indugdo de proliferagéo clonal de c€lulas progenitoras
hematopoéticas geneticamente instaveis e a aquisicdo mais tardia de alteragoes
cromossomicas. O cancer é sabidamente o resultado de um processo de multiplas etapas
(PITOT, 1993) e, embora a patogénese das SMD seja ainda foco de muitas pesquisas, evidén-
cias sugerem que uma sequéncia de lesdes a0 DNA ocorre, levando a alteragoes na funcao
celular, emergéncia e consequente evolucao do clone premaligno. Assim como o modelo propos-
to por Fearon e Vogelstein (FEARON, 1990) para a tumorigénese colorretal, o acimulo
de lesbes gendmicas, mais que a sua ordem precisa € um determinante critico para o



estabelecimento das SMD e evolucao para leucemia aguda, embora as lesdes responsa-
veis pela iniciacdo e progressao da doenca permanecam ainda nao estabelecidas.

Como a incidéncia de SMD ¢ crescente com a idade, presume-se que altera-
coes na célula hematopoética relacionadas a idade tenham um papel favorecedor na
iniciacdo do processo (ROTHSTEIN, 1993). O programa normal de envelhecimento,
per si, gera instabilidade cromossémica (HARTWELL, 1994). A diminuicdo da reser-
va medular e da capacidade de proliferacdo tornam as células remanescentes parti-
cularmente vulneraveis a insultos mutagénicos espontaneos ou induzidos e favorecem a
expansao de clones com vantagem seletiva de proliferacao (MAUCH, 1982; LIPSCHITZ,
1984). A injaria genética, seja espontinea, seja secundaria a exposicdo a agentes
genotdxicos ocupacionais, ambientais ou terapéuticos, pode representar um evento inici-
al no desenvolvimento das SMD. A instabilidade genémica que se segue € um fator
contributivo reconhecido na progressao tumoral em multiplas etapas (CHENG, 1993).
Mutacoes somaticas resultam na expressao aumentada ou anormal de proteinas com
propriedades regulatérias de proliferacio e diferenciagéo celular, com implicagdes na
iniciacdo e progressao para o fenétipo maligno. Dentre as alteracdes moleculares
identificadas nas SMD estao incluidas as mutacdes pontuais no oncogene ras, muito
frequentes em outras neoplasias (BOS, 1989). A ativacao, em especial do N-ras, foi de-
monstrada em aproximadamente 40% dos pacientes portadores de SMD, principalmen-
te nos subtipos LMMC (YUNIS, 1989). Embora nao seja necessaria nem suficiente para
o desenvolvimento das SMD, a mutacdo do ras confere vantagem de proliferacao ao
clone mutante e, por ocorrer precocemente no curso da doenca, € por vezes utilizado
como marcador clonal (PARKER, 1996). O proto-oncogene fms, que codifica o receptor
para o fator estimulador de coldnia monocitico/macrofagico (M-CSF), esta mutado em
aproximadamente 15% dos casos de SMD, também preferencialmente nos subtipos LMMC
(PADUA, 1992). E possivel que sua ativacio tenha um papel na leucemogénese, através
da sua habilidade de transformacéo, podendo ocorrer em varios estagios no curso da
doenca. Porque mutacbes que ativam o ras €/ ou _fms sozinhas sio insuficientes para
conferir o fenétipo maligno, questiona-se sua importancia na suscetibilidade aumenta-

da a eventos transformadores subsequentes.

Concomitante a ativacdo de oncogenes, muitas neoplasias exibem também
mutacoes de genes supressores. Em situagdes normais, a proteina codificada regula
a proliferacio e diferenciacdo celular de forma negativa, indiretamente protegendo
contra a transformacéo maligna. Sua inativagdo permite portanto proliferacao des-
controlada. Dentre os genes supressores, o p53 € o gene mais comumente mutado
em todas as neoplasias humanas (HOLLSTEIN, 1991) e pode estar incluido na cas-
cata de eventos genéticos que forma a base molecular da patogénese das SMD.

A apoptose é um achado frequente na medula 6ssea de pacientes com
mielodisplasia (CLARK, 1990), correlacionando-se com a elevada taxa de morte intra-



medular e consequente citopenia periférica (YOSHIDA, 1993a). Mais recentemente,
além dos genes envolvidos na proliferacdo e reparo do DNA, genes cuja expressao
proteica induz ou previne a apoptose t€m sido investigados e implicados na
fisiopatologia da doenca (RAJAPAKSA, 1996). Do mesmo modo, citoquinas (TNFq,
TGFB, IL1B), com acédo estimulatéria nas células progenitoras e indutora de apoptose
nas células mais diferenciadas, parecem contribuir para o elevado indice de apoptose
observado na medula 6ssea destes pacientes, justificando o paradoxo de medula
6ssea celular com sangue periférico citop€nico (RAZA, 1996a; RAZA, 1996b).

A identificacdo de anormalidades cromossomicas em pacientes portadores de
SMD confirmou a clonalidade dessa desordem e sua relacao com aspectos clinicos e
bioldgicos especificos (LIST, 1990; FENAUX, 1996). As evidéncias indicam que a
aquisicio de aberragdes cromossomicas € um evento tardio na patogénese das SMD
e um reflexo da instabilidade do clone mutante. Alteracdes citogenéticas estdo au-
sentes em aproximadamente 50% dos casos por ocasiao do diagnéstico e podem ser
adquiridas ao longo da evolucao, conferindo um fenétipo mais agressivo, com vanta-
gem seletiva de proliferacao e contribuindo decisivamente para a progressao da do-
enca (RASKIND, 1984). Anormalidades cromossOmicas clonais, sobretudo se com-
plexas, estdo, portanto, associadas a risco elevado de transformagao leucémica e
menor sobrevida independente do subtipo FAB (YUNIS, 1988; GEDDES, 1990; SUCIU,
1990; WHITE, 1992; BERNASCONI, 1994; MECUCCI, 1992).

A leucemogénese €, portanto, uma sucessao de lesdes gendmicas, onde a ex-
pressao anormal isolada de um gene € insuficiente para a transformacao. A leséo
gendmica € provavelmente um evento precoce, enquanto as alteracdes cromossomicas
sdao um evento tardio. A citogenética e a genética molecular sdo estudos complemen-
tares e igualmente relevantes, contribuindo para o diagnoéstico, prognésticc e maior
conhecimento dos mecanismos biolégicos envolvidos na transformacao neoplasica.
Uma melhor compreensao da patogénese das SMD vai certamente possibilitar maior
especificidade e efetividade do tratamento.
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Objetivos

1 - Caracterizacao morfolégica de pacientes portadores de sindromes
mielodisplasticas, através do estudo da bidpsia 6ssea, com énfase para cinco
critérios: celularidade estimada, presenca de alteracoes displasticas (dispoeses),
presenca de aglomerados de precursores mieldides imaturos no espaco
intertrabecular (ALIP), presenca de fibrose e presenca de nédulos linféides.

2 — Caracterizagado imunohistoquimica quanto a expressao da proteina p53.

3 — Avaliacdo do papel da expressao aumentada da proteina p53 nas sindromes
mielodisplasticas.
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Material e Métodos

Pacientes

Trinta e trés pacientes, portadores de sindrome mielodisplastica, com primeira
consulta no periodo compreendido entre 1982 e 1996, foram retrospectivamente
estudados. Previamente diagnosticados de acordo com o quadro clinico, estudo do
sangue periférico e aspirado medular e classificados segundo critérios do grupo FAB
(BENNETT, 1982), os pacientes foram tratados e acompanhados no Servico de
Hematologia do Departamento de Medicina Clinica da Universidade Federal do Cea-
ra (DMC - UFC). Fizeram parte do estudo aqueles que se submeteram a bidpsia
Ossea e cujos fragmentos apresentavam condicoes satisfatérias para novos estudos.
Todos os prontuarios foram revisados e deles retirados dados de interesse para o
estudo, que constam no protocolo de inclusdo (ANEXO I). Foram incluidos no estudo
os pacientes nos quais deficiéncias nutricionais (ferro, vitamina B12, folato e
piridoxina) foram descartadas por dosagem sérica e/ou teste terapéutico. Insuficién-
cia hepatica e renal foram excluidas e, desde que disponivel, realizadc o estudo
sorolégico para o virus da imunodeficiéncia humana adquirida (HIV). Casos com
dados imprecisos ou diagnéstico duvidoso foram excluidos. Os pacientes foram clas-
sificados de acordo com o escore Bournemouth modificado (MUFTI, 1985; WORSLEY,
1988), utilizando-se os seguintes parametros: percentual de blastos na medula 6ssea
superior a 5%, hemoglobina inferior a 10g/dl, total de neutréfilos inferior a 2,5x 10°/L
ou ainda maior que 16 x 10°/L e contagem de plaquetas menor que 100 x 10°/L. Para
cada parametro foi atribuido um ponto. Pacientes com escore O e 1 sdo classificados
como de bom prognéstico, 2 € 3, prognoéstico intermediario € 4, mau prognéstico.

Além da primeira biépsia medular, 6 pacientes foram submetidos a uma ou
mais biépsias subsequentes, como parte da avaliacao de rotina e seguimento. Os paci-
entes foram classificados como SMD primaria ou secundaria, caso houvesse relato de
exposicao prévia a agentes potencial ou reconhecidamente genotéxicos (agrotéxicos, in-
seticidas, tintas e vernizes, cola de sapateiro e quimioterapicos). A evolucido paraleucemia
aguda foi definida pelo aumento no percentual de blastos na médula 6ssea para valores
superiores a 30%.
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Estudo morfoldgico: bidpsia 6ssea

Quarenta e trés fragmentos de bidpsia 6ssea de trinta e trés pacientes portadores
de sindrome mielodisplastica foram obtidos nos arquivos do Departamento de Pato-
logia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara (DPML - UFC).

As bidpsias 6sseas, no Servico de Hematologia da UFC, sao realizadas na crista
iliaca péstero-superior, sob anestesia local, utilizando-se a agulha de Jamshidi. O
material obtido, destinado ao estudo morfolégico, € rotineiramente fixado em Bouin -
Holande por um periodo minimo de 24 h, descalcificado em &cido nitrico a 7% por
um periodo variavel de 2 a 12 h e incluido em parafina. Cortes histolégicos de 5 pm
de espessura sao corados pela hematoxilina e eosina (HE), prata-reticulina e 4cido
periédico de Schiff (PAS). Os fragmentos assim previamente preparados e corados
foram revisados, com especial atencao para cinco critérios:

a) celularidade estimada - casos com celularidade igual ou superior a 50% foram
classificados como hipercelular, € aqueles com percentual igual ou inferior a 30%,
hipocelular;

b) presenca de caracteristicas displasticas: alteracoes de maturacdo nas linha-
gens eritroblastica, granulocitica € megacariocitica;

c) presenca de ALIP — casos foram considerados positivos se apresentassem pelo
menos 3 agregados de, no minimo, 5 precursores mieléides no mesmo corte;

d) presenca de condensacao da rede reticulinica

e) presenca de nédulos linféides.

Estudo imunohistoquimico

a) Anticorpos monoclonais

A pesquisa da expressao da proteina p53 foi realizada utilizando-se os seguintes
anticorpos monoclonais:

1. DO, (DAKO S/A, Glostrup — Dinamarca)
Anticorpo monoclonal produzido em camundongo

— Especificidade: reconhece epitopo na porcao N-terminal da proteina humana
p53, localizado entre os aminoécidos 19 e 26 (VOJTESEK, 1992). Reage com a
forma fisiolégica e mutante da proteina.

— Diluicgao - 1:50
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2. Anti-vimentina (DAKO S/A, Glostrup - Dinamarca)
Anticorpo monoclonal produzido em camundongo

- Especificidade: reconhece epitopo da molécula de vimentina, proteina
filamentosa intermediaria presente em células de origem mesenquimal e alta-
mente sensivel a fixacdo excessiva. E utilizado para monitorizar a preservacio
do antigeno € a qualidade e uniformidade da fixacdo em tecidos fixados em
formaldeido e incluidos em parafina (BATTIFORA, 1991; MULLINK, 1985).

— Diluicao: 1:80

b) Técnica imunoenzimatica indireta

O estudo imunohistoquimico foi realizado em material incluido em parafina.
Seccoes de 5 ym de espessura foram colocadas em laminas previamente tratadas
com gelatina (ANEXO II), permanecendo em estufa a 37°C por um periodo minimo de
12 horas. Foi pesquisada a expressao aumentada da proteina p53 através do anticorpo
monoclonal DO, O anticorpo monoclonal anti-vimentina foi utilizado para controle
de fixacao do material. Como técnica de recuperacao antigénica utilizou-se o forno de
micro-ondas (SHI, 1991; CATTORETTI, 1993). Adotando-se a técnica imuno-
enzimatica indireta APAAP, “alkaline-phosphatase anti-alkaline-phosphatase”
(CORDELL, 1984; ERBER, 1989), foram realizadas as etapas seguintes:

1. desparafinizacao e hidratacao;

2. colocacao das laminas em recipiente plastico contendo tampao citrato 10mM,
pH 6,0 (2,1g de acido citrico € 1000ml de 4gua destilada, ajustando o pH com cerca
de 13ml de NaOH 2M) ;

3. colocacao dos recipientes no forno de micro-ondas (MN7809BKDG, Panasonic)
na poténcia maxima, até completar 8 minutos de ebulicdo. A cada dois minutos foi
acrescentado o tampao que derramou;

4. colocacao dos recipientes em temperatura ambiente por 20 minutos, ainda em
citrato;

5. lavagem em solucao salina tamponada (TBS) , 0,05M, pH 7,6 por 5 minutos;

6. transferéncia das laminas em estudo para a cAmara imida e incubacao em soro
normal de coelho (X 902 DAKO) na diluicao 1:5 em BSA (solucado de albumina bovina)
/ TBS a 5%, por 20 minutos em temperatura ambiente. Foram utilizados 200 pl da
diluicdo para cada lamina;

7. retirada do excesso de soro normal de coelho, sem lavar;
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8. incubacdo em camara imida, nos soros primarios diluidos em BSA/TBS a 5%,
por uma noite, a 4°C. Foram utilizados 200 pl da dilui¢do para cada lamina, de cada
um dos seguintes anticorpos monoclonais:

- DO, na diluicdo 1:50
- anti-vimentina na diluicao 1:80;
9. lavagem das laminas em TBS duas vezes durante 5 minutos;

10. transferéncia das laminas para a camara umida, retirando-se todo o excesso
de TBS;

11. aplicacdo do anticorpo secundario (soro de coelho anti-camundongo-Z 259
DAKO), na diluicao 1:25 em BSA/TBS 5%, por 30 minutos em temperatura ambiente;

12. lavagem com TBS, duas vezes durante 5 minutos;

13. transferéncia das laminas para a camara umida, € aplicacdo do complexo
APAAP (D 651 DAKO) na diluicao 1:50 em BSA/TBS 5% durante 30 minutos em
temperatura ambiente;

14. lavagem com TBS, duas vezes durante 5 minutos;

15. repeticao, para o aumento da intensidade da marcacao, ap6s o item 14, dos
itens 11, 12, 13 e 14 por mais duas vezes; nas repeticoes, o tempo de incubacao para
o anticorpo secundario e complexo APAAP € de 10 minutos;

16. aplicacao do substrato da fosfatase alcalina {ANEXO III) por 15 minutos;
17. lavagem em TBS por 2 minutos;

18. contra-coloracdo com hematoxilina por 1 a 2 minutos;

19. montagem das laminas utilizando Glycergel (C 563 DAKO);

20. leitura das laminas em microscopio 6ptico comuimn.

Os controles negativos da reacdo de imunohistoquimica foram obtidos pela
omissao dos soros primarios. Os controles positivos para p53 foram amostras de
cancer de mama ductal infiltrante, ja previamente estudados.

Dez fragmentos de bidpsia 6ssea, obtidos de pacientes com doencas benignas
(anemia ferropriva, purpura trombocitopénica imunolégica, artrite reumatoide,
esquistossomose, hepatite C e sindrome nefrética), foram utilizados para analise

imunohistoquimica como controles externos.
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c) Analise e interpretacao dos resultados

A leitura das laminas foi realizada através de objetiva de 40x. Foram analisadas
de 300 a 500 células por lamina e considerados positivos, para a expressao aumenta-
da de p53, os casos com marcacao nuclear de cor avermelhada num percentual igual
ou superior a 5% das células . A analise dos cortes marcados com anti-vimentina foi
qualitativa. S6 os casos com evidéncia de fixacdo satisfatéria, através da marcacio
adequada de vasos € c€lulas do estroma, foram considerados.
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Analise Estatistica

A andlise estatistica, realizada no laboratério de Estatistica do Departamento de
Matematica e Estatistica da Universidade Federal do Cear4, utilizou a avaliacdo descri-
tiva dos dados e o teste exato de Fisher (SOARES, 1983) nas tabelas de contingéncia
2x2, para avaliar a significancia de associacoes entre as varidveis estudadas. O nivel de
significancia maximo de 5% foi considerado para definir associacoes significativas.
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Resultados

Foram avaliados 43 fragmentos de bi6psia 6ssea obtidos de 33 pacientes por-
tadores de SMD, previamente diagnosticados e classificados, de acordo com o
estudo do sangue periférico e aspirado medular, com primeira consulta no perio-
do compreendido entre 1982 e 1996. Dentre os pacientes avaliados, 18( 54,5%)
eram do sexo masculino e 15(45,5%) do sexo feminino . A faixa etaria variou de
20 a 82 anos, com uma idade média de 54,6 anos e desvio padrio de 18,7 anos. O
maior percentual de pacientes, 66,7% (22), possui no minimo 46 anos (Figura 2),
sendo que, 25,0% possuem no maximo 38 anos, 50,0% no maximo 58 anos e 75%
no maximo 69 anos.

Figura 2 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo B No méaximo 45
a faixa Etéria (anos) — Fortaleza — jan.82/dez.96 O No minimo 46

| Fonte: HUWC - Servico de Hematologia- |

Em 9 pacientes (27,3%), foi detectado algum tipo de exposicéo a agentes po-
tencial ou reconhecidamente genotéxicos. Esses pacientes foram classificados como
SMD secundéria. Em 24 casos (72,7%) nenhuma exposicao foi referida, e foram
portanto classificados como SMD primaéria (Figura 3).
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Figura 3 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Exposicéo Prévia a Agentes Mutagénicos
— Fortaleza - jan.82/dez.96.

zr,s%l

W Primaria
M Secundaria

|Fonta: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC I

Dentre os sinais e sintomas observados por ocasido do diagnéstico, a sindrome
anémica esteve presente em 100% dos casos, sendo também frequentemente obser-
vadas a perda ponderal (42,4%), a sindrome hemorrégica (36,4%) e a esplenomegalia
(24,2%) (Tabela 1 e Figura 4). Os demais sinais e sintomas apresentados ocorreram
em menos de 20% dos pacientes.

Tabela 1 - Distribui¢do dos Pacientes com SMD Segundo os Sintomas e Sinais Clini-
cos Apresentados - Fortaleza - janeiro/82/dezembro/96

e S e I

Fonte: HUWC - Servico de Hematologia - UFC
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Figura 4 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo os Sintomas e
Sinais Clinicos Apresentados — Fortaleza — jan/82-dez/96

100+
90-
80+
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[Fonte: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC

@ Sindrome Anémica - B Sindrome Hemorragica @ Sindrome Infecciosa
W Perda de Peso M@ Ictericia M Hepatomegalia

W Esplenomegalia 0 Adenomegalia O Patologia Digestiva
[@ Patologia Cardiaca

No hemograma realizado por ocasido do diagnéstico, 16 pacientes (48,5%) apre-
sentavam pancitopenia, 10 pacientes (30,3%) bicitopenia e 7 pacientes (21,2%), uma
citopenia isolada (Figura 5).

Figura 5 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo o Resultado
do Hemograma - Fortaleza — jan/82-dez/96

@ Citopenia Isolada Ml Bicitopenia O Pancitopenia
|Fonte: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC |

De acordo com a classificacdo FAB, 19 pacientes (57,6%) foram classificados
como AR, 3 pacientes (9,1%) como ARSA, 5 pacientes (15,2%) como AREB, 4 pacien-
tes (12,1%) como AREB-t e 2 pacientes (6,1%) como LMMC (Figura 6). Portanto, 22
pacientes (66,7%) pertencem a subtipos de melhor prognéstico — AR e ARSA - en-
quanto 11 pacientes (33,3%) pertencem aos demais subgrupos — AREB, AREB-t e
LMMC (Figura 7).
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Figura 6 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Classificagdo FAB - Fortaleza — jan.82/dez.96.

BAR OARSA BAREB BAREB-T BLMMC I
|Fonte: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC

Figura 7 - Percentagem de Pacientes Segundo os Grupos Prognésticos
Definidos Pela Classificagdo FAB - Fortaleza - jan/82-dez/96

EHAROUARSA
O AREB OU AREB -T OULMMC |Fonte: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC I

Os pacientes foram ainda classificados de acordo com o escore de Bournemouth.
O maior percentual de pacientes recebeu escore 3 (39,3%) e o menor percentual
escore 4 (15,2%) . Observou-se que para 18 pacientes (54,5%) foi atribuido no mini-
mo o escore 3 (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuicdo dos Pacientes com SMD Segundo o Escore Bournemouth —
Fortaleza — jan/82-dez/96.

Escores N° de pacientes %
1 9 27,3
2 6 18,2
3 13 39,3
4 5 15,2
TOTAL 33 100,0

Fonte: HUWC - Servico de Hematologia — UFC

Utilizando a classificacdo FAB para definicao de grupos de melhor (AR e ARSA) e
pior prognéstico (AREB, AREB-t e LMMC), observou-se que, no primeiro grupo, o
maior percentual de casos(40,9%) obteve escore 1 e ainda, 59,1% obtiveram o escore
maximo 2. Dentre os pacientes com pior prognéstico, o maior percentual (45,4%)
obteve escore 3 € 81,8% obtiveram escore minimo 3. Observou-se ainda que, retiran-
do-se da amostra os pacientes do subtipo LMMC, 100% dos casos com pior prognés-
tico possuem escore minimo 3 (Tabela 3 e Figura 8).

Tabela 3 - Distribuicdo dos Pacientes com SMD Segundo os Escores em Funcio
dos Grupos Prognésticos Obtidos pela Classificacdo FAB - Fortaleza —
jan/82-dez/96.

Prognéstico
Escore Melhor (1) Pior (2)
N° de Pacientes % N° de Pacientes %
1 9 40,9 0 0,0
2 4 18,2 2 18,2
3 8 36,4 5 454
4 1 4,5 4 36,4
TOTAL 22 100,0 11 100,0

Fonte: HUWC - Servico de Hematologia - UFC
(1) AR ou ARSA
(2) AREB ou AREB-t ou LMMC
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Figura 8 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo os
Escores Bournemouth em Funcao do Prognéstico Definido pela
Classificacido FAB - Fortaleza - jan.82/dez.96.

p
a
% ¢
i Mescore 1
e Wescore 2
dn DOescore 3
e t
e Mescore 4
s
melhor (1) pior (2) prognoéstico
Fonte: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC |
(1) AR ou ARSA

(2) AREB ou AREB-t ou LMMC

O periodo de acompanhamento dos pacientes variou de 1 a 132 meses com mé-
dia de 22,3 meses e desvio padrao de 29,0 meses. As faixas de 1 a5 mesesede 6a 10
meses foram as que ocorreram com maior frequéncia, possuindo cada uma delas
27,3% dos pacientes (Tabela 4 e Figura 9). Aqueles acompanhados por, no minimo,
72 meses (9,0%), podem ser considerados como discrepantes no conjunto de
casos.Considerando os 33 pacientes, observamos que 75% foram observados por,
no maximo, 33 meses. Retirando-se da amostra os pacientes com, no minimo, 72
meses de observacao, encontramos que 25% deles foram acompanhados por um pe-
riodo maximo de 4,5 meses, 50% no maximo 8,5 meses e 75% no maximo 16,5 meses
e, ainda, o periodo médio de acompanhamento passa para 15 meses com um desvio
padrao de 15,6 meses.
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Tabela 4 - Distribui¢cdo dos Pacientes com SMD Segundo o Periodo d¢ Acompanha-
mento (meses) - Fortaleza - jan/82-dez/96.

Aco:::i::l:nto N pentutes ~
l1a5 9 27,3
6alo 9 273
11a15 4 12,2
16 a 20 2 6,1

30a58 6 18,1
=72 3 9.0
TOTAL 33 100,0

Fonte: HUWC -~ Servico de Hematologia - UFC

Figura 9 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo o
Periodo de Acompanhamento (meses)
— Fortaleza - jan/82-dez/96.

1a5s
6a10
11a 15
16 a 20
30a 58
>72

D@EEEED®

|Fonte: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC ]

Dos 33 pacientes analisados, 11 (33,3%) evoluiram para um subtipo mais agres-
sivo da doenca e/ou leucemia mieléide aguda (Figura 10 e Tabela 5).
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Figura 10 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Evolucao da Doenca — Fortaleza — jan/82-dez/96.

O evoluiu
@nao evoluiu

|Fonm: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC |

Tabela 5- Pacientes Portadores de SMD com Evolucao para Subtipo mais Agressi-
vo da Doencga e/ou LMA de Acordo com Idade, Classificacado FAB e Tipo
de Evolucao — Fortaleza - jan/82-dez/96.

Casos Idade (anos)  Classificacio FAB  Tipo de Evolugiio
04 es AREB . AREBY
05 91 T AREBt | IMAG
16 ' 20 i e AR ~ AREBt
18 ’ 35 i AR AREB
20 63 & AR AREB
28 63 LMMC LMA
06 60 AREB-t i 1mA
08 22 AR AREB
14 57 AREB AREB-t
22 45 AREB-t LMA
23 68 | AR LMA

Fonte: HUWC - Servico de Hematologia - UFC

Nos casos em que mais de uma biépsia do mesmo paciente foram analisadas os
exames subsequentes nao evidenciaram diferencas relevantes. Os resultados, portanto,
consideram apenas a primeira biépsia realizada.

Na avaliacdo morfolégica, o maior percentual de pacientes (78,8%) possuia medula
6ssea hipercelular, enquanto 9,1% apresentavam medula normocelular € 12,1% hipocelular

(Figura 11).
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Figura 11 —Percentagem de Pacientes com SMD Segundo
a Celularidade - Fortaleza- jan.82/dez.96.

@ Normal
@ Hiper
EHipo

IFT)nte: HUWC-Servico de Hematologia- UFC I

A anilise das alteracdoes de maturacdo a biopsia 6ssea evidenciou que a
dismegacariopoese isolada foi o achado mais frequente (39,4%), seguido da associa-

cao dismegacariopoese/disgranulopoese (24,2%). Em 21,2% dos casos nenhuma alte-
racdo foi observada (Figura 12).

Figura 12 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Presenca de Dispoeses — Fortaleza - jan.82/dez.96.

BNenhuma

@apenas Disgranulopoese
Mmapenas Dismegacariopoese

[ Diseritropoese eDisgranulopoese - -
@ Disgranulopoese e Dismegacariopoese Fonte: HUWC-Servigo de
m Diseritropoese; Disgranulopoese e Dismegacariopoese Hematologia- UFC

A distribuicdo dos pacientes com alteracdo de maturagdo segundo a linhagem
envolvida evidenciou dismegacariopoese em 72,7% dos casos, disgranulopoese em
39,4% e diseritropoese em 12,1% (Tabela 6 € Figuras 13, 14 e 15).
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Tabela 6 - Distribuicdo dos Pacientes com SMD

— Fortaleza - Jan/82-Dez/96
Dispoeses 'N° de pacientes
Diseritropoese o doi Uiy
Disgranulopoese 13

Dismegacaﬂopdeée“" e 24 2 =

Fonte: HUWC — Servico de Hematologia — UFC

Segundo ' a Dispoese

%

Figura 13 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Dispoese — Fortaleza - jan.82/dez.96.
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CDismegacariopoese Fonte: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC
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Figura 14 - Corte Histolégico de Medula Ossea Exibindo Dismegacariopoese. Colo-
racao por HE. Aumento de 200X.
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Figura 15 - Corte Histolégico de Medula Ossea Exibindo Dismegacariopoese. Colo-
racao por HE. Aumento de 400X.
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A avaliacdo do niimero de linhagens com dispoese mostrou um maior percentual
de pacientes (42,4%) com apenas uma linhagem envolvida €, em 78,8% dos casos,
pelo menos uma linhagem estava acometida (Tabela 7 e Figura 16).

Tabela 7 - Distribuicdo dos Pacientes com SMD Segundo o Numero de Linhagens
com Dispoese — Fortaleza - jan/82-dez/96.

Ausente SR pi 7
Umalinhagem .
D“asllnhagens

Trés linhagens
TOTAL

Fonte: HUWC - Servigo de Hematologia — UFC

Figura 16 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo o Nimero
de Linhagens com Dispoese — Fortaleza - jan/82-dez/96
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Du
ET,::L';',,",,'L’QQ:,,“: Fonte: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC |

Em 11 pacientes (34,4%) foi evidenciado aumento da rede de reticulina (Figura
17 e Figura 18).
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Figura 17 - Corte Histolégico de Medula Ossea Exibindo Espessamento da Rede de
Reticulina. Coloracédo pela Prata-reticulina. Aumento 200X.

Figura 18 - Corte Histol6gico de Medula Ossea Exibindo Espessamento da Rede de
Reticulina. Coloragao pela Prata-reticulina. Aumento 400X.
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Na maioria dos casos, portanto, nio foi observada fibrose medular por ocasido
do diagnéstico (Figura 19). Quando presente, o espessamento da rede de reticulina
foi mais frequente no subtipo AR (21,9%) (Tabela 8).

Figura 19 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Presenca de Fibrose - Fortaleza - jan/82-dez/96.

M Presenca
W Auséncia

|Fonh: HUWC-Servico de Hematologia- UFC |

Tabela 8 — Distribui¢do dos 32 Pacientes com SMD Segundo a Classificacio FAB em
Funcgéo da Presenca de Fibrose — Fortaleza - jan/82-dez/96.

Fonte: HUWC - Servigo de Hematologia - UFC
* Em um paciente a avaliacdo da rede de reticulina foi prejudicada.

Uma associacio significativa entre a presenca de fibrose e dismegacariopoese
néo foi observada (p=0,2093), embora, dos pacientes com dismegacariopoese, 41,7%
possuiam fibrose, enquanto dentre aqueles sem esta dispoese o percentual cai para
12,5% (Tabela 9 e Figura 20).
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Tabela 9 - Distribuicido dos Pacientes com SMD Segundo a Presenca de Fibrose em
Funcao da Presenca de Dismegacariopoese — Fortaleza — jan/82-dez/96.

Fonte: HUWC - Servico de Hematologia - UFC
Teste exato de Fisher - p = 0,2093

* Em um paciente a avaliacdo da rede de reticulina foi prejudicada

Figura 20 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a Fibrose em
Funcéao da Dismegacariopoese — Fortaleza — jan/82-dez/96
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lﬁmte: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC J

A presenca de ALIP foi observada em 13 pacientes (39,4%) (Figuras 21 e 22).
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Figura 21 - Corte Histolégico de Medula Ossea Exibindo Grupamentos de Precurso-
res Imaturos em Localizagdo Intertrabecular. Coloragao por HE. Au-
mento de 400X.

Figura 22 - Corte Histolégico de Medula Ossea Exibindo Grupamentos de Precurso-
res Imaturos em Localizagdo Intertrabecular. Coloragdo por HE. Au-
mento de 400X.
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Na maioria dos casos (60,6%), a localizagdo anormal dos precursores imaturos
nao foi observada (Figura 23).

Figura 23 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
presenca de ALIP - Fortaleza - jan/82-dez/96.

msim
mndo

[Fonta: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC |

Quando presente, os maiores percentuais (12,1%) foram observados nos subtipos
AR e AREB (Tabela 10).

Tabela 10 - Distribuicao dos 33 Pacientes com SMD Segundo a Classificagido FAB em
Funcao da Presenca de ALIP. - Fortaleza - jan/82-dez/96.

AR A o
'AREB (n = 5) e
.AIIIEB-t(rvi i 4)* 

IMMC(m=2)
TOTALM=3
Fonte: HUWC - Servico de Hematologia — UFC

A anilise da distribuicdo dos pacientes, segundo a presenca de ALIP em fungéo
do escore Bournemouth obtido 1, 2, 3 ou 4, evidenciou que, respectivamente, 0,0%,
50,0%, 53,8% e 60,0% deles apresentavam ALIP o que sugere uma relacao direta
entre o escore e a presenca de ALIP (Tabela 11 e Figura 24).
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Tabela 11 - Distribuicio dos Pacientes com SMD Segundo a Localizagdo Anormal de
Precursores Imaturos em Funcdo dos Escores Bournemouth

Sim

Nio

TOTAL |

— Fortaleza - jan/82-dez/96.

Fonte: HUWC - Servico de Hematologia — UFC
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Figura 24 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Presenca de ALIP em Funcédo dos Escores BOURNEMOUTH
— Fortaleza - jan/82-dez/96.
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Fonte: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC

A presenca de nédulos linféides foi observada na medula 6ssea de 9 pacientes
(27,3%) (Figuras 25, 26, 27, 28 € 29 ), sendo 7 casos de AR, 1 AREB e 1 AREB-t

(Tabela 12).
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Figura 25 -~ Percentagem de Pacientes com SDM Segundo a
Presenca de N6dulos Linféides — Fortaleza — jan/82-dez/96.

B Presentes

B Ausentes

|Eonte: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC j

Tabela 12 - Distribuicdo dos 33 Pacientes Portadores de SMD Segundo a Classifi-
cacao FAB em Funcao da Presencga de Nédulos Linféides — Fortaleza -
jan/82-dez/96

st

5 AR. (r; = ;19‘)?’{:‘;
AREB(a = 5) e
AREB 4 (i~ 4) :

‘TOTAL(n.=‘3};‘3)

Fonte: HUWC - Servico de Hematologia - UFC
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Figura 26 - Corte Histolégico de Medula Ossea Exibindo Pequeno Nédulo Linféide.
Coloracéao por HE. Aumento 200X.

Figura 27 - Corte Histolégico de Medula Ossea Exibindo Volumoso Nédulo Linféide
bem Delimitado. Coloragio por HE. Aumento 200X.
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Figura 28 - Corte Histol6gico de Medula Ossea Evidenciando Pequeno Grupamento
Linféide nas Proximidades da Trabécula Ossea. Coloragio por HE. Au-
mento 200X .

Figura 29 - Corte Histol6gico de Medula Ossea Exibindo Agregado Linféide de Limi-
tes Pouco Precisos. Megacariécitos Distréficos. Coloracio por HE. Au-
mento 200X.




Quando avaliada a presenca de nédulos linféides em funcao da presenca de fibrose,
observou-se existir uma associacdo estatisticamente significativa (p=0,0349). Dos
pacientes que apresentavam nédulos linféides, 66,7% também possuiam fibrose; dos
que nao apresentavam nédulos, 78,3% também nao possuiam fibrose (Tabela 13 e
Figura 30).

Tabela 13 - Distribuicao dos Pacientes com SMD Segundo a Presenca de Fibrose
na Medula em Funcio da Presenca de N6dulos Linféides — Fortaleza -
jan/82-dez/96

Fonte: HUWC - Servigo de Hematologia - UFC
Teste exato de Fisher — p = 0,0349
* Em um paciente a avaliacdo da rede de reticulina foi prejudicada.

Figura 30 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Presenca de Fibrose em Funcdo da Presenca de N6édulos
Linféides — Fortaleza — jan/82-dez/96.
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IFonte: HUWC-Servi¢co de Hematologia- UFC |

N4o foi observada associagfo entre a faixa etéria e a presenca de nédulos linféides
(p=0,6808). Em ambas as faixas analisadas, no maximo 45 anos € no minimo 46
anos, os maiores percentuais de pacientes nio possuiam nédulos linféides (Tabela 14

e Figura 31).
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Tabela 14 - Distribuicdo dos Pacientes com SMD Segundo a Presenca de Nédulos
Linf6éides em Funcéo da Faixa Etaria — Fortaleza - jan/82-dez/96.

Fonte: HUWC - Servico de Hematologia ~ UFC
Teste exato de Fisher p = 0,6808

Figura 31 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Presenga de Nédulos Linféides em Fungio da Faixa Etéria -
Fortaleza - jan.82/dez.96.
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[Fonta: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC

O estudo imunohistoquimico revelou expressido aumentada da proteina p53 em
5 pacientes (15,2%) (Figuras 32, 33 e 34). Os percentuais de células positivas em
cada caso foram 54%, 39%, 27%, 59% e 36%. Nos 10 pacientes portadores de doen-
¢as benignas, utilizados como controles externos, a proteina p53 nio foi detectada.
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Tabela 14 - Distribuicdo dos Pacientes com SMD Segundo a Presenca de Nédulos
Linféides em Fungéo da Faixa Etéria - Fortaleza — jan/82-dez/96.

Fonte: HUWC - Servico de Hematologia - UFC
Teste exato de Fisher p = 0,6808

Figura 31 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Presenca de Nédulos Linféides em Funcio da Faixa Etaria -
Fortaleza - jan.82/dez.96.
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LFonh: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC —l

O estudo imunohistoquimico revelou expressdo aumentada da proteina p53 em
5 pacientes (15,2%) (Figuras 32, 33 e 34). Os percentuais de células positivas em
cada caso foram 54%, 39%, 27%, 59% e 36%. Nos 10 pacientes portadores de doen-
cas benignas, utilizados como controles externos, a proteina p53 nao foi detectada.
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Figura 32 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a

Expressdo Aumentada da Proteina p53
- Fortaleza - jan/82-dez/96.
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Figura 34 - Corte Histol6gico de Medula Ossea Exibindo Positividade para o Marcador
Anti-p53. Técnica APAAP. Aumento 400X.
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Nao foi observada associacdo entre idade e expressdo proteica anormal

(p=1,0000). Em ambas as faixas etdrias consideradas, o maior percentual de pacien-
tes nédo evidenciou alteracio (Figura 35).

Figura 35 — Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
a Presenga da Expressdo Aumentada de p53 em Fungéo da

Faixa Etdria — Fortaleza — jan.82/dez.96.
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lFonte: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC I

Dos casos com expresséo aumentada, 2 (6,1%) pertenciam ao subtipo AR, 1 (3,0%)
ao subtipo AREB e 2 (6,1%) ao subtipo AREB-t (Tabelas 15, 16 e 17).
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Tabela 16 - Distribuicio dos 33 Pacientes com SMD Segundo a Classificacido FAB
em Funcdo da Expressdo Aumentada da Proteina p53 — Fortaleza —
jan/82-dez/96.

Expressiao Aumentada da Proteina p53

Subtipo

N° de Pacientes %

AR 2 6,1
ARSA 0 0,0
AREB 1 3.0
AREB-t 2 6.1
LMMC 0 0,0
TOTAL 5 15,2

Fonte: HUWC - Servi¢co de Hematologia — UFC

Tabela 17 - Distribuicéo dos 33 Pacientes com SMD Segundo a Classificacio FAB em
Funcao da Expressdo Aumentada da Proteina p53 - Fortaleza — jan/82-
dez/96.

Expressio Aumentada da Proteina p53
Subtipo Sim Niao Total

n % n % n %
AR 2 10,5 17 89,5 19 1000
ARSA 0 0,0 3 100,0 3 100,0
AREB 1 20,0 4 80,0 5 100,0
AREB-t 2 50,0 2 50,0 + 100,0
LMMC 0 0,0 2 100,0 2 100,0
TOTAL 5 15,2 28 84,8 33 1000

Fonte: HUWC - Servico de Hematologia — UFC

A andlise dos casos positivos em func¢ao dos grupos prognésticos definidos pela
classificacdo FAB n&o mostrou associacao significativa (p=0,3041). E interessante
notar, no entanto, que dentre os pacientes com pior progndstico, 27,3% evidenciaram
positividade para p53, enquanto no grupo de melhor prognéstico este percentual é
reduzido para 9,1% (Tabela 18 e Figura 36).
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Tabela 18 - Distribuicdo dos Pacientes com SMD Segundo a Presenga da Expressao
Aumentada da Proteina p53 em Funcio dos Grupos Prognésticos - For-
taleza - jan/82-dez/96.

Fonte: HUWC - Servico de Hematologia - UFC

Teste exato de Fisher, p = 0,3041
(1) AR ou ARSA
(2) AREB ou AREB-t ou LMMC

Figura 36 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a Presenca da
Expressdo Aumentada da Proteina p53 em Funcgdo dos Grupos Prognésticos
- Fortaleza - jan/82-dez/96
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Fonte: HUWC — Servigo de Hematologia — UFC

Retirando-se da amostra os casos de LMMC, o percentual de positividade para
P53 no grupo de pior prognostico passa para 33,3%, o que também nao permite uma
associacdo significativa (p= 0,1313). Quando avaliados em funcido do escore de
Bournemouth, observou-se que pacientes com expressao aumentada da proteina p53
pertenciam exclusivamente aos escores 3 ¢ 4 (Figura 37).
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Figura 37 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a Presenca .
da Expressdo Aumentada da Proteina p53 em Funcdo dos Escores
Bournemouth - Fortaleza - jan/82-dez/96
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|Fonte: HUWC-Servigo de Hematologia- UFC |

Foi observada uma associacéo significativa entre a expressdo aumentada da
proteina p53 e a evolugéo para subtipo mais agressivo da doenga e/ou leucemia aguda
(p= 0,0019). De acordo com os dados observados, 100% dos pacientes com
positividade para p53 evoluiram, enquanto apenas 21,4% daqueles sem essa
positividade tiveram alguma forma de evolucédo da doenca (Tabela 19 e Figura 38).

Tabela 19 - Distribuicao dos Pacientes com SMD Segundo a Evolugédo da Doenca em
Funcao da Presenca da Expressido Aumentada da Proteina p53 - Fortale-
za — jan/82-dez/96.

Fonte: HUWC - Servi¢go de Hematologia - UFC
Teste exato de Fisher, p = 0,0019
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Figura 38 - Percentagem de Pacientes com SMD Segundo a
Evolucdo da Doenca em Funcédo da Presenca da Expressao
Aumentada da Proteina p53 - Fortaleza — jan/82-dez/96.
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Discussao

Sindromes mielodisplasticas sao desordens adquiridas da célula progenitora
hematopoética, caracterizadas por displasia em uma ou mais linhagens celulares da
hematopoese, além de graus e combinacdes variaveis de citopenias periféricas. O diag-
noéstico permanece baseado principalmente no exame citolégico do aspirado medular
(BENNETT, 1982). A bidpsia 6ssea, introduzida inicialmente como auxilio nos casos de
diagnéstico dificil, tornou-se indispensavel por fornecer avaliagio precisa da celularidade
global, detec¢ao do aumento das fibras reticulinicas, maior sensibilidade na detecgao da
displasia megacariocitica e a observagao de alteracdes na arquitetura medular, como o
deslocamento do sitio da granulopoese de sua localizagdo normal paratrabecular para a
regido central intertrabecular da medula (TRICOT, 1984a; TRICOT ,1984b; RIOS, 1990;
SAAD, 1994; LAMBERTENGHI, 1993; BARTL, 1992; KAMPMEIER, 1992). Por essas
vantagens, a bidpsia 6ssea estabeleceu-se, nos tltimos dez anos, como procedimento de
rotina no diagnéstico de pacientes com SMD.

No presente estudo, 43 fragmentos de bipsia 6ssea obtidos de 33 pacientes
previamente diagnosticados foram revisados. Seis pacientes foram submetidos a mais
de uma biépsia, como método de avaliagdo da evolugado da doenca. Cinco critérios
foram analisados: celularidade global, presenca de fibrose, ALIPE, dispoeses e nédulos
linfoides.

A maioria dos pacientes com SMD tem medula 6ssea normo ou hipercelular (mais
que 50% do espaco intertrabecular ocupado por tecido hematopoético). Um subgrupo distin-
to tem medula hipoplastica por ocasifio do diagnéstico. Nesses casos, o diagnéstico diferencial
com leucemia mieléide aguda hipoplastica ou anemia aplastica pode ser eventualmente dificil.
(FOHLMEISTER, 1985; KAMPMEIER, 1992; ROSATI, 1996).De acordo com a maioria dos
investigadores as SMD s3o consideradas hipoplasticas quando a celularidade medular éigual
ou inferior a 30%. Tais casos representam, em média, 15% (NAND, 1988; YOSHIDA, 1988;
TRICOT, 1984a; RIOS, 1990; LAMBERTENGHI, 1993; KITAGAWA, 1989). Saad e colabora-
dores (SAAD, 1994) observaram uma incidéncia elevada (45,6%) de casos hipocelulares, ques-
tionando o papel do uso indiscriminado de substancias mielotéxicas, tais como agrotoxicos.
No nosso estudo, apenas quatro casos (12,0%) exibiram medula éssea hipocelular. Um desses
pacientes estava cronicamente exposto a tintas e vernizes. Em outros oito pacientes, onde uma
exposicao a provaveis agentes mutagénicos pode ser observada, a medula éssea éranormo ou
hipercelular.
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Diseritropoese, disgranulopoese e dismegacariopoese podem ser observadas em
cortes histolégicos, sobretudo quando € utilizada a inclusao em plastico em vez de
parafina (DELACRETAZ, 1987). Além do que a detec¢cao da dismegacariopoese € mais
precoce € mais facil nos fragmentos de bidpsia que em esfregacos de aspirado medu-
lar (TRICOT, 1984a; RIOS, 1990). No nosso estudo, foram observadas caracteristicas
displésticas na linhagem mecagariocitica em 72,7% dos casos, um resultado que esta
de acordo com outros relatos (TRICOT, 1984a; RIOS, 1990; LABERTENGHI, 1993;
SAAD, 1994), enquanto a deteccao de diseritropoese, em apenas 12%, foi nitidamente
inferior. Saad e colaboradores (SAAD, 1994), num estudo histolégico da medula
6ssea de 46 pacientes portadores de SMD, nao observaram atipias celulares nem
topografia anormal de células em 21,7% dos casos. Similarmente, nao observamos
caracteristicas displasticas em 21,2% dos pacientes.

A descricao inicial da coexisténcia de mielofibrose em pacientes portadores de
SMD foi publicada por Sultan e colaboradores (SULTAN, 1981). Discreto a moderado
aumento em nimero e/ou espessura das fibras reticulinicas € relatado num percentual
variavel de casos, de 17 a 65%, mais comumente nas formas secundarias (TRICOT,
1984a; RIOS, 1990; LAMBERTENGHI, 1993; SAAD, 1994; MASCHEK, 1992). Nos
casos deste estudo, foi observada fibrose medular em 34,4%, o que esta de acordo
com os relatos da literatura. A mielofibrose nas doencas hematoldgicas malignas €
provavelmente resultado de uma resposta reacional ou inespecifica a estimulos ou
injaria & medula (Mc CARTHY, 1985; DUHRSEN, 1996) e é atribuida a liberagao
excessiva ou anormal de substincias estimuladoras da proliferacéao fibroblastica pe-
los megacariécitos (CASTRO-MALASPINA, 1981). A associagao frequente entre
mielofibrose e proliferacido atipica de megacariécitos da suporte a essa hipétese.
Maschek e colaboradores (MASCHEK, 1992) observaram uma correlacéo entre a pre-
senca de dismegacariopoese e o desenvolvimento de fibrose na analise de 352 pacien-
tes. Essa associacdo foi observada nos casos estudados, embora nao alcance
significancia estatistica. ’

Eventualmente, o diagnéstico diferencial entre SMD com fibrose € desordens
mieloproliferativas € dificil (KAMPMEIER, 1992; ROSATI, 1996; VERHOEF, 1991;
NEUWIRTOVA, 1996) e se questiona se nao seria uma entidade clinico-patolégica
distinta (LAMBERTENGHI, 1991)

A localizacao anormal de precursores imaturos (ALIP) foi primeiramente des-
crita por Tricot e colaboradores (TRICOT, 1984b) que assim definiram os agregados
de trés ou mais mieloblastos e promieldcitos localizados na regiao central da medula
Ossea. A presenca de ALIP pode estar presente em qualquer dos subtipos FAB e
mesmo na auséncia de aumento significativo dos elementos imaturos. Inicialmente
descrita como fator prognéstico adverso, relacionada com menor sobrevida € maior
probabilidade de transformacéo leucémica (TRICOT, 1984b), é também importante

para substanciar o diagnoéstico de casos dificeis, porque tem o significado de um
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padrio anormal de hematopoese (REIZENSTEIN, 1992). A sua presenca, no entan-
to, nao é um achado patognomonico de SMD, uma vez que tem sido observada na
regeneracao medular apés hipoplasia induzida por quimioterapia na leucemia
miel6ide aguda, na leucemia miel6ide crénica em crise blastica e apds transplante de
medula 6ssea (VAN DEN BERGHE, 1990). No nosso estudo, casos considerados po-
sitivos, com pelo menos trés agregados no mesmo corte, foram observados em 13
pacientes (39,4%), numa frequéncia inferior & de outros autores (TRICOT, 1984a;
RIOS, 1990; SAAD, 1994). O reconhecimento de ALIP pode ser dificil em cortes de
parafina. A inclusio em plastico permite uma avaliacao citologica mais detalhada,
possibilitando melhores resultados (TRICOT, 1984a; MANGI, 1992). Além das difi-
culdades técnicas, quando bidpsias 6sseas sdo analisadas por mais de um observa-
dor, discrepancias na deteccao de ALIP sao frequentes, podendo alcangar 17% dos
casos (RIOS, 1990).

Nédulos linféides benignos sdo um achado relativamente comum na medula 6s-
sea (MAEDA, 1977). Nos cortes histolégicos sao, em geral, bem delimitados e consti-
tuidos por pequenos linfécitos maduros, de permeio a raras c€lulas reticulares,
plasmécitos, eosinéfilos e mastécitos. Raramente sao numerosos ou apresentam cen-
tro germinativo. A incidéncia € variavel de acordo com o local biopsiado, sao discreta-
mente mais frequentes no sexo feminino, raros na infincia € mais comuns apos a
quarta década, aumentando com a idade. Em individuos normais, a incidéncia meédia
é de 15% (NAVONE, 1985). Uma frequéncia elevada de nédulos linféides € observada
em doencas auto-imunes sistémicas, doengas mieloproliferativas, anemias hemoliticas
e no curso da sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida (SIDA) (BRUNNIG,
1996). Nas SMD a incidéncia de nédulos linféides € variavel, alcangando em alguns
estudos 27,3% (MASCHEK, 1992). A importancia e o significado desse achado € ain-
da motivo de controvérsias na literatura. Faulkner-Jones e colaboradores, em estudo
sobre a evolucao de pacientes com nédulos linféides na medula 6ssea, demostraram
que 22% evoluiram para doengca linfoproliferativa, sugerindo que o achado de agrega-
dos linféides, ainda que morfologicamente normais, pode nao ser fisiologico e alertando
para o risco elevado de sindrome linfoproliferativa, em especial linfomas nao-Hodgkin
( FAULKNER-JONES, 1988). Com os recursos da imunofenotipagem muitos anticorpos
monoclonais tém sido propostos para diferenciar nédulos linféides reacionais benig-
nos de malignos (BEN-EZRA 1994; KUBIK 1989; BLUTH, 1993). Observamos nédu-
los linféides em 9 pacientes (27,3%), uma frequéncia elevada quando comparada a de
outros autores (TRICOT, 1984a; RIOS, 1990; MANGI, 1992) e similar a de Maschek e
colaboradores (MASCHEK, 1992) (Tabela 20).
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Tabela 20 - Revisao de Dados da Literatura sobre o Achado de N6dulos Linféides na
Medula Ossea de Pacientes Portadores de Sindromes Mielodisplasticas.

Presenca de Nédulos

Autores - Ano N° de Casos | Linféides (%)
Tricotetal., 1984 L 2.5
Navone et al., 1985 T ee 25,0
Riosetal, 1990 i ze 10,0
Mangletal 1992 i t0 v i es e 15.8
Mascheketal, 1092 '+ .. © .U gsp. | 27,3 |
Presente estudo, 1997 BTN el S

Contrariando o conceito de que nédulos linféides sdo mais frequentemente
observados apds a quarta década, ndao observamos associagao entre a faixa etaria
e a presenca de agregados linféides. Maschek e colaboradores (MASCHEK, 1992),
num estudo de 352 casos, observaram nédulos linféides em 24% dos pacientes
sem fibrose associada e em 40% dos pacientes com fibrose. Similarmente observa-
mos uma associacgédo significativa entre a presenca de nédulos linféides e a fibrose,
sugerindo que alterag¢des do estroma, além de fatores ambientais, possam ter um
papel na formagéo desses agregados.

A associacdo SMD-doenca linfoproliferativa tem sido amplamente relatada e
muitos mecanismos sado discutidos para justifica-la (MANOHARAN, 1981;
GREENBERG, 1983; COPPLESTONE, 1986; HAMBLIN, 1996): a) é provavel que
nas SMD ou na neoplasia linféide fatores de crescimento sejam liberados pela
célula neoplasica estimulando outras linhagens; b) células natural killer (NK) sédo
um componente imune importante na vigilancia imunolégica contra tumores, e, se
reduzidas em ntimero e/ou com fungao deficiente nas SMD, podem facilitar o apa-
recimento de uma outra neoplasia; c) a ocorréncia simultanea de duas neoplasias
hematolégicas pode ser resultado de suscetibilidade genética; d) a doencga
linfoproliferativa associada a SMD poderia ser consequéncia de proliferagdo
neoplasica de linfécitos originados de uma célula progenitora comum. No entanto,
a analise da populagéo linféide em pacientes com SMD demonstrou que linfécitos
policlonais sdo detectados na maioria dos casos, sugerindo que, em geral, a célula
progenitora neoplasica € provavalmente ja comissionada com a linhagem mieléide
(CULLIGAN, 1992). Estudos posteriores, em especial sobre o sistema linféide e as
alteragoes imunoldgicas nas SMD, serdo necessarios para o esclarecimento dessa
associacdo. Em trés dos nossos casos, estudados anteriormente (MAGALHAES,
1997),uma evolugéo distinta foi observada: a) a presen¢a de nédulos linféides apa-
rentemente néo interferiu com a evolucgéo da doenca; b) nédulos linféides volumo-
sos com expressao exclusiva da cadeia leve lambda e com localizagdo paratrabecular
sugeriam associagdo com sindrome linfoproliferativa; c) nédulos linféides de limi-
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tes pouco precisos exibindo fenétipo T “aberrante”, caracterizado por perda
antigénica, precederam a evolucdo para LMA. E necessario, portanto, salientar a
importancia da detec¢ao, melhor caracterizacao e seguimento de agregados linféides
nestes pacientes.

Na ultima década, notaveis avancos contribuiram para a melhor compreensao
dos defeitos moleculares atuantes nas doenc¢as malignas humanas. Um nimero cres-
cente de genes relacionados a tumorigénese vém sendo identificados. Proto-oncogenes
assumem um potencial de transformacao maligna através de alteracoes estruturais
ou expressao anormal de proteinas que participam no controle e regulacao da proli-
feracao celular, diferenciacao e apoptose (BISHOP, 1991). A perda de funcao dos genes
supressores de tumor, através de delecao, mutacao ou alteracao epigénica tem igual-
mente papel relevante nesse processo (MARSHALL, 1991; WEINBERG, 1991).

As SMD constituem um bom modelo para o estudo do processo de multiplas
etapas da leucemogénese, através dos mecanismos moleculares responsaveis pela
disfuncdo hematopoética que precede o desenvolvimento da leucemia aguda. Para
explicar a transformacéo leucémica, Jacobs (JACOBS, 1991) prop6s uma evolucao
gradual da célula progenitora hematopoética através de uma sequéncia de eventos, a
partir de uma injdria genética inicial até o estado preleuc€mico € a progressao para
leucemia aguda. Esse conceito estd de acordo com o ja estabelecido processo de mul-
tiplas etapas da transformacido maligna (BISHOE 1991). A natureza da lesao, o tipo
de célula inicialmente acometida e, provavelmente, a sequéncia de lesdes adquiridas
definem o fenétipo resultante e a apresentacao clinica da doenca.

O gene supressor de tumor p53 tem merecido destaque por exercer um papel
importante na regulacio do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose (LEVINE, 1991;
OREN, 1992; LANE,1990; LEVINE, 1994; ARROWSMITH,1996; EWEN, 1996), € sua
relevancia e aplicacao clinica tém-se tornado evidentes (DOWELL, 1994a; HARRIS,
1993; TOMINAGA, 1992). Sua mutacgdo € considerada a alteracao genética mais co-
mum no cancer humano (HARRIS, 1990; HOLLSTEIN, 1991) e esta por vezes altera-
do também nas neoplasias hematoldgicas (IMAMURA, 1994; PROKOCIMER, 1994;
BI, 1994; FENAUX, 1992; PROKOCIMER, 1986; SANDER, 1993; MORI, 1992;
ICHIKAWA, 1997). O gene p53 tem sido, nos ultimos anos, exaustivamente pesquisado
em diferentes tumores humanos (ESRIG, 1994; RODRIGUES, 1990; SCOTT, 1991;
BOSARI, 1995; PORTER, 1992; BOERS, 1996; NAKANISHI, 1996; POLLER, 1993;
OSTROWSKI, 1991; SCHMITT, 1995; SASAKI, 1996). Em levantamento de 210 tra-
balhos, publicados entre janeiro de 1990 e junho de 1993, a pesquisa de alteracao do
p53, por andlise imunocitoquimica e/ou molecular em diferentes tumores solidos,
evidenciou anormalidades em 40% das neoplasias estudadas, com maiores frequéncias .
para melanoma maligno (88%), carcinoma testicular (87%) e carcinoma colorretal
(58%) (DOWELL, 1994a).
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A caracterizagdo do p53 nos pacientes portadores de SMD evidenciou que em 5 a
10% dos casos se observam mutagdes, em especial do tipo “missense” (ADAMSON,
1995; JONVEAUX, 1991; LUDWIG, 1992; SUGIMOTO, 1993; NEUBAUER, 1993;
FENAUX, 1990; TSUSHITA,1992; KANEKO, 1995) (Tabela 21).

Tabela 21 - Revisdo de Dados da Literatura sobre Alteragdo do Gene pS53 e/ou sua
Expressao nas Sindromes Mielodisplasticas.

g ~Autores - Ano - Método | g: ::: Alt‘:’: r::io

Fenaux etal 1990 = Southern blot ‘ I 41 .2,4."
Jonveauxetal, 1991 | PCRASCE g1 gl
:Ludwiget'al..,‘1992“' \‘ o o * PCR/SSCP e At
Toushitaetal, 1992 . |  pcrssce. | 35 | 00 |
Neubaueretal 1993~ & 1 = popmsce. . |\ 17 o0
Sugimotoetal, 1993 PCRSSCE. | il w | T les
Kltagawa etal, 1994 - Imunohistoquimlca 1Bl 14,00 |
Adamson et al., 1995,”1_""’7‘[‘ . rermsep il lE g Ty
Kanekoetal, 1995 porsscr . T ar e
Presente estudo, 1997 o ; hr;unohistoquimica. Fag ~ s

PCR: reacdo em cadeia da polimerase

SSCP: polimorfismo de conformagéo de hélice simples

Em namero significativo desses pacientes, o segundo alelo é perdido devido a
delecdo do brago curto do cromossomo 17, uma alteragdo evidenciada através do
estudo citogenético (LAI, 1995). Mutacbes do gene p53 predominam nos pacientes
com subtipos mais agressivos da doenca (AREB, AREB-t e LMMC) e estio, em geral,
associadas a elevada incidéncia de aberracoes citogenéticas complexas indicando,
portanto, pior prognéstico (KANEKO, 1995; WATTEL, 1994).

A detecgéo de alteragoées do p53 pode ser feita através de técnicas aplicadas a
nivel cromossdmico, do gene ou da proteina. Anormalidades da expressao protéica
podem ser investigadas através de imunocitoquimica e imunohistoquimica, com ma-
terial a fresco ou incluido em parafina e, mais recentemente, pela dosagem sérica de
anticorpos anti-p53 (ANGELOPOULOU, 1994), com base na associacao existente en-
tre a estabilidade aumentada da proteina e a presenca de mutacdo (BAAS, 1994;
GANNON, 1990). A proteina codificada pelo gene p53 mutante tem conformacéo alte-
rada e maior estabilidade (GANNON, 1990), o que promove seu aciimulo e permite
sua deteccdo por técnicas imunolégicas. Nas neoplasias hematolégicas, a
imunocitoquimica mostrou resultados concordantes com a analise do DNA em 96%
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dos casos (LEPELLEY, 1994) enquanto nos tumores em geral a imunomarcacao (pro-
teina) evidencia alteracdo numa frequéncia superior (DOWELL, 1994a), sugerindo
que o estudo da proteina seja mais relevante, por informar com mais precisao sobre
o status funcional do gene (WYNFORD, 1992; HALL, 1994; DOWELL, 1994b). Alguns
pontos no entanto merecem consideragéo: a) o uso de técnicas de recuperagao
antigénica pode alterar o limiar do nivel detectavel da proteina, induzindo a perda da
correlacio entre mutacgio e expressao proteica aumentada (McKEE, 1993); b) cé€lulas
expostas a agentes genotéxicos ou erros geneéticos espontaneos, que ocorrem com
elevada frequéncia nas células tumorais, podem apresentar expressao aumentada da
forma normal da proteina (wt-p53); c) fatores ndo-mutacionais, tais como ligagdo a
proteinas celulares ou virais séo capazes de estabilizar a proteina induzindo resulta-
dos positivos, por vezes pela simples reducao ou interrup¢io na sua via normal de
degradacéo (MIETZ,1992; SCHEFFNER, 1990; MOMAND, 1992). Também resultados
falso-negativos podem ocorrer, ou seja, auséncia de positividade a imunohistoquimica
na presenca de mutacgio do gene, como ocorre, embora raramente, se ha delecao de
ambos os alelos ou mutacio do tipo “stop codon”. Mesmo levando-se em considera-
cao esses aspectos, o consenso ¢ de que a imunohistoquimica tem valor real no estu-
do do cancer, com relevancia clinica no diagnéstico (COSSMAN, 1991; DOWELL, 1994c;
HALL,1991), prognéstico e avaliacdo da progressdo da doenca (DOWELL, 1994a).

Recentemente, Prioleau e Schnitt (PRIOLEAU, 1995), em estudo da expressao do
p53 em cancer de mama, relataram progressiva diminuicdo da positividade a
imunohistoquimica, em laminas armazenadas em temperatura ambiente. A perda
antigénica nesses casos poderia ser causa de resultados falso-negativos. Posterior-
mente, Jacobs e colaboradores (JACOBS, 1996) evidenciaram diminuicao da marca-
cao em 75% dos casos estudados, com alguns casos positivos tornando-se negativos
ap6s armazenados em temperatura ambiente por 12 semanas. A perda da
imunoreatividade também foi observada no estudo de outros antigenos (HENSON, 1996).

Nos trinta e trés casos aqui analisados por imunohistoquimica, uma expressao
aumentada da proteina foi evidenciada em 5 pacientes (15,2%). Essa alteracao nao se
demonstrou associada a instabilidade genémica prépria do programa normal de en-
velhecimento, uma vez que em ambas as faixas etarias consideradas, no maximo 45
anos e no minimo 46 anos, o maior percentual de pacientes néo apresentou niveis

detectaveis da proteina.

No presente estudo apenas marcacgao nuclear foi observada. No entanto, ¢é sabido
que a forma mutante do p53 pode eventualmente ser detectada no citoplasma, devi-
do em parte a sua interaco com proteinas do choque térmico (hsp70), de localizacao
citoplasmatica (FINLAY, 1988). No estudo do carcinoma colorretal Bosari e colabora-
dores (BOSARI, 1995) observaram que o actimulo nuclear da proteina esta significa-
tivamente associado 4 mutacio do gene, enquanto expressao citoplasmatica foi ob-

servada em tumores com a forma normal do gene, portanto sem correlagao com
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mutacao. A localizacao citoplasmatica foi ainda descrita no estudo do cancer de mama
por Moll e colaboradores (MOLL, 1992). A observacéo, nesses casos, de auséncia de
mutacio levou a sugestdo de mais um mecanismo de inativacdo da proteina normal,
definido pelos autores como exclusio nuclear. A maioria dos investigadores, portanto,

sustenta que s6 a marcacao nuclear ¢ um indicador genuino de mutacéo do gene p53.

Kitagawa e colaboradores (KITAGAWA, 1994), através de estudo
imunohistoquimico de 51 pacientes portadores de SMD, evidenciaram expressao
nuclear aumentada de p53 em 14% dos casos, um percentual comparavel ao aqui
observado e superior aqueles que utilizam técnicas de analise do DNA (Tabela 21),
em concordancia com os achados de Dowell (DOWELL, 1994a) para tumores em
geral. Assim como Kitagawa e colaboradores (KITAGAWA, 1994) e, contrariando o
relato dos demais autores, observamos dois casos de expressao aumentada no subtipo
AR, sugerindo que a alteracdo do p53, quando presente, ndo seja necessariamente
um evento tardio ao longo do processo da leucemogénese. No entanto, a baixa
frequéncia de alteragoes de p53 nas SMD, similar aquela observada na LMA (FENAUX,
1992), sugere que, diferentemente do que acontece com os tumores solidos, muta-
coes do p53 podem nao exercer um papel relevante como fator iniciador nas SMD.

Mutagdes do gene p53 estao associadas com a progressao da doenga nos linfomas
foliculares (SANDER, 1993) e com a evolucao para crise blastica na leucemia mieléide
cronica (MASHAL, 1990). Uma associacao similar nao foi ainda convincentemente
estabelecida para as SMD. No nosso estudo a expressao aumentada da proteina p53,
como indicador de mutagao , esteve significativamente associada com a evolucao para
formas mais agressivas da doenca e/ou leucemia aguda, o que esta de acordo com os
achados de Kitagawa e colaboradores (KITAGAWA, 1994). Uma positividade para
p53 foi observada em 45,5% dos pacientes que evoluiram e, ainda, todos aqueles com
expressio proteica aumentada sofreram algum tipo de progressao da doencga, suge-
rindo que a alteracdo do p53 possa conferir vantagem seletiva de proliferacao ao
clone mutante e, assim, contribuir para o acumulo de lesées gendmicas € consequente
evolucido. Kitagawa e colaboradores (KITAGAWA, 1994) mostraram ainda uma
positividade crescente em bidpsias sequenciais, durante a evolucdo dos pacientes
estudados, alcancando marcacio em mais de 30% das células por ocasido da trans-
formacéo leucémica. Esse achado néo foi observado no presente estudo, possivel-

mente, em funcio das limitacoes de um estudo retrospectivo.

A analise da genética molecular nas SMD deu suporte ao conceito de multiplas
etapas da leucemogénese. No entanto, lesdes gendmicas especificas nao foram até
entdo inequivocamente demonstradas. As implica¢oes clinicas de alteracoes
moleculares nessa doenca incluem, no momento, seu uso como marcador clonal na
elucidacdo do modo de acdo e monitorizacdo da eficicia de diferentes agentes
terapéuticos (BARTRAM, 1996; MUFTI, 1992a).
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O conhecimento das bases moleculares de controle da hematopoese normal e
anormal tem contribuido para melhor compreensao da fisiopatogenia das doencas
onco-hematolégicas e progressivamente permitido sua aplicacdo clinica (SACHS,
1996). Também os recentes conhecimentos sobre apoptose e seu papel em muitos
processos fisiolégicos e patoldgicos tém propiciado uma melhor compreensao da
oncogénese (WILLIAMS, 1991; WRIGHT, 1994; WYLLIE, 1995; KERR, 1994;
WILLIAMS, 1993). E sabido que os fatores de crescimento promovem a proliferacao
e diferenciacdo dos precursores hematopoéticos através da supressao da apoptose
(WILLIAMS, 1990) e o gene p53, na sua forma fisiol6gica (wt), tem participagao no
processo de diferenciacdo das células hematopoéticas (KASTAN, 1991b). Nas
neoplasias, a apoptose é um fator importante no equilibrio entre ganho (proliferacao)
e perda celular (diferenciagio e morte). Nos tumores malignos, a apoptose induzida
pelo p53 é capaz de restringir a proliferacdo tumoral e a progressao da doenga
(SYMONDS, 1994; DONEHOWER, 1996). Nas SMD, a apoptose € um achado comum
na medula 6ssea, correlacionando-se com a elevada taxa de morte intra-medular e
consequente citopenia periférica (CLARK, 1990; YOSHIDA, 1993a; RAJAPAKSA, 1996;
RAZA, 1996a; RAZA, 1996b; BOGDANOVIC, 1996; LEPELLEY, 1996). A progressao
da doenca para leucemia aguda estd, em geral, associada a diminui¢ao da apoptose e
maior sobrevida das células imaturas, com consequente expansao do clone anormal
(RAJAPAKSA, 1996; RAZA, 1996b). Mutacdes do gene p53 podem, portanto, contri-
buir para a evolugao da doenga, ndo sé possibilitando o acimulo de lesbes gendmicas
(perda do mecanismo de reparo), mas também através da perda de um agente indutor
de apoptose. O controle genético desse mecanismo de morte celular, a participacao de
citoquinas e a interrelacéo entre as vias p53-dependente € p53-independente (PELED,
1996) permanecem ainda objetivo de muitas pesquisas.

A pesquisa e identificacdo de lesdes genéticas associadas com a génese € pro-
gressao de preleucemia para leucemia aguda, além de contribuirem para melhor
compreensio dos mecanismos envolvidos na leucemogénese, podem vir a identificar
pacientes com risco elevado de transformacéo, complementando o estudo citogenético
e, eventualmente, constituindo novos alvos para um tratamento mais especifico e
eficaz dos pacientes com SMD.
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'Conclusées

A distribuicdo dos subtipos AR (57,6%), ARSA (9,1%), AREB (15,2%), AREB-t
(12,1%) e LMMC (6,1%) foi similar a de outras séries.

Os critérios morfolégicos, tais como celularidade, presenca de caracteristicas
displasticas, espessamento das fibras de reticulina e localizagao anormal de pre-
cursores imaturos (ALIP), nao diferiram de forma relevante daqueles observados
por outros autores.

Noédulos linféides na medula éssea de pacientes com SMD foram mais frequentes
que em outras séries. Nao houve correlacdo com a faixa etaria nos casos estuda-
dos, mas foi observada uma associacao significativa com a presenca de fibrose.
Uma maior atencdo deve ser dispensada para a detecgao e seguimento de agrega-
dos linféides nestes pacientes.

A deteccao de alteracao no gene p53 através do estudo da sua expressao proteica
por imunohistoquimica mostrou uma frequéncia maior que as técnicas de anali-
se do DNA, quando comparada com dados da literatura.

Quando presente, a alteraciao da expressao proteica do gene p53 nao € necessari-
amente um evento tardio ao longo da evolucéo da doenca.

A baixa frequéncia de alteracdes do p53 encontrada (15,2%) nao permite uma
conclusao sobre sua participagao como evento iniciador na SMD.

Uma vez presente, a expressao aumentada da proteina p53 pode conferir vanta-
gem seletiva de proliferacdo ao clone mutante, permitindo o aciimulo de lesoes
genomicas e a diminuicao do indice de apoptose, contribuindo assim para a pro-
gressao da doenca. Tem, portanto, utilidade para predizer a evolugao.

Estudos posteriores, com um maior nimero de casos s20 necessarios para uma
melhor compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos na iniciagao € pro-
gressao da SMD. '
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Anexo 1

Sindromes Mielodisplasticas

01. PRONTUARIO Ne: FICHA N°:

NOME:

IDADE: SEXO: COR: EST. CIVIL:

PROCEDENCIA: PROFISSAO:

ENDERECO:

02. EXPOSICAO A AGENTES MUTAGENICOS: [ ]SIM [ ] NAO

ESPECIFICAR:

03 PRIMEIROS SINTOMAS

(QUEIXA PRINCIPAL RELACIONA DA A SINDROME ANEMICA, SIND. INFECCIOSA, SIND. PURPURICA OU
OUTROS)

04. DATA DOS PRIMEIROS SINTOMAS

(ATE O DIAGNOSTICO EM MESES )
05. EXAME FISICO:
[ ] PALIDEZ | ] GANGLIOS

[ ] FEBRE [ ] FIGADO cm

[ ] MANIF. HEMORRAGICAS | 1 BACO cm

[ ] PERDA PONDRAL | ] OUTROS

06. EXAMES LABORATORIAIS:

HEMOGRAMA INICIAL EM: /[ /

G.V.: HTC.: % HB.: g/dl VCM.:
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MORFOLOGIA: [ ] NORMAL | ] POIQUILOCITOSE

[ ] ANISOCITOSE [ ] HIPOCROMIA

[ ] MICROCITOSE [ ] POLICROMASIA

[ ] MACROCITOSE [ ] PONT. BASOFILO

[ ] HOWELL- JOLLY | ] OUTROS

LEUCOCITOS: /L

MB PRO MIE MET

BAST SEG EO BAS Li MO
ERITROBLASTOS/100:

OBS:

PLAQUETAS: /L RETICULOCITOS: /L
FERRO SERICO: mg/dl C.L.L.E: mg/dl
IST: : % TRANSFERRINA:: mg/dl
MIELOGRAMA CELULARIDADE: [ ] NORMO|[ | HIPER[ ] HIPO[ |NA

RELACAO MIELOIDE/ERITROIDE: ___ :
CELULARIDADE ESPECIFICA:

LINHAGEM NORMO HIPO HIPER PREJUDICADA
S.E. [ ] [ ] [ ] [ ]
S.G. [ ] [ ] [ ] [ ]
S.M. [ ] [ ] [ ] [ ]

DISPOIESES (+ a ++++):

SERIE ERITROIDE: | ]  SERIE GRAN.: | ] SERIE MEGA :[ ]
BLASTOS: % AUER:

PERLS

CITOQUIMICA:

CITOGENETICA:

BIOPSIA OSSEA ( 1a) EM / /
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07.

08.

09.

10.

1L,

CELULARIDADE ESTIMADA:

ALIP: FIBROSE: NOD.LINF.

DESCRICAO:

IMUNOHISTOQUIMICA (P53):

TAP: % seg. TTPA: seg. COOMBS DIRETO:

UREIA: mg/dl CREATININA: mg/dl TGO: mg/dl TGP: mg/
dl

BILIRRUBINAS T: mg/dl D: mg/dl I mg/dl

T3: T4: TSH :

ELETROFORESE DE PROTEINAS SERICAS:

FAN: CEL.LE.: FR.: HBsAg.:
ANTI-HCV. HIV.: HTLV 1e2.:
DOS. B12: DOS. AC. FOLICO:_- HAM:
CLASSIFICACAO:] ] AR[ ] ARSA[ | AREB[ ] AREB-t |

ASSOCIACAO COM MIELOFIBROSE:
[ 1SIM [ 1NAO
TRANSFORMACAO PARA LEUCEMIA AGUDA:
[ 1SIM [ 1NAO

TEMPO DE EVOLUCAO P/LEUCOSE AGUDA:

(DA PRIMEIRA CONSULTA AO DIAGNOSTICO DE LEUCOSE AGUDA )

PERIODO DE AVALIACAO:

(DA PRIMEIRA CONSULTA A ULTIMA NOTICIA)

ULTIMA NOTICIA: DATA: / /
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ESTADO CLINICO:

[ 10BITO EM: / / [ ]SEM NOTICIA

[ ]1OUTROS:

12. REQUERIMENTOS TRANSFUSIONAIS (MENSAL):
[ ] HEMACIAS [ 1 PLAQUETAS

13. CONDUTA TERAPEUTICA:

[ JSUPORTE [ JESTEROIDES [ |PIRIDOXINA [ ]B12/FOLATO

[ ]CITOTOXICA [ ]OUTROS:

14. EVOLUCAO
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Anexo 2

Laminas tratadas com gelatina

Mergulhar duas vezes as laminas em dguadestilada

Colocar no seguinte meio:
10g gelatina
1g sulfato de cromo IIl de potassio (aliitmem de cromo)

2000ml  H,Odestiladaaquecida (nfo € necessario ferver)

Preparacao do meio

* Aquecer a agua e juntar a gelatina, deixando dissolver até ficar clara e transparente

Adicionar depois o sulfato de potassio (altimem de cromo), obtendo uma solucao
esverdeada

 Filtrar
* Retirar aslaminas da 4gua destilada e colocar nesta solucio durante 30 minutos

» Deixar secar as laminas muito bem a temperatura ambiente, normalmente de um dia
paraooutro.
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Anexo 2

Laminas tratadas com gelatina

Mergulhar duas vezes aslaminas em dguadestilada

Colocar no seguinte meio:
10g gelatina
1g sulfato de cromo IIl de potassio (altimem de cromo)

2000ml  H,Odestiladaaquecida (n4o € necessario ferver)

Preparacao do meio

* Aquecer aagua e juntar a gelatina, deixando dissolver até ficar clara e transparente

* Adicionar depois o sulfato de potassio (aliimem de cromo), obtendo uma soluciao
esverdeada

e Filtrar

Retirar aslaminas da agua destilada e colocar nesta solucao durante 30 minutos

* Deixar secar aslaminas muito bem a temperatura ambiente, normalmente de um dia
paraooutro.
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'Anexo 3

Substrato
Naftol AS-MX fosfato .............. 20 mg
Dimetilformamida ..................... 2ml
Tris0,1 MpH8,2.................... 98 ml
Levamisol 1M ..........c.ceuunneee... 100 ul
Sal Fast Red TR.........ccomusavnss 100 mg

Preparar esta solucao dissolvendo o naftol AS-MX fosfato em dimetilformamida num
tubo de vidro. Diluir no tampéo Tris 0,1 M pH 8,2 e adicionar o levamisol para
bloquear a fosfatase alcalina endégena, sem interferir com a fosfatase alcalina do
complexo. Esta solugéo pode ser armazenada no congelador sem o “Fast Red” adicio-
nando-o imediatamente antes de usar, filtrando diretamente sobre as ldminas
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