UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

LISANDRO LIMA RIBEIRO

ANALISE CITOLOGICA E HISTOLOGICA DA MEDULA OSSEA DE PACIENTES
PORTADORES DE ANEMIA DE FANCONI E SUA RELAGAO COM ACHADOS DE
CITOGENETICA CONVENCIONAL

CURITIBA
2015



LISANDRO LIMA RIBEIRO

ANALISE CITOLOGICA E HISTOLOGICA DA MEDULA OSSEA DE PACIENTES
PORTADORES DE ANEMIA DE FANCONI E SUA RELAGAO COM ACHADOS DE
CITOGENETICA CONVENCIONAL

Dissertagcdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduagao em Saude da Crianga e do
Adolescente, Setor de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal do Parana como
requisito parcial a obtengdao do grau de
Mestre em Saude da Crianga e do
Adolescente, area de concentragao:
Hemato-oncologia pediatrica.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Pasquini
Coorientadora: Dr.? Ligia Niero-Melo

CURITIBA
2015



MINISTERIO DA EDUCAGAO |
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
ik SETOR DE CIENCIAS DA SAUDE
FP Pruagrauna de Pds -Gruaduagaa Mestrade e Daoutorado.
R em Sadde da Criarnca e do UAdoelescente
. UNIVERSIDADE $FEDERAL DO PARANA

..................................................................................................................................................................................................................

A Banca Examinadora, instituida pelo colegiado do PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO -
MESTRADO E DOUTORADO EM SAUDE DA CRIANGA E DO ADOLESCENTE, do

Setor de Ciéncias Saude, da Universidade Federal do Parané, ap6s arguir o Mestrando

em relagdo ao seu trabalho de Dissertagcdo de Mestrado intitulado:

“ANALISE CITOLOGICA E HISTOLOGICA DA MEDULA OSSEA DE
. PACIENTES PORTADORES DE ANEMIA DE FANCONI E SUA
RELAGAO COM ACHADOS DE CITOGENETICA CONVENCIONAL”

é de parecer favoravel a @pwag:da do académico, habilitando-a ao titulo de

@(e@t’w m@mide daceu'anga e de %cente,

Area de concentragdo em’ @W-@W @a licieni

Curitiba, 17 de dezembro de 2015.

Professor Senior e Emerito do Programa de Pds-Graduagao em Medicina Interna e SCA da UFPR
UFPR; Orientador ¢ President/e da Banca Examinadora.
. \)

Video-Mel
i logista no STMO de Ja(-SP; Co-Orientadora.

) Doutora Carmem Marnia Sales Bonfim
Professora Colaboradora da Universidade Federal do Parané-UFPR; Segunda Examinadora.

Professar D Nboorn Quguste Reosdric Filke
Vice-Coordenador do Programa

....................................................................................................................................................................................................................

Rua: General Carneiro, 181 - 140, andar - Alio da Gléria - Curitiba - PR - CEP 80060-900
Coordenagao: (041) 3360-1863 - e-mail: monica.lima.ufpr@gmail.com - Secretaria: (041) 3360-7980 - e-mail: clara.avon@gmail.com - clara.lara@ufpr.br


mailto:monica.lima.ufbr@qmail.com
mailto:clara.avon@qmail.com
mailto:clara.lara@ufpr.br

A Christie, meu grande amor, pelo apoio incondicional
em todos os momentos e decisbes dificeis da vida e
as minhas filhas, Beatriz e Sophia, pela bondade e
compaixao ja demonstrado desde pequenas.



AGRADECIMENTOS

A Coordenacdo do Programa de Pés-graduacdo em Saude da
Crianca e Adolescente do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Parana, pela oportunidade concedida, em especial a Dra.
Monica Lima por acreditar na concretizag&o deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Ricardo Pasquini, agrade¢o pelos ensinamentos e horas
dedicadas a corregdo desta tese. Sua ordenagéo, clareza e perspicacia

foram de grande aprendizado durante a sua orientag&do neste trabalho.

A Dr2? Ligia Niero Melo, coorientadora desta tese, agradeco aos
agradaveis dias de aprendizada em morfologia de medula 6ssea que foram
de grande enriquecimento hematolégico. Além de excelente professora

tornou-se uma grande amiga para mim.

A Dr.? Carmem Maria Sales Bonfim, grande amiga e incansavel
insentivadora. Sua paixao pelos pacientes e pela ciéncia fazem de vocé

um grande exemplo a ser seguido. E uma honra fazer parte do seu time!

A Dr.? Daniela Piloneto, pela amizade e companheirismo no

atendimento ao paciente com Anemia de Fanconi.

Ao Dr. Marco Antonio Bitencourt e a Assistente Social Marlene
Dias, pelos ensinamentos sobre o atendimento ao paciente com Anemia

de Fanconi.

As amigas Dr.? Gisele e Dr.? Samantha, agradego pelo apoio e
compreensao pelos periodos de auséncia das atividade de trabalho para
realizagcao desta tese. Sou muito feliz por trabalhar com vocés.

Ao Ricardo Peterlle, pela disposicdao e horas dispensadas na
analise estatistica desta tese.

A Data-Manager Heliz Neves, pela atencdo e constante disponibilidade
em fornecer as informagdes do banco de dados do STMO HC-UFPR.



A amiga Beatriz Battistella Nadas, pela ajuda na formatacéo das
figuras e das tabelas deste trabalho e pelos agradaveis meses de trabalho
no DRAS, Secretaria Municipal de Saude. Com vocé aprendi muito sobre

a operacionalidade do SUS.

Ao laboratorio de Citogenética, pela realizagdo das analises
citogenéticas com toda dedicagédo e destreza. Obrigado por atender aos
pedidos “emergenciais” das sextas-feiras.

Ao Servico de Patologia, pela disponibilizagdo das laminas de
histologia de medula 6ssea dos pacientes com Anemia de Fanconi deste

trabalho.

Ao Servico de Transplante de Medula Ossea do HC-UFPR: médicos,
enfermeiros, secretarios, administradores, assistentes sociais, nutricionistas,
psicélogos, terapeuta ocupacionais, farmacéuticos, bidlogos, e bioquimicos.
Muito bom fazer parte deste time!

Ao Instituto TMO - Associagao Alirio Pfiffer, pelo apoio na formacgao
de varios médicos, enfermeiros e demais profissionais do STMO do
HC-UFPR.

Ao St Jude Children's Research Hospital - International Outreach
Program, pelo auxilio financeiro ao diagndstico dos pacientes com

Anemia de Fanconi.

A Dr.2 Leniza Costa Lima, a Dr.? Erica Yamauchi e ao Dr. Ricardo

Blum, pela amizade e carinho.

Aos novos amigos do departamento de Redes da Prefeitura
Municipal de Curitiba que me acolheram com tanto carinho nessa nova
fase da vida profissional. Agradego pela compreensdo e apoio na
realizacao deste trabalho.

Aos meus sogros, Dr. Hans Graf e Dr.? Ruth Graf, pessoas
especiais de bondade incessavel, com vocés conheci o amor pela medicina.

Vocés tem o dom de guiar e orientar todos ao seu redor.



Aos meus irmé&os, Ulysses, Perseu, Luciana, Hércules, Silvana e

Hermes, por sempre estarem presentes na minha vida. Amo muito vocés!

A minha mae, Lucia, por me ensinar a ser forte e perseverante.

Sua integridade e compaixado guiaram meu caminho.

Aos pacientes e suas familias, pela confianca e carinho depositada

€m NOSSO Servigo.



RESUMO

Anemia de Fanconi (AF) € uma sindrome de faléncia medular hereditaria caracterizada
por anormalidades congénitas, faléncia progressiva de medula éssea e elevada
predisposicdo a Sindrome Mielodisplasica (SMD), Leucemia Mieléide Aguda e
tumores sdlidos. Os critérios morfoldgicos para caracterizar SMD na AF, assim como
o significado das anormalidades clonais, ndo estdo bem estabelecidos na literatura.
Este estudo visou estabelecer critérios para definir a dispoese caracteristica da AF,
além de correlacionar estes achados com o grau de citopenias e citogenética
convencional. Foram analisadas 58 amostras procedentes de 55 pacientes com AF,
no periodo de janeiro de 2008 a junho de 2010. Foram excluidos cinco casos devido
ao material insuficiente para analise da MO. Os pacientes foram procedentes do
ambulatério de AF do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. A
mediana de idade na avaliagdo da MO foi de 9,5 anos (variou de 3,3 anos a 28
anos). Os pacientes foram classificados conforme os critérios morfolégicos utilizados
pelo Servico de Hematologia da Universidade de Minnesota para classificagdo da
SMD na AF em: SMD, n&o-SMD ou SMD borderline. A citopenia estava presente na
forma leve em 47% (n = 27) das amostras, moderada em 24% (n = 14) e grave em
29% (n = 17). Quando comparado os pacientes nao-SMD com SMD ou SMD
borderline, ndo houve diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grau de
citopenia (p = 0,51). A celularidade da MO foi normal em 10 amostras, hipocelular
em 29 e aplasica em 14 amostras, significantemente maior nos pacientes com SMD
e SMD borderline (p < 0,01). A diseritropoese foi presente em 68% dos casos (n =
36), a disgranulocitopoese em41% (n = 22) e a dismegacariocitopoese foi
encontrada em apenas 15% (n = 7). A SMD foi confirmada em 20% dos pacientes (n
= 13), sendo a citopenia refrataria com displasia multiinhagem (n = 10) o tipo mais
frequente de SMD seguida da anemia refrataria com excesso de blastos tipo-1 (n =
3). A SMD borderline foi detectada em nove amostras. A presenga de alteragao
clonal na citogenética convencional foi correlacionada com a evidéncia morfologica
de SMD e SMD borderline (p < 0,01). A presenga de disgranulocitopoese foi o0 maior
indicativo da presenga de SMD em nossa casuistica. A raridade de MO hipercelular
e da presenca de blastos sugere que a classificagdo da SMD para AF seja diferente
da proposta pela OMS em 2008 para pacientes com faléncia medular hereditaria.
Este é o primeiro estudo brasileiro que analisa as alteragbes morfolégicas da medula
O0ssea dos pacientes com AF, ndo submetidos a transplante de células tronco
hematopoéticas (TCTH). A avaliagado detalhada da citologia e histologia da medula
0ssea (MO) de 58 amostras incluidas neste estudo pode ser considerada uma das
maiores casuisticas reportadas na literatura devido a raridade desta doenca.

Palavras-chave: Anemia de Fanconi. Sindrome Mielodisplasica. Morfologia.



ABSTRACT

Fanconi anemia (FA) is an inherited bone marrow failure syndrome characterized by
congenital abnormalities, progressive bone marrow failure and a high predisposition
to myelodysplastic syndrome (MDS), Acute Myeloid Leukemia and solid tumors. The
morphologic criteria for characterizing MDS in FA patients, as well as the meaning of
clonal abnormalities are not well established in the literature. This review aimed to
establish criteria for defining the characteristic dysplasia of FA, and to correlate these
findings with the degree of cytopenia and conventional cytogenetic. The 58 samples
from 55 patients with FA were analyzed from January 2008 to June 2010. Five cases
were excluded because of insufficient material for analysis of bone marrow (BM).
Patients were coming from the FA clinic of the Federal University of Parana Hospital
de Clinicas. The median age at the assessment of BM was 9.5 years (ranging from
3.3 years to 28 years). Patients were classified according to the morphological
criteria used by the Minnesota University Hematology Service for MDS classification
in FA in MDS, non-MDS or MDS borderline. The cytopenia was mild in 47% (n = 27)
of the samples, moderate in 24% (n = 14) and severe in 29% (n = 17). When
compared, non-MDS patients vs. MDS and/or MD borderline, there was no
statistically significant difference in the degree of cytopenia (p = 0.51). The cellularity
of BM was normal in 10 samples, hypocellular on 29 and aplastic in 14 samples, and
was significantly higher in patients with MDS and MDS borderline (p < 0.01). The
dyserythropoiesis was present in 68% of cases (n = 36), dysgranulopoiesis in 41% (n
= 22) and dysmegakaryopoiesis was found in only 15% (n = 7). MDS was confirmed
in 20% of patients (n = 13), refractory cytopenia with multilineage dysplasia being the
most frequent type of MDS (n = 10), then refractory anemia with excess blasts-1 (n =
3). The MDS borderline has been detected in nine samples. The presence of clonal
abnormalities in conventional cytogenetics was correlated with morphological
evidence of MDS and MDS borderline (p < 0.01). The presence of dysgranulopoiesis
was the most indicative of the presence of MDS in our series. The rarity of BM
hypercellular and the presence of blasts suggests that the classification of MDS for
FA is different from the proposal by WHO in 2008 for patients with inherited bone
marrow failure. This is the first Brazilian study evaluating the morphological changes
in the bone marrow of patients with AF, not undergoing hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT). A detailed assessment of the BM of cytology and histology of
58 samples included in this study can be considered one of the largest series reported
in the literature because of the rarity of this disease.

Keywords: Fanconi Anemia. Myelodysplastic Syndrome. Morphology.
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1 INTRODUGAO

Anemia de Fanconi (AF) é uma doenga genética rara, caracterizada por
anormalidades congénitas, fragilidade cromossémica e faléncia progressiva da medula
o0ssea (SHIMAMURA; ALTER, 2010). Pertence ao grupo das raras sindromes de
faléncia medular congénita com alta predisposicdo ao cancer. E uma doenga de
heranga primariamente recessiva, com excec¢ado do grupo FANCB, cuja heranga é
ligada ao cromossomo X. Ja foram descritas mutagdes em mais de 16 genes, cujos
produtos participam na via de reparacdo do DNA. A maioria dos pacientes
diagnosticados com AF apresenta anormalidades fisicas, tais como: baixa estatura,
alteracdo de pigmentacdo cutdnea (manchas café-com-leite, manchas
hiper/hipopigmentadas), anormalidades de primeiro quirodactilo, auséncia de radio,
microcefalia, microftalmia, anomalias renais estruturais, dentre varias (D'ANDREA,
2003; SOULIER, 2011; ALTER, 2014).

A maioria dos pacientes com AF desenvolve faléncia de medula Ossea
durante a primeira década de vida, mas geralmente o diagnéstico é firmado apenas
apos o aparecimento de pancitopenia (SHIMAMURA; ALTER, 2010). A faléncia de
medula éssea é o principal fator de risco de morte precoce nesses pacientes,
geralmente relacionada ao excesso de apoptose de células tronco hematopoéticas
(CTH) (ALTER, 2014). Essa tendéncia pro-apoptotica e instabilidade genética
promovem a selegéo clonal da CTH e evolugao para Sindrome Mielodisplasica (SMD)
e Leucemia Mieloide Aguda (LMA) em varios pacientes (BAGBY et al., 2004). O
tratamento curativo para o envolvimento hematolégico é o transplante de células
tronco hematopoético com chance de cura de 90% quando o paciente é jovem, em
fase de aplasia e possui doador compativel (BONFIM et al., 2007). Mas se o
paciente apresenta LMA/SMD, a sobrevida em 5 anos apds a realizagdo de um
TCTH diminui para 43% (AYAS et al., 2013).

Numa analise de 754 pacientes com AF realizada pelo International Fanconi
Anemia Registry, a incidéncia cumulativa de faléncia de medula 6ssea aos 40 anos
de idade foi de 90% enquanto 33% dos pacientes apresentaram doencas
hematoldgicas malignas (LMA ou SMD) e 28% desenvolveram tumores sdlidos.
A probabiidade de um paciente com AF desenvolver SMD ou LMA até os 40 anos de
idade é de 30 a 40% (BUTTURINI et al., 1994; KUTLER et al., 2003). Tanto a SMD
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como a LMA s&o os principais eventos de mau progndstico clinico em pacientes com
AF (ALTER et al., 2000).

A SMD é um desafio diagnostico na AF, devido a presenca frequente de
achados que podem mimetizar a SMD, tais como diseritropoese e hipocelularidade
associada a dispoese (MUFTI et al., 2008). Mesmo entre patologistas experientes, &
dificil estabelecer um consenso sobre algumas caracteristicas morfolégicas para os
pacientes com AF, como, por exemplo, a transformagao megaloblastica em precursor
eritroide ou hipogranularidade em neutrofilos, caracteristicas estas também observadas
na SMD. O surgimento de clones anormais, observados na analise citogenética da
medula 6ssea de pacientes com AF, pode ter papel relevante no desenvolvimento
de SMD (CIOC et al., 2010).

Nem a classificagao atual da Organizagdao Mundial da Saude - OMS, (World
Health Organization — WHQO), nem a classificagdo pediatrica de SMD estabeleceram
critérios qualitativos e (ou) quantitativos para discriminagéo entre SMD e aplasias
constitucionais (CANTU RAJNOLDI et al., 2005; HASLE, 2007; SWERDLOW et al.,
2008; HASLE; NIEMEYER, 2011).

Assim a busca para se estabelecer um limite mais nitido entre AF e SMD, na
medida da aquisicdo de maior conhecimento fisiopatoldégico das doengas primarias

da medula 6ssea, se faz cada vez mais premente e necessaria para a pratica clinica.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo principal

Identificar alteragbes morfologicas e histologicas na medula 6ssea de pacientes
portadores de Anemia de Fanconi, visando contribuir para fortalecer os critérios para
definir a dispoese propria desta doenca.
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1.1.2 Objetivos secundarios

- Verificar como se comportam os achados morfologicos de acordo com o
grau das citopenias;

- Verificar como se comportam os achados morfolégicos de acordo com a
citogenética convencional,

- Contribuir para a melhor caracterizagao da classificacdo da SMD na AF.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Em 1927, o pediatra suigo Guido Fanconi descreveu uma familia na qual
trés meninos apresentavam anormalidades fisicas ao nascimento e morreram de
uma condigdo que se assemelhava a anemia perniciosa. Foi na década de 60 que
cientistas, inspirados pelas consideracdes tedricas de Guido Fanconi, demonstraram
relacdo da AF com instabilidade cromossémica, faléncia de medula dssea e
predisposi¢ao ao cancer (LOBITZ; VELLEUER, 2006).

Das mais importantes descobertas para caracterizagdo da AF foram a
instabilidade cromossdmica espontanea e a hipersensibilidade das células de pacientes
com AF ao efeito indutor de quebras cromossémicas dos agentes clastogénicos
como mitomicina C e diepoxibutano (DEB). Com base nessas caracteristicas, foram
desenvolvidos testes de quebras cromossémicas como o teste de sensibilidade ao DEB,
que é um método citogenético utilizado como método de referéncia para o diagnostico
de AF (AUERBACH; ROGATKO; SCHROEDER-KURTH, 1989; AUERBACH, 2009).

AF pode ser diagnosticada em todas as ragas e grupos étnicos, com incidéncia
de 1:100.000 individuos nascidos vivos na maioria das populagdes estudadas
(KUTLER et al., 2003). A frequéncia de portadores na populagdo dos EUA foi
estimada em 1:181 (ROSENBERG et al., 2011).

Os pacientes com AF apresentam heterogeneidade clinica marcante. Em
uma importante analise sobre achados clinicos em AF pelo IFAR, uma variedade de
malformacdes (MF) congénitas foi relatada em aproximadamente dois tergos dos
pacientes, enquanto um tergo deles ndo as apresentou (KUTLER, 2003). As MF
congénitas podem ser classificadas como extensas quando envolvidos ao menos trés
locais anatdbmicos, devendo estar presente ao menos um orgéo interno (Exemplo: baixa
estatura, malformagdes de radio e malformagdes renais - rim unico, rim em ferradura,
rim pélvico). Ja as malformagdes congénitas limitadas sdo assim classificadas
quando menos de trés locais anatdémicos estado envolvidos, geralmente encontradas
apos a realizagdo do diagnostico devido a faléncia de medula éssea, por meio do
teste de DEB (Exemplo: alteragbes de pigmentagdo da pele - manchas
hipo/hipercrémicas, hipoplasia tenar, microcefalia e microftalmia) (GUARDIOLA
et al., 2000; AUERBACH, 2009). Hoje sabe-se que as MF congénitas dos pacientes

com AF podem variar de nenhuma a muitas e podem inclusive envolver quaisquer
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sistema/érgédo. Anormalidades envolvendo SNC, trato digestério e sistema
esquelético (em adigéo ao defeito do radio) foram adicionadas ao fenétipo original da
AF. Existe uma variabilidade expressiva mesmo entre irmdos diagnosticados com AF
(AUERBACH, 2009; NEVELING et al., 2009).

2.1 HETEROGENEIDADE GENETICA

Os pacientes com AF apresentam também uma grande heterogeneidade
genética, que pode ser evidenciada em estudos de hibridizagdo celular e de
complementagdo com a definicdo dos subtipos genéticos da AF (BERWICK et al.,
2007; NEVELING et al., 2009; PILONETTO et. al., 2009).

Os genes envolvidos na AF correspondem a uma importante via que atua na
reparacéo de DNA. As proteinas por eles geradas tém papel importante na manutengéo
da estabilidade do genoma e reparagdo do DNA, quando este é exposto a agentes
indutores de ligagdes cruzadas. Oito proteinas (FANCA, FANCB, FANCC, FANCE,
FANCF, FANCG, FANCL e FANCM) e os fatores FAAP24 e FAAP100 formam um
complexo nuclear central, necessario para a monoubiquitinagdo da proteina
FANCD2 (DE WINTER; JOENJE, 2009; HODSON; WALDEN, 2012).

Quando um dano ao DNA ¢é induzido por agentes clastogénicos, a
monoubiquitinagcdo da FANCD2 ocorre durante a fase S do ciclo celular, e este
complexo ativado interage com outras proteinas envolvidas na reparacdo do DNA,
tais como: FANCD1, BRCA2, BRCA1 e RAD51 (Figura 1) (DE WINTER; JOENJE,
2009; SOULIER, 2011).

O mecanismo preciso pelo qual a via da AF promove a reparagao do DNA
ainda ndo € conhecido. As mutagdes génicas mais frequentes nos pacientes com AF
sdo as encontradas nos genes: FANCA, FANCC e FANCG, correspondendo
aproximadamente a 85% de todos os pacientes. Ja foram descritos 16 subtipos
genéticos de AF. Todos os genes sao herdados de maneira autossémica recessiva,
exceto pelo raro grupo de pacientes do FANCB, cujos genes localizam-se no
cromossomo X (ALAN; D'ANDREA, 2011; SOULIER, 2011).
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FIGURA 1 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA VIA MOLECULAR

AF DE REPARACAO DE DNA
FONTE: Adaptado de Hodson e Walden (2012)
NOTA: Durante a replicacdo do DNA, ligacdo intercadeia cruzada (ICL) bloqueiam a
progresséo da forquilha de replicagdo. A proteina FANCM reconhece a formacéo da ligacdo
cruzada e associa-se a cromatina, facilitada pelas histonas MHF1 e MHF2 em verde. Neste
momento as demais proteinas formadoras do complexo principal de proteinas AF, em azul
sdo recrutadas para o sitio danificado do DNA, associadas as proteinas FANCT e FANCL
em purpura com atividade E2 ubiquitina conjugasse e E3 ubiquitina ligase, respectivamente.
Uma vez estabelecido o complexo principal este leva a monoubiquitinagdo do complexo
intermediario, formado pelas proteinas FANCI e FANCD2 em laranja e amarelo. O
complexo ID intermediario recruta e dirige as demais proteinas em rosa que atuam
diretamente no reparo do DNA.

2.2 DEFEITO ATRIBUIDO A CELULA TRONCO HEMATOPOETICA

A maioria dos pacientes com AF desenvolve faléncia de medula 6ssea
(FMO) progressiva. As manifestacdes hematoldgicas iniciais incluem macrocitose
seguida de plaquetopenia, com progressao para pancitopenia, que pode revelar-se
entre os sete e nove anos de idade. Raramente a pancitopenia é detectada ao
nascimento, porém, ao redor dos 40 anos de idade, aproximadamente 90% dos
pacientes apresentam alteragbes hematologicas. A aplasia grave constitui-se na
maior causa de Obito na primeira década de vida para esses pacientes.

Como na AF ha envolvimento das trés linhagens hematopoéticas, acredita-
se que a FMO seja atribuida a um defeito na CTH. Também foi demonstrado haver
deplecdo e hipocelularidade das CTH CD34+ desde a fase intrauterina
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(AUERBACH, 2009; CASTELLA et al, 2011; CECCALDI et al, 2012
GARAYCOECHEA; PATEL, 2013).

Dentro do contexto de instabilidade cromossdmica e hematopoese ineficaz,
as células dos pacientes com AF sofrem grande pressao seletiva durante a vida, o que
pode levar a uma proliferacdo crénica que resulta em aquisicdo de novos subclones

e evolucgéo para leucemia (Figura 2) (SOULIER, 2011).
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FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA EVOLUGAO CLONAL EM MO DE ANEMIA DE FANCONI
FONTE: Adaptado de Soulier (2011)

2.3 ANORMALIDADES CROMOSSOMICAS CLONAIS NA ANEMIA DE FANCONI

Em analise de citogenética convencional, anormalidades citogenéticas sdo
denominadas clonais quando duas ou mais metafases apresentam a mesma
anormalidade (AUERBACH et al., 1991). Clones citogenéticos emergentes e
persistentes, em MO de pacientes com AF, tém relevancia no desenvolvimento da
SMD na AF (BUTTURINI et al., 1994). Relatos de literatura indicam uma flutuacao
dos clones citogenéticos nesses pacientes, com desaparecimento, reaparecimento,
troca por novo clone ou adicdo de novos clones a citogenética. As aberragdes
clonais adquiridas mais frequentemente observadas na citogenética convencional
nesses pacientes s&o: ganho em porgdo do brago longo do cromossomo 1,
monossomia do cromossomo 7; delecdo do brago longo do cromossomo 5. A
delecdo do brago longo do cromossomo 7 ou monossomia do cromossomo 7 foi
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associada ao pior prognostico e a evolugdo para LMA (BUTTURINI et al., 1994;
ALTER et al., 2000).

Numa coorte de 41 pacientes com AF, Alter et al., em 2000, avaliaram
citogenética e morfologia para SMD separadamente quanto ao risco de morte. Vinte
pacientes apresentaram morfologia para SMD e 16 deles citogenética com anormalidade
clonal. Dez casos apresentaram clones citogenéticos na primeira analise, incidéncia
de 30%; seis outros casos desenvolveram um clone no exame subsequente,
totalizando 16 casos ou taxa cumulativa de 48%. Quinze casos foram submetidos a
mais de uma analise citogenética. Houve flutuagcdo de clones em 10 casos. Dentre
os 16 pacientes com clones citogenéticos, sete deles morreram em mediana com 3
anos (1 - 7 anos) apos o aparecimento do clone. Os outros nove casos vivos, com
clone citogenético, foram seguidos em mediana por 2 anos (1,5 — 7 anos). A
probabilidade de sobrevida apos deteccdo de um clone foi entdo de 0,4 comparada
a 0,94 sem o clone citogenético (ALTER et al., 2000).

Estudos atuais utilizam a citogenética molecular como ferramenta
diagndstica para anormalidades clonais, na busca de associagdo com SMD/LMA em
pacientes com AF (CIOC et al., 2010; QUENTIN et al., 2011; MEYER; NEITZEL;
TONNIES, 2012). O ganho do brago longo do cromossomo 3 (3qG) é um achado
observado recentemente, revelado pelas técnicas de citogenética molecular
(hibridagao in situ fluorescente - FISH e hibridagao gendmica comparativa - CGH),
fato este ndo observado antes pela citogenética convencional, provavelmente devido
ao tamanho pequeno de material cromossémico translocado (TONNIES et al., 2003).
Provaveis laudos de citogenética convencional com anormalidades cromossémicas
descritas como material adicional de origem desconhecida, "add", na realidade, podem
representar ganho 3q (CIOC et al., 2010). A identificagdo do 3qG também parece ser
importante para o diagnéstico de AF. E infrequente a associacdo entre 3qG e LMA
em pacientes ndo portadores de AF; quando ocorre esta associagdo, sugere-se
realizacao do DEB teste (CIOC et al., 2010).

Um grupo de hematologistas alemaes, da Univesidade de Humboldt - Berlin,
estudaram 132 amostras de MO de 53 pacientes com AF com cariétipo constitucional
normal em linfocitos T de sangue periférico, 25 pacientes apresentaram aberragbes
clonais observadas a partir da técnica de CGH. Dezoito pacientes (72%) revelaram
trissomia parcial ou tetrassomia do brago longo do cromossomo 3, indicando alta
incidéncia desta aberragao em sua amostra. Oito dos 18 pacientes com o ganho 3q
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apresentaram também monossomia do cromossomo 7 adicional. Este clone resultante
de uma copia extra do brago longo do cromossomo 3, em pacientes AF, teve
associagdo com LMA e SMD, de importante impacto prognostico (TONNIES et al.,
2003).

Mheta et al. analisaram amostras de MO de 77 pacientes AF, pela técnica de
citogenética molecular de FISH. Esses autores utilizaram sondas especificas para os
cromossomos 1, 3 e 7 (1925, 1p36, 3927, CEP7 e 7q31). Dentre os 77 pacientes,
treze apresentaram SMD ou LMA. Os portadores de aberragdes cromossdmicas
envolvendo cromossomos 3 (n=5/13) e 7 (n=8/13) apresentaram um risco maior de
desenvolvimento de SMD e LMA (MHETA et al., 2010).

O maior estudo de SMD em AF, em coorte de 119 pacientes, demonstrou que
a maioria das anormalidades clonais encontradas (77,8%) envolveu cromossomos 1,
3 e 7 (19G, 39G e ou -7/7qL), associadas a maior ocorréncia de SMD. Nao houve,
entretanto, associagao significativa entre a anormalidade cromossémica especifica e o
achado morfolégico especifico de SMD: disgranulocitopoese, dismegacariocitopoese
ou diseritropoese (CIOC et al., 2010).

Utilizando tecnologia de arranjo de alta densidade de DNA para polimorfismo
nucleotidico unico (SNP), bem como CGH em pacientes com AF com SMD e LMA,
encontrou-se padrao especifico de anormalidades gendmicas. Uma anormalidade
criptica RUNX1/AML1, no brago longo do cromossomo 21, foi descrita pela primeira
vez como parte deste padrao especifico na AF. Na analise de 57 amostras de DNA de
MO de pacientes com AF, detectaram-se anormalidades envolvendo 3qG, delecao
do 7/7q e RUNX1 estreitamente relacionadas a SMD/LMA (QUENTIN et al., 2011).

2.4 SINDROME MIELODISPLASICA

Sindromes mielodisplasicas sao doengas hematopoéticas clonais caracterizadas
por citopenias, hematopoese ineficaz, dispoese e risco aumentado de evolugéo
para LMA (HASLE, 2007).

A sindrome mielodisplasica é doenca do idoso, com mediana de idade ao
diagnodstico de 65 - 75 anos; menos de 10% dos pacientes tém idade abaixo de 50
anos. Ha discreto predominio do sexo masculino, exceto na SMD com delegao do
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5q. A incidéncia de SMD aumenta com a idade, sendo que 86% dos pacientes sao
diagnosticados em idade acima de 60 anos (mediana de 76 anos). Baseado nos
dados da Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER), a incidéncia de SMD
em pacientes mais jovens, com idade abaixo de 40 anos, € estimada em 0,14 por
100.000 habitantes, mas aumenta para 36 casos por 100.000 em pacientes com 80
anos ou mais (BABUSHOK; BESSLER, 2015).
A(s) causa(s) das SMD ¢é(sao) estabelecida(s) em apenas 15% dos casos,
podendo ser primaria ou secundaria. E denominada SMD secundéria quando ocorre
em individuo com evento pre-existente e passivel de causalidade, tais como: fatores
ambientais (incluindo uso prévio de quimioterapia, especialmente agentes alquilantes
e analogos de purina); radioterapia e tabaco; fatores ocupacionais (exposicao ao
benzeno e, ou pesticidas/herbicidas/fertilizantes); sindromes de faléncia medular
congénitas; SMD familiar e anemia aplastica adquirida (HASLE, 2011; HASLE;
NIEMEYER, 2011; ADES; ITZYKSON; FENAUXP, 2014; BABUSHOK; BESSLER,
2015). E denominada primaria ou "de novo" quando o surgimento ocorre sem condi¢do
pre-existente associada. Geralmente, a forma primaria € multifatorial e associada a
dano genético acumulado, adquirido com a idade (HASLE, 2011).
Como evento funcional, a hematopoese ineficaz na SMD resulta de aumento na
suscetibilidade de apoptose de progenitores mieloides, levando a citopenias, apesar
de a MO se apresentar hipercelular na grande maioria dos casos (RAZA et al., 1995;
ADES; ITZYKSON; FENAUXP, 2014). Os mecanismos fisiopatdlogicos envolvidos
poderiam assim ser descritos (Figura 3):
- Sinais apoptoticos intrinsecos, como produto da alteragdo génica clonal,
fariam com que a(s) célula(s) lesada(s) ndo respondesse(m) mais aos
estimulos normais de morte celular (ADES; ITZYKSON; FENAUXP, 2014);

- Mutagbes génicas de transcricdo ao RNA poderiam se desdobrar em
alteracéo da diferenciagdo celular (ADES; ITZYKSON; FENAUXP, 2014);

- Mudangas epigenéticas (por hipermetilacéo ou acetilagao aberrantes em DNA
e, ou histonas, respectivamente) inibiriam a expressao de controladores
do ciclo celular, bem como dos mecanismos de reparagdo do DNA
(SHEN et al., 2010);

- Sinais apoptéticos extrinsecos, relacionados a mecanismos imunes e de
microambiente da MO, cujos nichos dos diferentes setores hematopoéticos
passariam a ser morfologicamente ectopicos, traduzindo resposta
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inadequada a citocinas/adesinas/fatores de crescimento normais (BLAU et
al., 2011; ADES; ITZYKSON; FENAUXP, 2014).

Desregulagdo imune pode ser evidenciada pelos achados de expanséo
clonal de célula T, especialmente em pacientes com MO hipoplasica. Este evento
pode também ser evidenciado pelo uso de algumas drogas imunomoduladoras, para
tratamento da SMD, pois atuariam como modificadores do microambiente e do
compartimento imune (KORDASTI et al., 2007).

A progressao para LMA ocorre por mudanga de diminuicdo de evento apoptético
e aumento de atividade proliferativa dos progenitores clonais. A transformagao
leucémica pode ocorrer por expansao oligoclonal, monoclonal ou ainda expanséao de
minoria de subclones (ADES; ITZYKSON; FENAUXP, 2014; ZHANG; LANCET;
ZHANG, 2015).
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FIGURA 3 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA FISIOPATOLOGIA DAS SMD
FONTE: Adaptado de Adeés, Itzykson e Fenauxp (2014)
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O plano geral para diagnostico morfolégico das SMD deve contemplar, em
quadro clinico suspeito, achados laboratoriais no sangue periférico (hemograma
completo) e avaliagdo da medula 6ssea em citologia e histologia. Associam-se a
estes achados: citogenética de MO e citometria de fluxo de MO para confirmagéo
diagnédstica, classificagdo morfolégica e estratificacdo terapéutica (CANTU
RAJNOLDI et al., 2005; NIERO-MELO et al., 2006; SWERDLOW et al., 2008;
HASLE; NIEMEYER, 2011).

2.5 CLASSIFICACAO MORFOLOGICA DA SMD, SEGUNDO A ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE (OMS) - 2008

Em 1997, um grupo de clinicos e hematologistas com experiéncia em
morfologia de MO, reunidos com apoio da Organizagdo Mundial de Saude, iniciou
estudos para uma nova classificagdo das SMD. A primeira classificacdo da OMS
associou imunofenotipagem e genética aos parémetros clinicos, morfolégicos e
citoquimicos utilizados na classificagao FAB (French-American-British). A classificagao
é refinada constantemente com base em estudos clinicos e laboratoriais, sendo
realizada sua ultima atualizagdo em 2008, conforme resumido no quadro 1
(BORTOLHEIRO, 2006; SWERDLOW et al., 2008; HASLE; NIEMEYER, 2011).

A classificagdo morfolégica da OMS é baseada principalmente na porcentagem
de blastos na medula éssea (MO) e sangue periférico (SP), no tipo e grau de dispoese
e na presenca de sideroblastos em anel, a citologia (SWERDLOW et al., 2008).

Em sangue periférico (SP) avalia-se:

1) Citopenia(s) sustentada(s) por 4-8 semanas;

2) Setor eritroide: em geral VCM acima de 100 fl, dimorfismo (dupla populagao),
macrocitose ovalocitica, anisocitose, policromasia, poiquilocitose,
pontiado basofilico, eritroblastos;

3) Setor granulocitico: hipogranulagcdo e hipossegmentagcéo (formas
pelgeroides), degranulagédo (grosseiras e mal definidas), fragmentagéao
da cromatina, presencga de blastos (mas em numero < 20%);

4) Monocitose (> 1000/mm?®) ou promondcitos, vacuolizagdes ou formas

grandes e (ou) bizarras;
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5) Setor plaquetario: megaplaquetas, formas hipogranulares ou plaquetose
(na sindrome 5q-).

Na caracterizacdo da dispoese de MO deve-se reconhecer atipia em
citologia quando ha perda da uniformidade das células, individualmente, em relagéo
a sua contrapartida normal, valendo-se do corte de 10% ou mais de atipia na
linhagem em questéo, quando da analise morfoldgica. Os achados de diseritropese,
disgranulocitopoese e dismegacariocitopoese devem ser graduados em grau 0
(auséncia de displasia), grau 1 (< 5% de displasia), grau 2 (5 - 9% de displasia) ou
grau 3 (displasia em 10% ou mais).

Diseritropoese € evidenciada principalmente por: alteragdes nucleares, como
pontes internucleares, cariorrexis, multinuclearidade e alteragcbes megaloblastoides.
Caracteristicas citoplasmaticas incluem sideroblastos em anel, vacuolizacdo e
positividade para acido periddico de Schiff (PAS em padréo difuso ou granular)
(NIERO-MELO et al., 2006; SWERDLOW et al., 2008).

Disgranulocitopoese ¢é caracterizada por: hipolobulagdo nuclear (pseudo
Pelger-Huet) e hipersegmentagao, citoplasma hipogranular e presenga de granulos
pseudo Chediak-Higashi (NIERO-MELO et al., 2006; SWERDLOW et al., 2008).

Dismegacariocitopoese € caracterizada pela presengca de micromegacariocitos
com hipolobulagdo nuclear, megacariécitos de tamanho variado com nucleo n&o
lobulado ou ainda presenca de multiplos nucleos separados no mesmo
megacariocito (NIERO-MELO et al., 2006; SWERDLOW et al., 2008).

2.5.1 Citopenia refrataria com displasia unilinhagem

Citopenia refrataria com displasia unilinhagem (CRDU) é definida como
displasia de uma unica linhagem mieldide associada a uni ou bicitopenia em sangue
periférico. CRDU pode ser: anemia refrataria, neutropenia refrataria, trombocitopenia
refrataria. Preconiza-se que exista = 10% de dispoese da linhagem mieldide envolvida
para caracterizar este tipo de SMD. As citopenias sao definidas pela presenca de:
hemoglobina < 10g/dL, contagem absoluta de neutréfilos menor que 1,8 x 10%L e
contagem de plaquetas abaixo de 100 x 10%/L. Entretanto, niveis acima desses valores

nao excluem SMD; uma vez presente dispoese com alteragéo clonal em citogenética, o
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diagnéstico de SMD é firmado (BRUNNING, et al., 2008). Embora o tipo de citopenia
corresponda, em geral, ao tipo de dispoese encontrada na mesma linhagem, como
exemplo de anemia e diseritropoese, esta relacdo nao é obrigatéria e nem mais
frequente (NIERO-MELO, et al., 2006).

Antes da definigdo diagnostica de CRDU, deve-se estar atento a excluséo
das possiveis causas n&o clonais de dispoese, como toxicidade por drogas, uso de
fator de crescimento de colénia de granuldcitos, infecgdes virais, causas imunoldgicas,
doengas congénitas, deficiéncias vitaminicas e deficiéncia de elementos essenciais
como cobre. Ha relatos de citopenia grave e displasia de MO devido ao uso abusivo
da suplementagcédo com zinco (BRUNNING, et al., 2008).

Se nao houver anormalidade citogenética detectavel no inicio do quadro,
deve-se manter observagdo por um periodo de seis meses antes do diagndstico
definitivo da SMD, a ndo ser que surjam critérios morfolégicos mais especificos ou
aparecam anormalidades citogenéticas clonais durante esse periodo de observagéao.

A presenca de blastos em sangue periférico exclui o diagnostico de CRDU.
Paciente com achado de CRDU, 1% de blastos no SP e menos que 5% de blastos em
MO, em duas avaliagdes sucessivas, deve ser categorizado como SMD inclassificavel
devido a incerteza da biologia desta correlacdo (BRUNNING, et al., 2008).

Anormalidades clonais na citogenética podem estar presentes em mais de 50%
dos casos de anemia refrataria. As anormalidades clonais encontradas podem ser
variadas e auxiliam na confirmagéo do diagnostico desta SMD. Entre as anormalidades
encontradas, incluem-se: delegdo do brago longo do cromossomo 20; trissomia do
cromossomo 8; e anormalidades envolvendo cromossomo 5 e (ou) 7. O numero de
casos com trombocitopenia refrataria e neutropenia refrataria relatados na literatura
€ muito pequeno para definir associagbes a anormalidades citogenéticas
(BRUNNING, et al., 2008).

2.5.2 Anemia refrataria com sideroblastos em anel

Sideroblasto em anel representa um precursor eritrdide com acumulo
anormal de ferro no interior das mitocondrias formando os granulos ao redor no

nucleo. Sao definidos pela presenga de 5 ou mais granulos ao redor de 1/3 ou mais
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do nucleo do eritroblasto ou arco de 1/3 ou mais ao redor da circunferéncia nuclear
(HASSERJIAN et al., 2008).

Anemia refrataria com sideroblastos em anel (ARSA) € um tipo de SMD
caracterizada por anemia, diseritropoese e sideroblastos em anel presentes em
proporcdo de 15% ou mais dos precursores eritroides da MO. Nao ha displasia
significativa nas demais linhagens. Mieloblastos podem estar presentes em menos de
5% das células nucleadas da MO, mas ausentes no SP (HASSERJIAN et al., 2008).

Os pacientes apresentam anemia normocrémica macrocitica ou normocrémica
normocitica. As hemacias no SP podem apresentar padrao dismoérfico com populagao
maior de hemacias normocrémicas e outra populacdo menor hipocrémica.

Citologia de MO evidencia aumento de precursor eritroide com diseritropoese,
incluindo: lobulagdo nuclear e caracteristica megaloblastoide. Encontram-se macrofagos
abundantes com hemossiderina em seu interior (sideréfagos). Os mieloblastos,
quando presentes na MO, estdo em numero menor do que 5% das células nucleadas
totais. Na coloragéo de Perls ha evidéncia de sideroblastos em 15% ou mais dos
eritroblastos. A histologia de MO pode ser normocelular ou hipercelular com proliferagao
eritroide. Os megacariécitos sdo normais em numero e na morfologia (HASSERJIAN
et al., 2008).

Causas nao neoplasicas de sideroblastos em anel devem ser excluidas:
etilismo, exposi¢ao a toxinas (benzeno), drogas (isoniazida), administragao de zinco,
deficiéncia de cobre e anemia sideroblastica congénita (HASSERJIAN et al., 2008).

Anormalidades citogenéticas clonais estdo presentes em 5-20% dos casos
de ARSA e quando presentes geralmente envolvem um Unico cromossomo
(HASSERJIAN et al., 2008).

2.5.3 Citopenia refrataria com displasia multilinhagem

Citopenia refrataria com displasia multiinhagem (CRDM) é um tipo de SMD
definida pela presenga de uma ou mais citopenias associadas a dispoese em duas ou
mais linhagens mieloides: eritroide, granulocitica ou megacariocitica. Pode apresentar
menos de 1% de blastos em SP e menos de 5% de blastos em MO; bastonetes de Auer

estdo ausentes e o niimero de mondcitos no SP deve ser menor do que 1x10%L. A
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dispoese deve estar presente em 10% ou mais das células das linhagens envolvidas
(BRUNNING, et al., 2008).

Casos com displasia multilinhagem, mas com presencga de 2 a 4% de blastos
no SP, com < 5% de blastos em MO e auséncia de bastonetes de Auer, devem ser
classificados como anemia refrataria com excesso de blastos tipo 1 (AREB-1). Casos
com 1% ou menos de blastos em SP e 5% ou menos de blastos em MO, mas presenca
de bastonetes de Auer, devem ser classificados como anemia refrataria com excesso
de blastos tipo 2 (AREB-2); alguns casos de CRDM podem apresentar mais de 15%
de sideroblastos em anel, mas a presenca de blasto impde-se como critério dominante
(BRUNNING, et al., 2008).

As anormalidades citogenéticas mais frequentemente encontradas na CRDM
sao: trissomia do cromossomo 8, monossomia do cromossomo 7, del (7q), monossomia
do cromossomo 5, del (5q), del (20q) e cariétipo complexo. Podem estar presentes
em mais de 50% dos pacientes com CRDM (BRUNNING, et al., 2008).

2.5.4 Anemia refrataria com excesso de blastos

E um tipo de SMD na qual ha presenca de 5 a 19% de mieloblastos na MO
ou 2-19% de blastos no SP. Devido a diferenca entre sobrevida e incidéncia na
evolugédo para LMA, duas categorias foram reconhecidas: AREB-1 (5 - 9% blastos em
MO ou 2 - 4% blastos em SP) e AREB-2 (10 - 19% de blastos em MO ou 5 - 19% de
blastos no SP). A presenga de bastonetes de Auer qualifica a SMD como AREB-2,
independente da porcentagem de blastos. No hemograma frequentemente se observa
envolvimento das trés linhagens mieldides. A analise de MO geralmente apresenta-se
hipercelular. A granulocitopoese é frequentemente aumentada mostrando graus
variaveis de dispoese. Os megacariocitos tendem a cluster com dimegacariocitopoese
quase sempre presente. Na biopsia de MO ha uma tendéncia a deslocamento do
setor eritréide e megacariocitico para a area paratrabecular, habitualmente ocupada
pelo setor granulocitico. Os blastos na AREB frequentemente formam cluster ou
agregados que, em geral se localizam longe do osso trabecular e estruturas
vasculares: abnormal localization of immature precursors (ALIP), marcados na

imunohistoquimica com CD34. Aproximadamente 25% dos casos de AREB-1 e 33%
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dos casos de AREB-2 progridem para LMA. A sobrevida é de aproximadamente 16
meses para AREB-1 e 9 meses para AREB-2 (ORAZI et al., 2008).

Uma porcentagem variavel de casos de AREB (30 - 50%) apresentam
anormalidades citogenéticas clonais, incluindo trissomia do cromossomo 8, monossomia
do 5, delegdo do brago longo do cromossomo 5 (5g-), monossomia do 7, delegdo do 7
(7q) e delegao do 20 (20q). Cariétipo complexo também pode estar presente nesta SMD
(ORAZI et al., 2008).

2.5.5 Sindrome mielodisplasica inclassificavel

E o tipo de SMD que, inicialmente, ndo apresenta os critérios morfoldgicos
necessarios para ser classificada como qualquer outro tipo de SMD. Ha trés
possiblidades diagndsticas de SMD inclassificavel:

1) Pacientes com achados morfolégicos de CRDU ou CRDM que apresentam

1% de blastos em SP.

2) Casos de CRDU associado a pancitopenia no SP; na CRDU, o paciente

deve apresentar uni ou bicitopenia.

3) Pacientes com citopenia persistente e presenca de 1% de blastos em

SP e menos de 5% na MO apresentando dispoese em menos de 10%
das células em uma ou mais linhagens (ORAZI et al., 2008).

2.5.6 SMD com deleg&o do brago longo do cromossomo 5

E caracterizada por anemia com ou sem outra citopenia associada a
trombocitose, na qual a unica anormalidade citogenética associada € a del (5q).
Mieloblastos podem estar presentes, mas em numero abaixo de 5% das células
nucleadas totais da MO e menos de 1% no SP. Os mieloblastos ndo apresentam
bastonetes de Auer. Ocorre frequentemente em mulheres, na faixa etaria dos 60
anos de idade (HASSERJIAN et al., 2008).
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TIPO SANGUE PERIFERICO MEDULA OSSEA
Citopenia refrataria com displasia
unilinhagem (anemia refrataria; Uma ou duas citopenias; nenhum 210% de displasia de uma linhagem,
neutropenia refrataria; ou blastos <1% <5% de blastos e <15% SA

trombocitopenia refrataria)

215% SA,; displasia eritroide isolada
e <5% blastos

Anemia refrataria com sideroblasto

Anemia; auséncia de blastos
em anel

. . o ]
Citopenia refrataria com displasia citopenia(s) Displasia em 210% das células de

" o . 9 duas ou mais linhagens, <56% de
multilinhagem (CRDM) <1% blastos, monocitos<1x10 blastos com ou sem 215% SA
Anemia refrataria com excesso de | Bi ou pancitopenia Displasia uni ou multilinhagem 5% -
blastos — 1 (AREB-1) Blastos <5% 9% de blastos

Bi ou pancitopenia
Blastos 5% a 19%
Mondcitos, 1000/mm?

Anemia refrataria com excesso de
blastos — 2 (AREB-2)

Displasia uni ou multilinhagem 10%
- 19% de blastos

Displasia <10% das células em uma

Sindrome mielodisplasica ou mais linhagens acompanhada

pancitopenia; <1% blastos

inclassificavel por anormalidade citogenética; <5%
blastos
Megacariocitos em ndmero normal
Anemia; plaquetas normais ou ou aumentado com nucleo
SMD associada a del(5q) aumentadas; nenhum ou raros hipolobulado; <5% blastos;
blastos (<1%) anormalidade citogenética del(5q);

auséncia de bastonetes de Auer

QUADRO 1 - CLASSIFICAGAO DA SMD, CONFORME OMS
FONTE: Adaptado de Adeés, Itzykson e Fenauxp (2014)

2.6 SINDROME MIELODISPLASICA NA INFANCIA

A SMD e a doenga mieloproliferativa sdo muito raras em criangas.
Correspondem a menos de 5% de todas as neoplasias hematoldgicas malignas em
pacientes menores de 14 anos de idade, com incidéncia anual de 1 a 8 por milhdo de
criangcas em idade entre 0 e 14 anos. Ha distribuigdo igual em relagdo ao sexo com
mediana de idade ao diagnéstico variando entre 6 e 8 anos de idade (HASLE;
NIEMEYER, 2011).

Ha diferengas significativas entre a SMD da crianga e a do adulto, incluindo
caracteristicas morfolégicas, achados de citogenética e fatores progndsticos especificos.
A classificagdo da OMS, assim como a FAB, foi criada para pacientes adultos e nao
reconheceu caracteristicas especiais para a SMD na crianga. A classificagdao da FAB
teve impacto progndéstico na crianga e facilitou a comunicag&o entre pediatras, mas
falhou em relagdo a caracteristicas morfologicas especificas e associagdo a
sindromes genéticas. Em 2001, a classificagdo de SMD da OMS incorporou achados
de citogenética associados a morfologia e alterou o numero de blastos de 30 para
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20% na distingdo entre SMD e LMA, embora ndo haja dados indicando que o
numero de blastos de 20% ao diagnéstico de LMA tenha melhor significado que o
tradicional 30%. O subtipo anemia refrataria com sideroblastos em anel da OMS é
extremamente raro em criancas e a sindrome 5g- € ausente na pediatria. O
significado de displasia multiinhagem em criangas também é desconhecido (MUFTI et
al., 2008; NIEMEYER; BAUMANN, 2011; BAUMANN et al., 2012).

A primeira alteragao pediatrica da classificagdo da OMS para SMD, em
2003, subdividiu SMD em citopenia refrataria da infancia (blastos < 2% no SP e
blastos < 5% na MO), anemia refrataria com excesso de blastos (blastos 2 - 19% no
SP e (ou) blastos 5 - 19% na MO), anemia refrataria com excesso de blastos em
transformacao (blastos em SP e (ou) MO entre 20 - 29%) (HASLE et al., 2003).

A Ultima versao da classificagdo da OMS para doengas hematoldgicas malignas,
em 2008, dividiu a SMD e a doenga mieloproliferativa da crianga em trés grupos:
SMD, leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ) e leucemias mieldides da sindrome
de Down, excluida da classificagdo de SMD da crianga (BAUMANN, et al., 2008).

A SMD na infancia, que apresenta dois a 19% de blastos no SP ou cinco a
19% de blastos na MO, deve ser categorizada segundo os critérios diagndsticos de
AREB do adulto, excluindo-se o subtipo AREB em transformacao. O numero de blastos
analisado isoladamente nao é suficiente para diferenciagdo entre SMD e LMA; deve
ser analisado conjuntamente a caracteristicas clinicas, curso natural da doenca,
morfologia, imunofendtipo e citogenética (MUFTI et al., 2008).

A anemia isolada, principal manifestacdo hematologica da anemia refrataria
em adultos, € incomum em criangas, que apresentam frequentemente plaquetopenia,
neutropenia ou ambas. A hipocelularidade de MO é mais observada na crianga com
SMD quando comparada a MO de adultos com SMD. Assim, na ultima classificagdo da
OMS em 2008, criou-se a entidade denominada Citopenia Refrataria da Infancia (CRI).

A CRI é definida como citopenia persistente com possibilidade de presenca
de blastos, mas em porcentagem menor que 2% no SP e menor que 5% na MO.
Deve haver dispoese em duas ou mais linhagens mieldides ou dispoese em uma unica
linhagem com contagem de 10% de dispoese. Em relagéo a linhagem megacariocitica,
deve avaliar-se 0 maior numero possivel, mas sua auséncia nao exclui o diagnostico de
CRI. Embora a dispoese faga parte dos critérios diagnosticos na definigdo morfolégica
desta SMD, ela é apenas um dos critérios morfolégicos para se firmar o diagnostico
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de CRI. A adequada avaliagdo da histologia é indispensavel ao diagndstico, pois
75% das criangas apresentam hipocelularidade de MO (BAUMANN, et al., 2008).

CRI é o subtipo mais frequente de SMD na crianga, corresponde a 50%
dos casos; o diagnostico pode ser visto em todas as faixas etarias e de frequéncia
igual em meninos e meninas. Cerca de trés quartos dos pacientes apresentam
contagem de plaquetas abaixo de 150 mil/uL; neutropenia esta presente na metade
dos casos e anemia, em menos da metade dos pacientes com CRI (NIEMEYER,;
BAUMANN, 2011).

A distingdo entre os subtipos CRDM e CRI com dispoese de duas ou mais
linhagens nao foi estabelecida na SMD da crianga. A recomendagao atual € que
criangas que apresentam critérios diagnosticos para CRDM sejam classificadas como
CRI até que estudos mostrem se existe diferenga prognéstica conforme o numero de
linhagens envolvidas (NIEMEYER; BAUMANN, 2011).

Pacientes com monossomia do cromossomo 7 ou cariotipo complexo tém
uma elevada probabilidade de progressdo quando comparados a pacientes com
outras anormalidades ou cariétipo normal, sendo considerado um fator prognostico
importante na SMD avangada da infancia. Ha relatos de citopenia com monossomia
do cromossomo 7 em lactentes com desaparecimento espontaneo. Em contraste a
esta anormalidade citogenética, a trissomia do cromossomo 8 ou cari6tipo normal
tem um curso de doenga longo e estavel (SWERDLOW et al., 2008).

O sistema de escore prognéstico internacional para SMD (/nternational
Prognostic Scoring System — IPSS) é baseado em numero de blastos, citopenia e
citogenética. A crianga apresenta caracteristicas de alto risco com maior frequéncia
quando comparada ao adulto. Na crianga, a presenca de plaquetopenia e blastos >
5% na MO esta associada com pior sobrevida, enquanto citopenia de 2 ou 3
linhagens e anormalidade citogenética na maioria dos casos nao traz informagao
prognoéstica. Adolescentes e pacientes com cariotipo complexo apresentam pior
prognoéstico Entdo, o IPSS fornece informagdes limitadas para SMD da infancia
(HASLE; NIEMEYER, 2011).

Deve-se distinguir a apresentacdo da SMD da infancia entre primaria ou de
novo da secundaria. Em criangas uma variedade de doengas nao hematologicas
pode dar origem a SMD secundaria, mimetizando CRI como: infec¢ao viral, deficiéncia

nutricional, doengas metabdlicas. Na auséncia de marcadores citogenéticos, o curso
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clinico deve ser analisado cuidadosamente antes de firmar o diagnéstico de CRI
(BAUMANN, et al., 2008).

Os diagndsticos diferencias mais frequentes sdo: anemia aplastica adquirida,
sindromes de faléncias de medula éssea hereditarias e hemoglobinuria paroxistica noturna.
Devido a hipocelularidade, pode haver dificuldade na distingdo entre CRI e anemia
aplastica adquirida na infancia. Na anemia aplastica adquirida, ha presenca de
numero aumentado de adipocitos nos espacos medulares com células mieloides
esparsas; ha auséncia de ilhotas eritroblasticas, auséncia de dispoese granulocitica
ou micromegacariocitos. Ao contrario da anemia aplasitca adquirida do adulto, na
crianga nao se observam caracteristicas megaloblasticas da MO (MUFTI et al., 2008;
BAUMANN et al., 2012).

As sindromes de faléncia medular congénitas como Anemia de Fanconi,
Disceratose congénita, sindrome de Schwachman-Diamond, purpura amegacariocitica
mostram uma sobreposi¢cdo de caracteristicas morfolégicas com a CRI. Por isso
deve-se analisar conjuntamente a exame fisico minucioso, historia clinica, achados
laboratoriais e alteragdes de citogenética (convencional e molecular) antes de se firmar
o diagnéstico de CRI (SWERDLOW et al., 2008; BABUSHOK; BESSLER, 2015).

Enquanto a forma de SMD esporadica esta associada ao idoso, a SMD em
criangas, jovens e adultos de meia-idade esta associada a exposicdo a agentes
citotoxicos e as Sindromes de predisposi¢cao genética (SMD secundaria). Em adigao
as Sindromes de Faléncia Medulares classicas como AF e Disceratose congénita
(DC), houve surgimento, nos ultimos anos, das sindromes de predisposigao familiar
a SMD/LMA, causadas por mutagdes dos genes GATA2, RUNX1, CEBPA e SRP72
(BABUSHOK; BESSLER, 2015).

O diagndstico de uma sindrome de predisposi¢cao genética em um pacientes
com SMD pode ter implicagdes praticas imediatas como: decisdo do melhor
tratamento da SMD (como indicagao precoce de um TCTH e definigdo do regime de
condicionamento a ser utilizado para este procedimento e selegdo do melhor doador);
definicao de predisposigao ao cancer (CA) e quais tipos de CA mais frequentemente
associados a sindrome em questao objetivando prevengdo e diagndstico precoce;
realizagdo do aconselhamento genético para paciente e sua familia (BABUSHOK;
BESSLER, 2015).

E sabido que algumas sindrome de faléncia medular hereditaria, como AF,
apresentam maior citotoxicidade as terapias quimioterapica e radioterapica. Sendo
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assim, devido ao risco relacionado a toxicidade do tratamento se terapia inapropriada,
todo diagnostico de SMD em crianga ou adultos abaixo de 50 anos de idade sem
historia de tratamento quimio ou radioterapico prévio, deve ter investigacao direcionada
para sindromes genéticas de faléncia medular e de predisposicao familiar, utilizando
testes para AF, DC e haploinsuficiéncia GATA2. Com aumento da integracdo de
testes moleculares e sequenciamento next-generation na pratica clinica, espera-se
que mais adultos sejam diagnosticados com SMD associado a sindromes de
predisposi¢ao familiar (BABUSHOK; BESSLER, 2015).

2.7 SINDROME MIELODISPLASICA NA ANEMIA DE FANCONI

O numero de publicagbes sobre SMD na AF é escasso, com quase uma década
de diferenga entre as trés publicagcdes relevantes sobre os achados morfologicos
desta associagédo. Dados de incidéncia de SMD em AF sao esparsos e variam de 11
a 34% dependendo da idade da populagdo analisada (BUTTURINI et al., 1994;
ALTER et al., 2000; CIOC et al., 2010). Os critérios morfoldgicos para caracterizar a
SMD na AF nao estao bem estabelecidos na literatura (ALTER et al., 2000; CIOC et
al., 2010).

Butturini et al. (1994) definiram SMD apenas na presenga de mieloblastos
em 5 a 30% das CNT na MO ou 5 a 20% das CNT no SP; este critério foi
estabelecido para afastar a subjetividade do observador ao diagnostico da SMD.
Com a MO com caracteristicas de dispoese, os casos foram pontuados, mas nao
classificados como SMD. A SMD foi diagnosticada em 8,7% dos pacientes (n = 34).
A SMD foi a manifestagdo hematologica inicial em 13 casos. A mediana de idade ao
se detectar a SMD foi de 13 anos. Relataram risco de desenvolver SMD ou LMA até
0s 40 anos de idade, de 52% (37 a 67%) (BUTTURINI et al., 1994).

Alter et al. (2000) analisaram a MO de 41 pacientes com AF, objetivando
caracterizar a morfologia da SMD como variavel independente, sugerindo como preditor
isolado mais importante para prognostico adverso. Dois hematologistas analisaram a
MO para diminuir a subjetividade do estudo. As caracteristicas morfolégicas da SMD
foram analisadas conforme achados especificos para cada linhagem. Os achados de

diseritropoese foram: megaloblastose, multinuclearidade, fragmentagéo nuclear, aumento
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de eritroblastos imaturos e sideroblastos em anel. Os achados de
disgranulocitopoese foram: aumento de formas imaturas, hipo ou hipergranulacéo e
hipossegmentagdao. Os achados de dismegacariocitopoese foram: megacariocitos
pequenos, hipo ou hiperlobulados ou aumento na razédo nucleo citoplasma.

A dispoese foi considerada como critério maior para SMD, quando ao menos
duas linhagens apresentassem no minimo 20% de dispoese nas CNT; O critério
intermediario foi estabelecido quando apenas uma linhagem apresentasse dispoese.
Critérios menores foram estabelecidos se na analise de coloragdes especificas da MO
apresentasse: negatividade para mileloperoxidase neutrofilica (MPO); positividade
de estearase (DE); positividade para acido perioddico de Schiff (PAS) ou presenga de
sideroblasto em anel em numero = 15%. O diagndstico morfolégico de SMD foi
firmado apenas na presencga de um critério maior ou um intermediario associado a
um menor. Como nesse estudo nao foi possivel analisar MPO, DE ou PAS, foi
considerado diagnostico morfologico de SMD apenas quando a dispoese esteve presente
em duas linhagens.

A idade da primeira avaliagdo da MO dos 41 pacientes com AF variou de 2,5
anos a 37 anos; A SMD morfologica esteve presente em 32% dos pacientes com AF
(n=13); A SMD foi observada na primeira analise da MO em apenas trés casos. O
intervalo entre o diagnostico e o aparecimento da SMD variou de 1 a 7 anos
(mediana de 2 anos). Entre os 28 casos restantes que ndo apresentaram SMD, o
seguimento foi perto de dez anos (mediana de 4 anos). Oito dos 13 casos de AF
(62%) com SMD morfoldgica, morreram dentro de cinco anos da detecgdo da SMD
morfoldgica; apenas dois dos 28 casos sem SMD morreram dentro do primeiro ano de
seguimento (7%). A probabilidade de sobrevida em cinco anos apds a presenca da
SMD morfologica foi de apenas 0,09, ja na auséncia da SMD, a probabilidade de
sobrevida foi de 0,92. A taxa de morte por SMD foi significantemente maior quando
comparada ao grupo sem SMD (p = 0,001). Os resultados sugeriram que a presenga
de SMD morfoldgica foi associada a pior prognostico e foi mais importante que a
presenga do clone citogenético. Quando os pacientes apresentaram ambos, SMD
morfolégica e clone citogenético, o progndstico foi ainda pior (ALTER et al., 2000).

Apenas um estudo detalhou a classificagdo morfologica para a SMD na AF:
Cioc et al. utilizaram a classificacdo da OMS de 2008, modificando alguns aspectos
morfologicos direcionados ao paciente com AF e correlacionaram com achados da
citogenética molecular, objetivando diagnosticar a SMD em uma coorte de 119
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pacientes com AF. Consideraram achados de diseritrocitopoese na presenca de:
lobulagdo nuclear, pontes intercitoplasmaticas, cariorrexis e fragmentagao nuclear,
ponte intercromatinica (internuclear), multinuclearidade, nucleo megaloblastoide,
assincronismo nucleo-citoplasma e presengca de vacuolizagdo eritroblastica. A
disgranulocitopoese foi considerada quando presentes: deficiéncia ou auséncia de
granulagdo secundaria, hipossegmentagdo nuclear (pseudo-Pelger-Huét) e
hipersegmentacdo. Estando o paciente em uso de fator de crescimento de
granuldcitos (G-CSF), os achados de defeito na segmentagao nuclear em associagéo a
citoplasma hipergranular foram documentados, mas nao pontuados, uma vez
identificada a relacdo destes achados ao uso de G-CSF. Os blastos na MO foram
graduados em: 0, abaixo de 1%, 1, presentes entre 1 e 4%, 2, entre 5 e 9%; e 3, entre
10 e 19%. A identificacédo de blastos circulantes sem a presenca de blastos na MO dos
pacientes em uso de G-CSF nao foi considerada evidéncia de SMD. Em relagao a
dismegacariocitopoese incluiram microformas com nucleos n&o lobulados ou
bilobulados ou varios tamanhos com nucleos ndo lobulados ou ainda multiplos
(CIOC et al., 2010).

Graduaram dispoese segundo critérios da OMS modificados. Como a presenga
da diseritropoese € um achado frequente na AF, para o setor eritroide, os graus 0, 1
e 2 seguiram o mesmo cutoff (ponto de corte) da OMS. Diseritropoese grau 3 foi
definida pela presenga de 10 - 49% de dispoese nas células eritroides e grau 4 com
50% ou mais de dispoese neste setor. Para linhagem granulocitica e
megacariocitica, achados de dispoese foram codificados e graduados como: grau 0,
auséncia de dispoese; grau 1, dispoese presente nas células em numero abaixo de
5%; grau 2, na presenga de 5 a 9% de dispoese celular; grau 3, presenga de
dispoese em 10% ou mais de células analisadas. Para graduagdo de dispoese
ao menos 200 precursores eritroides e 100 neutrofilos (e precursores) foram
analisados (CIOC et al., 2010).

As categorias diagnosticas foram estabelecidas em: ndo-SMD, SMB borderline
e SMD. Quando presente, a SMD foi classificada de acordo com critérios da OMS. A
diseritropoese isolada foi considerada para o diagndstico de SMD (Anemia
Refrataria) em AF se grau 4. Nenhum diagndstico de SMD foi baseado
exclusivamente na presencga de diseritropoese. A presenca de diseritropoese grau 3
(> 10%) foi utilizada como parte de critério para classificar SMD. A categoria borderline

foi utilizada para casos nos quais achados morfolégicos de MO foram marginais: grau
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1 a 3 de diseritropoese acompanhados de grau1 a 2 de disgranulocitopoese ou
grau 2 de dismegacariocitopoese, mas sem aumento de blastos (CIOC et al., 2010).

A diseritropoese foi encontrada em 93,7% dos 111 casos analisados; os
achados mais comuns foram: nucleo de contorno irregular, pontes nucleares e
cariorrexis; em 72 (69,2%) dos 104 casos, a diseritropoese foi a uUnica linhagem
envolvida por dispoese. Dezoito pacientes apresentaram grau 3 de dispoese. Grau 4
detectado em 2 pacientes; ambos com mais de 15% de SA e 1 deles ainda teve
dismegacariocitopoese associada. Aumento de SA foi detectado em 21 casos
(18,9%): 15 pacientes tiveram 1 a 6% de SA e 6 tiveram 17 - 42% de SA (CIOC et
al., 2010).

Em 23 casos (20,7%) houve dismegacariocitopoese caracterizada por:
microformas hipolobuladas ou normolobuladas. Dismegacariocitopoese grau 1 foi
identificada em cinco casos, grau 2 em cinco casos € grau 3 em 13 casos (CIOC
et al., 2010).

Disgranulocitopoese foi detectada em 15 pacientes (13,5%): grau 1 em
quatro, grau 2 em dois e grau 3 em nove casos. Os achados mais frequentes de
dispoese neste setor foram: hipogranularidade ou auséncia de granulos nos
neutrofilos e precursores e hipossegmentagdo neutrofilica (pseudo-Pelger-Huét).
Dos nove casos com aumento do numero de blastos, cinco apresentaram 1,5 a 3% de
blastos, trés tiveram 5 - 7% e 1 com 18%. Um paciente apresentou 4% de blastos
circulantes, sem uso de G-CSF e grau 3 de disgranulocitopoese, mas auséncia de
blastos na MO (CIOC et al., 2010).

Dos 111 casos, 23 (20,7%) foram diagnosticados com SMD e cinco (4,5%)
SMD borderline. Em 83 casos os achados morfolégicos foram insuficientes para
diagnosticar SMD e foram classificados como ndo-SMD. Sindrome mielodisplasica foi
subclassificada em: Citopenia Refrataria com Displasia Multilinhagem (CRDM) em 13
casos; Anemia Refrataria com Excesso de Blastos tipo 1 (AREB-1) em quatro casos;
Anemia Refrataria com Excesso de Blastos tipo 2 em um paciente e Anemia Refrataria
com SA em trés casos e SMD Inclassificavel em dois casos (CIOC et al., 2010).

Anormalidade clonal esteve presente em 36 pacientes (32,4%). A presenca
de anormalidade clonal foi altamente associada (p < 0,001) com a presenca de SMD,
dos 23 casos de SMD, 22 (95%) apresentaram anormalidade clonal; quatro dos cinco
casos com SMD borderline apresentaram anormalidade clonal. A presenga do clone
anormal foi associada a um risco de 73 vezes para SMD e 26 vezes para os casos de
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SMD borderiine; nos 83 pacientes sem SMD, 73 (88%) nao apresentaram anormalidade
clonal. A relagdo entre SMD e anormalidade clonal diferiu significativamente entre os
diferentes parametros morfolégicos: 100% dos pacientes com qualquer grau de
disgranulocitopoese ou aumento de blastos na MO apresentaram anormalidade
cromossOmica (p < 0,01) comparado a 83% dos pacientes com dismegacariocitopoese
(p <0,01), 71% dos casos com SA (p < 0,01) e 33% dos casos com diseritropoese (p =
0,97); ndao houve associagdo significativa entre anormalidade especifica de
citogenética com achado especifico da morfologia de SMD ou SMD borderline (CIOC
et al., 2010).

Yoshimi et al., em 2013, analisaram retrospoectivamente uma coorte de 117
criangas com morfologia de CRI, com MO hipo/normocelular e citogenética normal
ou inadequada para analise; as criangas foram provenientes do European Working
Group of MDS in Children (EWOG-MDS) e o proposito do estudo foi estimar a
prevaléncia da AF nesta coorte. Encontraram 17 criangas (14,5%) com CRI portadoras
de AF. Sete pacientes (6%) foram diagnosticados com AF por apresentarem fenoétipo
da sindrome e apenas um paciente foi diagnosticado por ter um irm&o com AF; nove
pacientes (8%) foram diagnosticados pelo DEB teste na presenga de citopenia.
Concluiram que a realizagdo do DEB teste € mandatdria para criangas que tém CRI
(YOSHIMI et al., 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DO ESTUDO

Estudo observacional descritivo quantitativo com coleta de dados
retrospectiva e prospectiva, que incluiu pacientes com AF procedentes do
ambulatério de AF do HC-UFPR, Curitiba-PR, no periodo de janeiro 2008 a junho de
2010. Foram selecionados aleatoriamente para a realizagcdo da analise de MO

(citologia e histologia) apresentando ou ndo citopenia.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

- Ter o diagnodstico de Anemia de Fanconi, confirmado pelo teste de
hipersensibilidade cromossémica ao diepoxibutano (DEB teste) e/ou
estudo de mutacgoes;

- Nao ter sido submetido a transplante de células tronco hematopoéticas
(TCTH) antes da realizagao da analise de MO;

- Ter disponiveis o material de MO para avaliagdo morfoldgica (citologia e
histologia) e os dados de citogenética convencional realizados da mesma
amostra de MO;

- Ter disponiveis os dados hematimétricos no mesmo momento da analise
de MO.

3.3 CASUISTICA

O Ambulatério de Anemia de Fanconi do Servigo de Transplante de Medula
Ossea do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana realiza mais de
300 atendimentos por ano, com uma média de 30 pacientes com AF novos/ano.
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Cinquenta e cinco pacientes foram elegiveis ao estudo. Os pacientes foram
encaminhados ao Ambulatorio de Anemia de Fanconi por apresentarem alteragcoes
hematologicas, malformagdes congénitas consistentes com AF e historia familiar da
doencga. Informagdes clinicas e demograficas foram obtidas dos prontuarios,
autorizadas pelo Servico de Transplante de Medula Ossea do HC-UFPR.

Foi realizada analise retrospectiva de citologia (mielograma) e histologia
(bidpsia de MO) de 58 amostras de medula 6ssea de 55 pacientes AF no periodo de
janeiro de 2008 a junho de 2010.

A pesquisa atendeu aos preceitos éticos recomendados pelo Conselho
Nacional de Saude. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, de acordo com Resolug¢ao
n.°196, de 10 de outubro de 1996, e n.° 251, de 07 de agosto de 1997, do Conselho
Nacional de Saude do Brasil. O estudo foi liberado de Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (Anexo 1).

3.4 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

O momento da avaliagao da MO ocorreu ao diagnostico em 18 amostras e o
restante durante a evolugcédo da doenca. A mediana de idade na avaliagdo da MO foi de
9,5 anos (variou de 3,3 anos a 28 anos). Quarenta e sete pacientes apresentaram
citopenias em graus variaveis ao diagnéstico; 17 deles plaquetopenia isolada. Onze
pacientes apresentaram hemograma normal ao diagnostico, destes, oito pacientes
foram diagnosticados com AF pela suspeita clinica devido a baixa estatura e a
estigmas genéticos da sindrome; em trés casos o diagnostico foi firmado pelo fato de
os pacientes terem irmao afetado pela mesma doenga (probando).

As caracteristicas clinicas, hematimétricas e moleculares estdo contidas na
Tabela 1.
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TABELA 1 - CARACTERISTICAS CLINICAS, HEMATIMETRICAS E MOLECULARES

PACIENTES
VARIANTES
n %

Idade

<10 anos 30 56,3

>10 anos 25 43,7
Sexo

Feminino 25 455

Masculino 30 54,5
Consanguinidade'"

Ausente 40 72,7

Presente 15 27,3
Numero de malformacgdes'®

Limitadas 38 69,0

Extensas 17 31,0
Citopenia

Auséncia de citopenia 1 1,7

Citopenia leve 27 46,5

Citopenia moderada 13 22,4

Citopenia grave 17 29,4
Subtipos genéticos da AF

N&o identificado na triagem 28 51,0

FANCA 23 41,8

FANCG 3 54

FANCC 1 1,8

FONTE: O autor (2015)

(1) Dados sobre consanguinidade foram obtidos da histéria clinica dos prontuarios;

(2) Malformagbes congénitas foram classificadas em limitadas quando < que trés locais anatdbmicos
estavam envolvidos e como malformagdes extensas quando = trés locais estavam envolvidos,
devendo envolver pelo menos um 6rgéo interno (GUARDIOLA et al., 2000).

3.5 ANALISE DOS DADOS HEMATIMETRICOS DO SANGUE PERIFERICO

Todos os pacientes do estudo realizaram hemograma no mesmo dia da coleta
de medula éssea. Esses hemogramas foram analisados pelo laboratorio de Hematologia
do HC-UFPR, por meio dos analisadores SIEMENSR modelo XE-2100D e XT-2000i,
durante os anos de 2008 e 2009; em 2010 utilizou-se analisador SIEMENS® modelo
Advia 2120. As laminas foram revisadas pelos bioquimicos e técnicos com competéncia
nesta area, ja treinados, seguindo as normas-padréao do aparelho.

Para o presente estudo foram analisados os dados hematimétricos referente a
citopenias, porcentagem de reticulocitos, mondcitos e eventual presenca de blastos.
O RDW, porcentagem de variagdo de volumes das hemacias (do inglés, Red Cell
Distribution Width: RDW), foi utilizado para a quantificagdo da anisopoiquilocitose, que
foi graduada em: grau 1 (RDW = 15 - 16); grau 2 (RDW = 17 - 20); grau 3 (RDW > 20).
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A citopenia foi classificada em trés categorias, de acordo com o nivel de
hemoglobina, contagem absoluta de neutréfilos e contagem de plaquetas definidas
na Tabela 2.

TABELA 2 - CLASSIFICACAO DA CITOPENIA

CLASSIFICAGAO

Leve Moderado Grave
Contagem absoluta de neutrofilos/uL 21000 <1000 <500
Contagem de plaquetas, 10°/uL 250 <50 <30
Hemoglobina, g/dL >8 <8 <8

FONTE: Adaptado de Cioc et al. (2010)

3.6 ANALISE DA MEDULA OSSEA

Para realizacdo do procedimento de coleta de MO, os pacientes foram
primeiramente submetidos a sedacido com midazolan intravenoso na dose de 0,1-
0,2mg/kg e cetamina intravenosa na dose de 1-2mg/kg; posicionados em decubito
lateral com flex&do dos joelhos; submetidos a antissepsia de crista iliaca posterior, em
area pertinente; receberam anestesia local com lidocaina 2% sem vasoconstritor,
contemplando pele e periosteo.

Realizou-se primeiramente a aspiragdo do espago medular, com agulha
propria. Do material aspirado, coletaram-se primeiramente 1ml de MO para realizacao
das extensdes (esfregacgo). A seguir, coletou-se mais 5ml, em agulha heparinizada
(5.000UI/ml), para analise de citogenética convencional.

Num segundo tempo, a biopsia de MO foi realizada pela agulha de Jamshidi,
através do mesmo orificio de entrada, mas alocou-se mais distante ao lado do local
aspirado, assegurando que o fragmento de MO néao fosse da area aspirada. Coletou-
se fragmento cilindrico (ao redor de 2mm de didmetro e 20 - 30mm de comprimento) de
0sso medular por meio desta agulha, alocando-o em frasco contendo formalina a 10%
e processado no servigo de Patologia para preparo (fixagao/descalcificagao/corte) do
material e confec¢do das laminas, segundo a rotina do Departamento de Patologia.

As laminas da extensao receberam a coloragdo de Wright — Giemsa e para
avaliagdo de ferro medular realizado coloragdo de Perls (hemossiderina) no
laboratério de Hematologia do HC-UFPR (Anexo 2).
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A anadlise deste material foi padronizada baseado em uma lista de achados

morfolégicos que se encontra no formulario. O objetivo desta padronizagéo foi

disciplinar a analise setorizada no sentido de evitar a subjetividade. Este formulario

foi construido segundo experiéncia pessoal da Professora Ligia Niero-Melo que possui

longa e reconhecida experiéncia em morfologia. O registro da analise das extensdes

atendeu a sequéncia a seguir:

a)

b)

f)

qualidade da coloracdo das extensdes no sentido de avaliar a

potencialidade de um exame acurado;

representatividade do material: presenga de, no minimo, trés espiculas

grandes (pequenos fragmentos de particulas de MO mais densamente

povoadas) ou cinco espiculas pequenas, com trilhas (pela carreira de
células mais densamente colocadas e que se segue as espiculas);
celularidade: foi definida como aplasica, hipocelular, normocelular ou
hipercelular;

numero de células avaliado e que representou a amostra; no caso, como as

amostras sao per se hipocelulares, foram avaliadas em toda sua extensao;

reconhecimento de atipia em citologia: quando ha perda da uniformidade
das células, individualmente, em relagéo a sua contrapartida normal (isto
€, reconhecimento de uma célula como pertencente a determinado setor

e estagio maturativo, mas esta mostra-se diferente do contexto tido

como desenvolvimento normal e fisioldgico). Foi considerada presenga

de atipia quando houve = 10% de células com algum grau de atipia na
linhagem em questdo. Os achados de diseritropese, disgranulocitopoese

e dismegacariocitopoese foram graduados em grau 0 (auséncia de

displasia), grau 1 (< 5% das células do setor), grau 2 (entre 5 - 9% das

células do setor) ou grau 3 (= 10% das células do setor).

o Setor Eritréide foi avaliado considerando-se a ocorréncia = 10% de:

» Celularidade, definida entre: hipoplasica, normoplasica ou hiperplasica
e sua relagdo numérica com granulécitos (RGE);

» Retardo maturativo: quebra da maturagdo normal, definida pelo
grau de hemoglobinizag&o; ou seja, considera-se normal quando ha
hemoglobinizagdo sequencial entre os estagios de eritroblastos
basofilicos — menos hemoglobinizados, e ortocromaticos — mais

hemoglobinizados, @ com  predominio de formas menos
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hemoglobinizadas. O retardo maturativo quebra esta sequéncia, com
acumulo em fases basofilica/policromatica;

Assincronismo maturativo nucleo-citoplasmatico: nao ha
correspondéncia entre a atrasada condensacgao/picnose da cromatina,
e a avangada hemoglobinizagéo citoplasmatica (cromatina fina com
perda da da basofilia citoplasmatica);

Formas megaloblastoides: corresponde a aumento do tamanho celular,
acompanhado de cromatina menos grumosa (nucleo em "fatia de
salame hamburgués"), mas com citoplasma em maturagao.

Mitoses andémalas: mitoses cuja formagdo de fuso é perdida,
visualizando-se formas bizarras (despolarizadas);

Multinuclearidade: eritroblastos bitrinucleares;

Apoptose: visualizada quando ha eritroblastos "agonizantes" (nucleos
em degeneragao tipo hidrépica, com projec¢des citoplasmaticas tipo
"blebs" e (ou) fragmentos nucleares em formagéo crescente junto a
membrana nuclear; cariorrexis);

Falhas de hemoglobinizagao: visualizadas como "espagos em branco"
dentro do citoplasma do eritroblasto, mas que nao tém configuragao
de vacuolos;

Vacuolizagao citoplasmatica;

Pontes internucleares, fragmentos nucleares (visualizados como
fragmentos de cromatina que ndo fazem corpo com a maior porgao
do nucleo);

Formas bizarras, atipicas, aberrantes (visualizadas como eritroblastos
nitidamente anormais na sua estrutura e maturagao);

Sideroblastos em anel: considerados quando exibem = 5 granulos de
hemossiderina ao redor do nucleo ou arco de 1/3 da circunferéncia do

nucleo do eritroblasto, analisados segundo a presenga ou auséncia.

o Setor Granulocitico foi avaliado considerando-se a ocorréncia = 10% de:

Retardo maturativo: quebra da maturagdo normal (maturagéo
normal & definida pelo grau de sequéncia ordenada qualitativa e
quantitativamente entre: mieloblastos_MB; promielocitos PMC;
mielocitos. MC; metamielocitos. MMC; bastonetes_bast;
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segmentados_segm; ou seja, considera-se normal quando ha

sequéncia entre os estagios de granuldcitos neutréfilos na ordem

acima discriminada), com predominio de formas menos maduras,

considerando-se o tempo de transito medular de bastonetes e

segmentados. O retardo maturativo quebra esta sequéncia, com

acumulo em fases mais imaturas (MB-PMC_MC_MMC);

Assincronismo maturativo entre nucleo-citoplasma: definido por

ocorréncia de nucléolos em metamieldcitos; granulagdo primaria em

mielécitos;

Alteragdes megaloblastoides (Tempka-Braiin): definidas por:

aumento de tamanho em fase de mielocitos e metamieldcitos;

bastonetes gigantes com carga tetraploide de duplicagdo nuclear;

Degranulag¢ées: hipogranularidade e (ou) distribuigcdo heterogénea;

Formas pelgeroides ou pseudo-Pelger-Hiiet: hipossegmentagao

ou segmentagao em espelho; hipogranulagao;

Donut cells (células em rosca);

Com ou sem bastonetes ou corpo de Auer (fusdo de granulos em

células imaturas e atipicas);

Blastos com citoplasma granulocitico e nucleo monocitoéide:

correspondem a formas "mistas”, ou seja, tém citoplasma claramente

granulocitico e nucleo claramente monocitoide, em geral com grande
massa de cromatina e nucléolos pequenos;

Outras formas imaturas, bizarras, atipicas, aberrantes:

correspondem a formas grandes, com nucleos bizarros, pleomoérficos,

imaturos, que n&o "respeitam" as caracteristicas de uma linhagem
bem formada; ou seja, tém formas aberrantes e anémalas;

Com ou sem eosinofilia, mas com granulagdes grosseiras e displasicas;

Mieloblastos tipos |, Il ou lll, deve-se observar:

- Podem coexistir no mesmo paciente e na mesma amostra;

- Contagem de blastos em minimo de 200 células da celularidade
total, exceto quando a série eritroide for = 50% da celularidade
da amostra;

- Blastos tipo |: sdo menores, possuem alta relagdo nucleo-
citoplasmatica (RNC), cromatina reticulada, fina, ndo condensada,
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1-3 nucléolos notérios, citoplasma diafano, basofilia discreta, sem
granulos, sem bastonete Auer; ttm menos que 5 granulos azurofilos;

- Blastos tipo Il: em geral maiores que o |, mas de menor RNC,
discreta granulagao primaria (azurdéfila), cromatina mais condensada,
1-3 nucléolos notodrios e Golgi proeminente; tém entre 5 e 20
granulos azurdfilos;

- Blastos tipo lll: sdo semelhantes aos do tipo II, mas com
granulagao azurdfila mais abundante (= 20 grénulos), sem
granulagao secundaria (metacromatica) e sem zona de Golgi (ou

"hof" perinuclear, para diferenciar de promielécitos.

h) o Setor Megacariocitico foi avaliado considerando-se a ocorréncia 2 10%
dos quatro tipos de atipias, a saber:
» Ndcleos fragmentados: hipersegmentados e sem aparente ligagéao
entre os lobos;
» Bilobados;
» Monoformas grandes ou pequenas: formas sem lobulagao;
» Microformas: igual a 2 vezes o tamanho do neutrdfilo, ou seja, 20-30 pm.

Notas:

1) A contagem foi realizada em pelo menos 10 megacaridcitos, quando possivel.
Quando houve intensa hipoplasia deste setor e n&o foram vistos megacariocitos em
numero de 10 ou mais, avaliou-se dispoese nas raras formas existentes, comparando-se
a histologia, para melhor caracterizagéo.

2) Deve-se diferenciar microformas de megacarioblastos.

O setor imuno-estromal foi avaliado considerando-se a presenca de linfocitos,
plasmdcitos, macrofagos, mastocitos, osteoblastos, osteoclastos, hematogébnias e
sombras celulares.

O preparo das laminas da histologia iniciou-se com a fixagdo do cilindro de
0sso medular em formol a 10% no maximo por 24 horas; descalcificou-se com acido
férmico a 8%, durante a noite (12 horas). Lavou-se em agua corrente e foram
incluidas em parafina para posterior corte em micrétomo apropriado. A Hematoxilina-

Eosina (HE) e a impregnacgéo pela prata (reticulina) foram as coloragdes utilizadas.
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O método utilizado para a realizagédo da citogenética de MO foi cultivo celular

de curta duragdo seguido de hipotonizagdo. Uma interpretagao citogenética consistente

requer a presenca de ao menos 20 metafases analisadas. As anormalidades encontradas

foram caracterizadas de acordo com o International System for Human Cytogenetic
Nomenclature 2005 (ISCN).

As laminas da histologia revisadas, procedentes da biopsia de MO, foram

processadas pelo laboratério de anatomia patolégica do HC-UFPR.

Para analise de celularidade na histologia, estabeleceu-se a proporgéo

entre parénquima e gordura (% gordura versus % tecido medular na amostra total) e

foram consideradas:

Hipoplasia — tecido/gordura abaixo de 1/3 (menos de 30% de tecido medular;
Normal — 1/3 abaixo do tecido/gordura menor que 1/1 (tecido medular
entre 30 e 50%);

Hiperplasia — tecido/gordura maior que 1/1 (tecido medular mais que 50%).

Na histologia da MO, foram considerados e analisados:

a)
b)

d)

Tamanho do fragmento 0sseo;

Representatividade do material: todos os cortes analisados deveriam ter
pelo menos cinco espagos intertrabeculares — EIT (espagos entre as
trabéculas, compreendendo: endosteo, sinusoide central e o parénquima
entre eles), excetuando-se areas paracortical, cartilagem ou artefatuadas
pelo corte;

Celularidade global e setorial: distribuicdo de celularidade hetero ou
homogénea nos diversos EIT (ou seja, quando houve areas claramente
aplasicas, alternadas com areas claramente hipercelulares);

Ectopias: correspondem aos nichos que ndo sao os fisiologicos
(eritroblastos e megacariocitos de localizagéo paratarabecular; granulécitos
imaturos de localizagao central); podem se apresentar como agrupamento
de células imaturas de localizagdo anormal (ALIP- Abnormal Localization of
Immature Precursors: sao mieloblastos e (ou) promielécitos em numero
2 5 células, agrupadas ao redor de capilar central; ndo se deve confundir

com focos eritroides megaloblasticos);
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Atipias: Foi considerada presenga de atipia quando se observaram
nichos ectopicos e células com algum grau de atipia na linhagem em
questdo, embora a morfologia tenha melhor representatividade na
analise da citologia. Os achados de diseritropese, disgranulocitopoese e
dismegacariocitopoese foram graduados em grau 0 (auséncia de
displasia), grau 1 (< 5% das células do setor), grau 2 (entre 5 - 9% das
células do setor) ou grau 3 (= 10% das células do setor);

Estroma: avaliado segundo a presenga de fibrose, ectasia vascular,
componente reativo com edema, hemorragia, plasmocitose, linfocitose,
macréfagos (com ou sem hemossiderina) etc.;

Retardo maturativo eritroide: presenca de focos de pro-eritroblastos
para-endosteais (ectépicos);

Setor megacariocitico: avaliagdo quanto a hipoplasia, normoplasia,
hiperplasia morfolégicas: microformas, monoformas, formas bilobadas,
lobos fragmentados; podem estar agrupadas em clusters
paratrabeculares (nichos ectopicos);

Alteragoes megaloblastoides: eritroides e (ou) granulociticas, quanto

ao tamanho e caracterisiticas de maturacgao;

Na ocorréncia de disparidade de representacdo de MO, entre citologia

(mielograma) e histologia (biépsia), considerou-se sempre o seguinte critério:

se ambos os materiais ndo eram suficientemente representativos, o caso
era excluido;

na ocorréncia de mielograma altamente representativo, mas sem a
correspondéncia na BMO, ou na ocorréncia de histologia bastante
representativa, mas sem a correspondéncia no mielograma, considerou-se
que: se a citologia traduzisse os critérios analisados, ou seja, se aquilo
que se via era inquestionavel, considerou-se suficiente este material,
da mesma maneira se a histologia fosse representativa com material
inquestionavel, considerou-se suficiente o material, mesmo com citologia

insuficiente.
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3.7 CATEGORIAS DE SMD

A analise quantitativa da dispoese seguiu os critérios da OMS ou World
Health Organzation — WHO (SWERDLOW et al., 2008) para SMD, que gradua
linhagem granulocitica e megacariocitica em: grau 0 (ausente), grau 1 (abaixo de
5%), grau 2 (5 - 9%) e grau 3 (= 10%). Para graduagdo de dispoese, foram
avaliados no minimo 200 eritroblastos e pelo menos 100 precursores granulociticos.
Todos 0os megacariocitos presentes foram avaliados. Como diseritropoese € achado
frequente na AF, os critérios foram modificados para quatro niveis, a saber: grau 0:
dispoese ausente; grau 1: com dispoese menor que 10%; grau 2: dispoese entre 10
e 30%; grau 3: acima de 30%.
Os achados morfologicos foram distribuidos em trés categorias conforme
Cioc et al. (2010):
1) n&o-SMD: auséncia de disgranulocitopoese, dismegacariocitopoese ou
diseritropoese grau 3.
2) SMD borderline: quando os achados morfolégicos de medula dssea
foram sugestivos de SMD, mas nao atingiram o valor de corte para o
diagnostico. Foi definida como grau 1 a 2 de diseritropoese acompanhado
por disgranulocitopoese grau 1 ou grau 2, ou dismegacariocitopoese
grau 2, mas auséncia de aumento de blastos;
3) SMD: se havia presenga de ao menos 10% de dispoese nas células da
linhagem mieloide, ao menos 15% de sideroblastos em anel, ao menos
2% de blastos em sangue periférico ou ao menos 5% de blastos em
medula 6ssea. A Diseritropoese isolada foi considerada diagndéstico de
SMD s6 quando foi grau 3. Nenhum diagnéstico de SMD foi baseado

exclusivamente na presenca de diseritropoese grau 1 ou 2.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis qualitativas estdo descritas por frequéncias e percentuais. As

variaveis quantitativas por meio de médias, medianas, valor minimo e valor maximo.
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A associagao entre variaveis qualitativas dicotdmicas foi avaliada pelo teste
exato de Fisher e pelo teste Qui-quadrado, de acordo com as frequéncias observadas.
O teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, ndo paramétrico, foi utilizado para comparar
variaveis continuas assimétricas, enquanto o teste t de Student para variaveis
continuas simétricas.

Valores de p < 0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram
analisados com o softwere R version 3.0.2 (ARANGO, 2003; R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2015).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DOS VALORES HEMATIMETRICOS

A citopenia estava presente na forma leve em 27 amostras, moderada em 13
e grave em 17. Um paciente apresentou hemograma normal no momento da analise
da MO. Em 18 amostras a hemoglobina foi < 10g/dL, sendo sete delas < 8g/dL;
a macrocitose estava presente na maioria dos pacientes (n = 54) com VCM > 90 fL.
Anisopoiquilocitose, indicada pelo RDW, foi evidenciada em 33 pacientes (57%)
graduados em: grau 1 com RDW = 15 - 16 fL (n = 22), grau 2 com RDW= 17 - 20 fL
(n =5) e grau 3 com RDW > 20 fL (n = 6). Trombocitopenia inferior a 50.000/pL foi
encontrada em 29 amostras, sendo 16 delas abaixo de 30.000/uL. Neutropenia
estava presente em 28 amostras, 12 delas abaixo de 500/uL. Nenhum paciente
apresentou blastos em sangue periférico.

TABELA 3 - COMPARACAO ENTRE AS MEDIANAS DOS DADOS HEMATIMETRICOS DE ACORDO COM A

PRESENCA DE SMD
DADOS SMD/SMD % _
HEMATIMETRICOS BORDERLINE (n=22) NAO-SMD (n=33) VALOR DE p
Hb g/dL 11,4 (7,9 — 14) 10,5 (5,9 — 13,8) 0,38
VCM fL 100 (91 — 109) 100,9 (87,8 — 112,9) 0,63
RDW fL 15,7 (12,5 — 24,2) 14,5 (12,3 — 23,1) 0,41
Leucécitos/pL 3450 (1790 — 11370) 3590 (1340 — 6800) 0,68
Neutréfilos/pL 1182(135 — 4939) 967 (112 — 3029) 0,69
Mondcitos/pL 196 (0 — 1705) 230 (13 — 643) 0,68
Plaquetas/L 52 (9 — 285) 42 (6-217) 0,48

FONTE: O autor (2015)
Nota: Teste de Mann-whitney.

4.2 ANALISE DE MEDULA OSSEA

Foram analisadas 58 amostras de citologia e histologia de medula éssea de
55 pacientes. Foram excluidos cinco casos devido a material insuficiente para
analise na citologia ou na histologia por numero insuficiente de espacos intertrabeculares.
As amostras foram coletadas em momentos diferentes da evolugdo da doenca: 18
pacientes realizaram analise ao diagndstico da AF, nos outros pacientes a amostra
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foi obtida durante o seguimento ambulatorial em fases diversas da AF. A mediana de
tempo entre o diagndstico e a realizagdo da avaliagado da MO foi de 519 dias (variou
de 1 dia a 3429 dias).

A celularidade da MO foi normal em 10 amostras, hipocelular em 29 e
aplasica em 14. Nao foram encontrados pacientes com MO hipercelular neste estudo.
Na analise da distribuicdo de parénquima e de gordura na MO foi demonstrado que
64% (n = 16) dos pacientes que apresentaram distribuicdo heterogénea também
apresentaram morfologia para SMD/SMD borderline. Ja os pacientes com distribuicao
homogénea, 78% (n = 22) deles ndo apresentaram SMD.

Diseritropoese estava presente em 68% dos casos (n = 36); sendo grau 1
em 17, grau 2 em 17 e grau 3 em apenas dois casos. Os achados morfolégicos mais
frequentes foram (Tabela 4): pontes intercelulares, apoptose, anisopoiquilocitose e
falha de hemoglobinizagdo. Dentre as alteragdes nucleares, encontraram-se: pontes
internucleares, multinuclearidade e nucleo foliar. A dispoese isolada na linhagem
eritroide foi de 26,4% (n = 14), sendo diseritropoese grau 2 em trés casos e grau 1

em 11 casos.

TABELA 4 - ACHADOS MORFOLOGICOS DE DISERITROPOESE

ACHADOS
MORFOLOGICOS

Multinuclearidade
Ponte internuclear
Nucleo foliar

Nucleo "fatia salame"
Falhas de Hemoglobinizagao
Células em apoptose
Mitoses atipicas
Ponte Intercelular
Howell-Jolly
Pontiados basoéfilos
Macrocitose oval
Dacrio-elipto-esquiso
Dimorfismo
Policromasia
Anisocitose

FONTE: O autor (2015)
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Sideroblastos anelares (SA) estavam presentes em quatro pacientes em
numero inferior a 5%, todos com diseritropoese (MDS boderline em 2 pacientes, Nao-
SMD em 1, AREB-1 em 1). Sideroblastos ndo anelares foram observados em trés
pacientes (1-3%), também na presenca de diseritropoese (Nao-SMD, AREB-1,
CRDM).
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Disgranulocitopoese foi detectada em 41% das amostras (n = 22) sendo: grau 1
em 8, grau 2 em 3 e grau 3 em 11 amostras. Os achados morfoldégicos mais
frequentes foram assincronismo nucleo-citoplasmatico, presengca de neutrdfilos
hipossegmentados ou pseudo-Pelger-Hlet, hipogranularidade e apoptose (Tabela 5).
A presencga de blastos foi encontrada em seis pacientes, mas apenas trés deles
tinham um numero de blastos entre 5 e 6%, classificados como AREB-1; outros quatro
casos apresentaram contagem entre 1 e 3% de blastos.

TABELA 5 - ACHADOS MORFOLOGICOS DE DISGRANULOCITOPOESE

ACHADOS
MORFOLOGICOS

Assincronismo N/C"
Hof perinuclear
Apoptose

Pseudo Pelger-Huet
Células em rosca
Vacuolizagbes
Polilobocitose
Blastos (1,IL,111)
Hipogranularidade

FONTE: O autor (2015)
NOTA: (1) N/C: nucleo/citoplasma.
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Dismegacariocitopoese foi verificada em apenas 7 (15%) amostras de MO,
sendo grau 1 em trés, grau 2 em cinco e grau 3 em uma amostra. Os achados
morfolégicos mais frequentes foram: megacariocitos hipogranulares, hipolobulados,
microformas e monoformas.

TABELA 6 - ACHADOS MORFOLOGICOS DE DISMEGACARIOCITOPOESE

ACHADOS
MORFOLOGICOS

Hipolobulados 1
Monoformas
Microformas
Fragmentados
Hipogranulares
Plaquetas agranulares
Megaplaquetas - - - -
Megacarioblastos - - -

FONTE: O autor (2015)

GRAU 1 GRAU 2 GRAU 3 TOTAL
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4.3 CLASSIFICAGAO DA SMD

A SMD foi confirmada em 13 amostras, 20% pacientes (n = 11), sendo
classificados como citopenia refrataria com displasia multiinhagem (CRDM) em 10
amostras e AREB-1 em trés. Dois pacientes foram submetidos a duas coletas,
portanto duas amostras e duas analises. Coincidentemente, ambos foram classificados
com AREB-1 na primeira analise e na segunda passaram para CRDM. O intervalo
entre as avaliagdes de MO destes dois pacientes foi de 4 meses e 1 ano e 6 meses.
SMD borderline foi detectada em nove amostras. Um terceiro paciente foi submetido
a uma segunda analise apos 1 ano de seguimento clinico, passou de ndo-SMD para
SMD borderline com MO hipocelular.

Os casos que nao atingiram critérios para SMD ou SMD borderline foram
categorizados como n&o-SMD, sendo: 14 casos com aplasia medular, 15 casos com
MO hipocelular e 2 casos com MO normocelular.

TABELA 7 - CARACTERISTICAS CLINICAS DE ACORDO COM A CLASSIFICAGAO DA SMD

SMD/SMD
VARIANTES BORDERLINE N-SMD VALOR DE p

Idade 10,00 (+5,46) 10,16 (£3,70) 0,47 1
Sexo (M/F) 10/10 20/13 0,63 z
Consanguinidade (P/A) 4/16 10/23 0,52 J
Malformacdes (L/E) 13/7 23/10 0,76 °
Citopenia

Auséncia 1 0

Citopenia leve 10 13 0,503

Citopenia moderada 4 8

Citopenia grave 5 12
Subtipos genéticos

N&o identificado na triagem 13 16

FANCA 5 16 0,14°

FANCG 1 1

FANCC 1 0

FONTE: O autor (2015)
NOTA: M = masculino; F= feminino; P = presente; A = ausente; L = limitadas; E = extensas.
! teste de Wilcoxon-Mann-Whitney ? teste de Qui-quadrado de Pearson ® teste exato de Fisher

4.4 CITOGENETICA CONVENCIONAL

Cinquenta e oito amostras de MO foram submetidas a analise citogenética
pelo laboratorio de citogenética do HC-UFPR. Destas, 47 apresentaram cariétipo
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normal e nove amostras apresentaram anormalidade clonal (Tabela 8). Em duas

amostras nao foi possivel a analise devido a auséncia de metafases.

TABELA 8 - ANORMALIDADES CITOGENETICAS

AMOSTRAS SMD CARIOTIPO ALTERADO
6 MI* 46,XY,der(16)t(1;16)(q12q24)[5]/46 XY [15]
10 CRDM 46,XY,dup(1)(q12932)[6]/46,XY[14]
16 CRDM 46,XX,del(6)(q22)[2]/46,XX[20]
22 SMD Borderline 47 XY, +21[4]/46, XY[16]
25 CRDM 39~46,XY,dup(2)(q23933)[6]/46,XY[14]
32 CRDM 47 XX, +1[17]/49~57 sl,...[3]
38 SMD Borderline 39~46,XY,+1,der(1;14)(p10;q10)[10]/43~46,sl,add(18)(p10)[10]
44 SMD Borderline 46,XY,-14,+mar[2]/42~46 XY[18]
58 N-SMD* 46,XY,del(11)(q23)[3]/46, XY[17]

FONTE: O autor (2015)
NOTA: MI: material insuficiente; N-SMD: auséncia de SMD.

Dentre os nove casos com anormalidade clonal, sete apresentavam
SMD/SMD borderline (CRDM = 4; SMD borderline = 3); apenas um caso apresentava

anormalidade clonal sem sinal de dispoese em MO. A presenca de anormalidade

clonal foi associada com a presenca de SMD (p = 0,01) (Tabela 9).

TABELA 9- ASSOCIACAO ENTRE DIAGNOSTICO MORFOLOGICO E
ACHADOS DE CITOGENETICA EM PACIENTES AF

DIAGNOSTICO MORFOLOGICO

CITOGENETICA

Anormal Normal
SMD (n= 13) 4 9
SMD borderline (n= 9) 3 6
Nao-SMD (n= 28) 1 27

FONTE: O autor (2015)

NOTA: SMD: Sindrome mielodisplasica.
Teste exato de Fisher: p = 0,01
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5 DISCUSSAO

A dificuldade em definir a SMD em pacientes com AF €& claramente
demonstrada na literatura internacional (BUTTURINI et al., 1994; ALTER, 2000;
CIOC et al., 2010; METHA, 2010; QUENTIN, 2011). Atualmente os principais centros
envolvidos no diagndstico e tratamento da AF procuram estabelecer a melhor
caracterizagdo morfolégica para uma correta definicdo desta condicdo que pode
contribuir para decisdes terapéuticas mais apropriadas para cada caso (CIOC et al.,
2010; METHA, 2010; QUENTIN, 2011).

Este é o primeiro estudo brasileiro que analisa as alteragbes morfoldgicas da
medula 6ssea dos pacientes com AF, ndo submetidos a TCTH. A analise das 58
amostras incluidas neste estudo pode ser considerada uma das maiores casuisticas
reportadas na literatura devido a raridade desta doenga. Como a subjetividade é um
problema constante na avaliagdo morfolégica da SMD, particularmente ardua no
contexto das sindromes de faléncia medulares hereditarias, torna-se dificil estabelecer
os limites da normalidade (SWERDLOW et al., 2008; CANTU et al., 2005; HASLE H,
2007). Neste sentido, este estudo contribuiu com o detalhamento da dispoese da MO
por um formulario que destaca todos os possiveis achados da morfologia disciplinando
o olhar do hematologista. Nos ultimos 15 anos apenas dois outros estudos abordaram
este tema, fato que valoriza o presente trabalho, com este numero expressivo de
pacientes, contribuindo para a padronizacdo da analise morfolégica e melhor
entendimento da SMD na AF (ALTER et al., 2000; CIOC et al., 2010).

A classificagdo da OMS é a mais utilizada entre os hematologistas para o
diagnostico da SMD. Como esta classificacdo € mais genérica, ela ndo se atém as
particularidades morfologicas especificas encontradas nas sindromes de faléncia
medula hereditarias (SWERDLOW et al., 2008).

O presente estudo adotou os critérios morfolégicos utilizados pelo Servigo de
Hematologia da Universidade de Minnesota para classificagdo da SMD na AF. Nos
quais a presenga de ao menos 10% de dispoese em uma linhagem mieldide foi
critério para classificar a SMD, exceto no caso da diseritropoese isolada ser exigido
ao menos 50% de dispoese (grau 4). Utilizamos a classificagdo de SMD borderline
para os pacientes que apresentaram dispoese marginal.
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A avaliagdo da histologia proporcionou analise mais fidedigna da celularidade
da MO além de contribuir para uma melhor avaliagao da distribuicdo do parénquima e
da gordura na MO. A presenga do padrao heterogéneo da distribuigdo do parénquima
e da gordura foi significantemente maior nos pacientes com SMD e SMD borderline
(p < 0,01). Em importante estudo sobre classificagdao e diferenciagdo de SMD
hipocelular e anemia aplastica grave da infancia, Baumann et al. demonstraram que
existe padrao de distribuigdo celular desigual entre parénquima e gordura na SMD
hipocelular assim como encontrado neste estudo (BAUMANN et al.,, 2012). Na
presente analise, a celularidade da MO foi normal em 19% das amostras e hipocelular
em 54% e significantemente maior nos pacientes com SMD e SMD borderline (p <
0,01). Entretanto, ndo houve MO hipercelular nesta casuistica, da mesma maneira
que Cioc et al. demonstraram em seu estudo, onde apenas dois pacientes com
SMD/SMD borderline apresentaram MO hipercelular. Entdo, MO hipercelular per se
nao parece ser critério adequado para SMD em pacientes com AF, especialmente
devido a citopenias estarem presentes ao diagnéstico desta sindrome (CIOC et al., 2010).

A diseritropoese, amplamente conhecida na AF, estava presente em 70% dos
casos. Ela foi caracterizada por assincronismo entre nucleo e citoplasma, multinuclearidade
ou binuclearidade de células eritroides e presenca de fragmentagao nuclear, como ja
relatados na literatura (ALTER et al., 2000; CIOC et al., 2010). Somente a diseritropoese
encontrada em mais de 10% dos elementos foi considerada como um dos componentes
para diagnéstico da SMD. A diseritropose grau 4 isolada ndo foi encontrada em
nosso estudo, assim como demonstrado estar presente em raros casos reportados
na literatura (ALTER et al., 2000; CIOC et al., 2010).

A disgranulocitopoese foi detectada em 41% das amostras, estando presente
na maioria dos casos de SMD graduada em grau 3 (84%). Todos os pacientes com
SMD borderline apresentaram disgranulocitopoese marginal, ou seja, dispoese abaixo
de 10% das células desta linhagem. Os achados morfolégicos mais frequentes foram:
assincronismo nucleo-citoplasma, pseudo-Pelger-Huet, apoptose e hipogranularidade
neutrofilica. Cioc et al. relataram disgranulocitopoese, tendo como achado mais
frequente hipogranularidade neutrofilica seguida de hipossegmentagdo nuclear
(pseudo-Pelger-Huet), presentes em 15% dos pacientes com AF (CIOC et al., 2010).
No presente estudo, a disgranulocitopoese foi encontrada somente nos pacientes com
SMD e SMD borderline, tornando-se um importante indicador da presenca de SMD.
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Em nossa casuistica, apenas trés casos atingiram numero de blastos entre 5
e 6% permitindo-os serem classificados como AREB-1. O aumento de blastos,
embora ser critério confiavel, ndo foi achado morfolégico frequente nos pacientes
com AF e SMD, por isso usa-lo como exigéncia para o diagnostico de SMD poderia ser
restritivo. Mesmo na classificagdo da OMS para SMD da infancia, AREB representa
uma minoria de casos. Cioc et al. também encontraram apenas quatro pacientes
com AREB-1 (HASLE et al., 2003; SWERDLOW et al., 2008; CIOC et al., 2010;
NIEMEYER e BAUMANN, 2011).

A dismegacariocitopoese, esteve presente em apenas 15% dos pacientes do
nosso estudo, semelhante aos achados da literatura (CIOC et al., 2010). Foi caracterizada
pela analise histologica por distribuicdo paratrabecular dos megacariécitos e pela
presenca de microformas isoladas ou em cluster. Na citologia, os achados morfologicos
de dismegacariocitopoese mais frequentes foram: Hipogranularidade celular,
megacariocitos fragmentados seguido de monoformas e hipolobulag&o nuclear.

Dos 13 pacientes que preencheram critério diagnéstico para SMD, todos
apresentaram diseritropoese grau 3. Onze casos apresentaram disgranulocitopoese
grau 3 associado a diseritropoese grau 3. Em apenas dois casos a dismegacariocitopoese
foi grau 3 associado a disgranulocitopoese grau 2 e diseritropoese grau 3. Todos os
pacientes classificados como SMD apresentaram diseritropoese acima de 10% associado
a pelo menos 10% de dispoese nas linhagens granulocitica ou megacariocitica.
Entdo, apesar de considerarmos 10% de dispoese na linhagem mieldide como
critério diagndstico, todos os pacientes classificados como SMD apresentaram ao
menos 20% de dispoese envolvendo mais de uma linhagem celular. Alter et al., em
2000, consideraram SMD morfolégica na AF quando a dispoese estivesse presente
em duas linhagens com ao menos 20% das células alteradas nas linhagens
mieldides (ALTER et al., 2000; CIOC et al., 2010; HASLE, 2011).

A SMD foi diagnosticada morfologicamente em 20% dos pacientes, sendo a
CRDM o subtipo mais comum desta série de casos. Encontramos apenas trés casos
de AREB-1. A displasia unilinhagem acometendo ao menos 10% da linhagem e
restrita a linhagem granulocitica ou megacariocitica ndo foi encontrada neste estudo.
No estudo de Cioc et al., a SMD foi diagnosticada em 20,7% dos pacientes
utilizando os mesmos critérios. Também encontraram como tipo mais frequente de
SMD a CRDM seguido de AREB-1. Encontraram apenas 3 casos com tipo ARSA. A
incidéncia de SMD em pacientes com AF na literatura é restrita a poucos estudos e
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variou de 11 a 34%, porém diferem em relagao a idade e fase da doenga quando a
amostra foi obtida (SCHAISON et al., 1983; BUTTURINI et al., 1994; ALTER, 2000;
CIOC et al., 2010).

A SMD borderline foi encontrada em nove casos (15%), todos apresentaram
diseritropoese associado a disgranulocitopoese abaixo de 10% das células de cada
linhagem, apenas trés casos apresentaram também disgranulocitopoese e a citogenética
convencional mostrou anormalidade clonal em trés deles. Cioc et al. diagnosticaram
5 pacientes com SMD borderline em sua analise (4,5%) e quatro deles apresentaram
anormalidade clonal em citogenética molecular. Nestes pacientes com SMD borderline,
os achados marginais de disgranulocitopoese ou dismegacariocitopoese se somados a
diseritropoese frequente, totalizariam os 10% de dispoese mieldide obrigatério para
o diagnostico de CRI da classificagdo da OMS de 2008, ou seja, SMD borderline
seria um correspondente da CRI. Entdo, a deteccdo de um menor grau de dispoese
em linhagem granulocitica e megacariocitica, deve ser correlacionada com resultado
de citogenética e pode ter impacto significante no monitoramento e nas decisdes
terapéuticas destes pacientes.

O aumento da contagem de blastos, juntamente da presenga de MO
hipercelular e anormalidade clonal persistente sdo os critérios propostos pela OMS
em 2008 para diagnostico de SMD nas faléncias medulares congénitas. Nossos
achados de poucos casos de AREB-1 e nenhum paciente com SMD apresentando
MO hipercelular, corroboram com Cioc et al. e sugerem que a classificagdo OMS de
2008 para SMD deva ser baseada em critérios diferentes para pacientes com AF
(SWERDLOW et al., 2008; CIOC et al., 2010; HASLE; NIEMEYER, 2011).

Em nossa casuistica, a presenca de alteracao clonal foi correlacionada com a
evidéncia morfolégica de SMD e SMD borderline (p<0,01). Na analise de citogenética
convencional, aproximadamente 20% dos paciente apresentaram alteracdo clonal
envolvendo duas ou mais metafases, a maioria deles pertencentes ao grupo com
morfologia para SMD e SMD borderline.

Nove pacientes deste estudo apresentaram anormalidade citogenética clonal,
sete deles foram classificados como SMD ou SMD borderline. A anormalidade
envolvendo cromossomo 1 estava presente em quatro casos. Estas anormalidades
deste cromossomo (duplicagdo de seguimento, rearranjo estrutural, trissomia ou
trissomia parcial) sdo sabidamente frequentes na AF (AUERBACH and ALLEN,
1991; MAAREK, 1996; ALTER, 2000; METHA, 2010; CIOC, 2010; QUENTIN, 2011).
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Também se encontrou anormalidade cromossdmicas envolvendo cromossomos 2, 6
e 14 nos pacientes com SMD ou SMD borderline neste estudo. Estas anormalidades
ja foram descritas na literatura e associadas ao diagnéstico de SMD (ALTER et al.,
2000). A trissomia do cromossomo 21 esteve presente em um paciente com SMD
borderline. Quentin et al., em 2011, incluiram uma leséo criptica (translocacao,
delecdo ou mutagao) envolvendo RUNX1/AML1 (gene supressor tumoral, localizado no
cromossomo 21) a um padrao especifico de anormalidades gendmicas envolvendo
cromossomo 3 e 7, associando-as ao desenvolvimento de SMD e leucemia em
pacientes com AF (QUENTIN et al., 2012).

Anormalidades evolvendo cromossomos 1, 3, 7 e 21 sdo as mais frequentes
encontradas na AF, sendo definida por varios autores como um padrao especifico de
anormalidades citogenéticas que ocorrem na SMD associado a AF (METHA, 2010;
CIOC et al., 2010; QUENTIN, 2011). Na nossa casuistica 0 numero de anormalidades
citogenéticas encontrado foi pequeno; este fato pode ser atribuido a auséncia do
estudo de citogenética molecular. Nenhum caso deste estudo apresentou anormalidade
envolvendo cromossomo 3 nem 7. Estudos recentes mostram alta incidéncia de
anormalidade clonal envolvendo cromossomo 3 e 7 nos pacientes com AF e SMD,
associada a pior prognostico (TONNIES et al, 2003; CIOC et al., 2010; QUENTIN
etal.,, 2011; MEYER et al., 2012). O ganho do brago longo do cromossomo 3 (39G)
ocorre comumente como pequeno pedago de material cromossémico translocado
para outro cromossomo ou como um marcador supranumerario pequeno que nao
pode ser definido pelo bandeamento G da citogenética convencional. Assim, a
citogenética molecular, utilizando técnica de FISH ou CGH, é a melhor maneira de
se detectar esta anormalidade (METHA et al., 2010; CIOC et al., 2010).

Dentre os pacientes com SMD e SMD borderline comparados aos sem
SMD, nao foi encontrado diferenga estatisticamente significativa em relagdo a idade.
Apenas dois pacientes foram submetidos a mais de uma analise da MO durante o
periodo do estudo, impossibilitando avaliacéo de flutuagdo ou periodo de laténcia dos
clones citogenéticos conforme o avangar da idade. No presente estudo aproximadamente
metade dos pacientes (54,5%) eram criangas com idade abaixo de 10 anos no
momento da avaliacdo da MO por isso ndao ha representatividade de pacientes mais
velhos nesta casuistica. Cioc et al. demostraram maior mediana de idade nos
pacientes com SMD e SMD borderline. Butturini et al., demonstraram um risco de
desenvolver SMD e LMA de 52% até os 40 anos de idade. Demonstraram também
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que a presencga de clone citogenético aumenta significantemente com a idade. O
risco de identifica-los aos 30 anos de idade é préximo de 70% nos pacientes com AF
e faléncia medular (BUTTURINI et al., 1994).

Quando comparado os pacientes ndo-SMD com os pacientes com SMD e
SMD borderline, nao encontramos diferenga estatisticamente significante em relagao
a idade, ao sexo, a consanguinidade, a intensidade de malformagdes congénitas ou
ao subtipo genético neste estudo. Este tipo de correlagdo nao foi investigado nos
principais artigos sobre SMD na AF (ALTER et al., 2000; METHA et al., 2010; CIOC
et al., 2010; QUENTIN et al., 2011).

Os principais achados morfolégicos presentes na MO dos pacientes com
AF reportados na literatura sdo similares, destacando-se a importancia da presenca
da disgranulocitopoese para a definicdo da SMD (CIOC et al., 2010). Entretanto,
os critérios morfolégicos para o diagnéstico de SMD na AF ainda n&o estéo
consolidados como indicadores de uma evolugao desfavoravel conforme os subtipos
de SMD. Entretanto, ha fragilidade na definicdo dos critérios para o diagnéstico de
SMD na AF, bem como do impacto prognédstico dos tipos de SMD. N&o foram
realizados estudos prospectivos para determinagcdo dos clones de pior prognéstico
ou do periodo de laténcia destes clones e sua correlagdo com achados morfologicos
da SMD na AF.

A analise cuidadosa e sistematizada da morfologia praticada neste estudo
contribui para melhor caracterizacdo da dispoese na Anemia de Fanconi e também
valida a classificagdo proposta por Cioc et al. para melhor caracterizagdo da SMD
morfologica na AF. A maioria das publicagbes sobre este tema foi feita por servigos
de TCTH que nao realizam o seguimento clinico pré transplante, impossibilitando um
estudo prospectivo adequado (MHETA et al., 2010; CIOC et al., 2010). As caracteristicas
do ambulatorio de AF do HC-UFPR permitem que se expandam a analise morfologica
em varios momentos da evolucgao clinica desta populagdo de pacientes, associadas
a estudo de citogenética convencional e molecular bem como identificagdo dos

subtipos de AF no sentido de caracterizar situagcdes ainda nao definidas.



63

6 CONCLUSOES

1.

3.

4.

A andlise morfoldgica da MO nesta casuistica, através da histologia e
citologia, demonstrou a presenga de disgranulocitopoese em 40% das
amostras, dismecacariocitopoese em 15% e diseritropoese em 68%. A
MO foi hipocelular em 54% das amostras e normocelular em 19%. Os
achados de dispoese nesta casuistica ndo foram associados com
hiperplasia da MO e apenas dois casos apresentaram a presenca de
blastos entre 5 e 10%.

Quando comparado o grupo de pacientes ndo-SMD com grupo SMD ou
SMD borderline, nao houve diferenga em relagéo ao grau de citopenias.

A presenca de alteragdo clonal foi correlacionada com a evidéncia
morfolégica de SMD/SMD borderline. Entretanto, deve-se analisar a
citogenética em diferentes tempos para certificar-se que o clone é

permanente.

A presenga de disgranulocitopoese foi o maior indicativo da presencga de
SMD em nossa casuistica. Nao houve disgranulocitopoese nos pacientes
nao-SMD.
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APENDICE 1
GRADUAGAO DE DISERITROPOESE DOS CASOS COM SMD/SMD BORDERLINE
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APENDICE 2
GRADUAGAO DE DISGRANULOCITOPOESE DOS
CASOS COM SMD/SMD BORDERLINE
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GRADUAGAO DE DISMEGACARIOCITOPOESE DOS
CASOS COM SMD/SMD BORDERLINE

78



79

0 o 0 o o 0 o o o Waou2
LS vu L L] yu u "u wu "u ,cxu
0 0 0 ° 0 0 0 0 0 0og sow
0 o 0 1] o 4 z o z 008 SOw
cu cu eu ey Tu e cu U cu aoca sow
ey Tu cu ey cu U U U U Qo8 sow
0 0 0 ] 0 0 0 0 0 -H3uv
0 0 0 3 0 0 0 4 ‘ wWaou2
0 0 0 [ 4 14 0 4 ' £ Wauo
o 0 0 I 0 o 0 0 3 008 SOw
0 o 0 4 4 0 0 o [ 4 aoa SOw
0 0 0 o I 0 0 o i wWau2
wu U o i U wu U wu wu 008 SOW
0 0 0 ° 0 0 0 0 0 wWouo
o 0 o 0 0 o 0 o o wauo
eu Tu eu ey cu U cu U cu ao8 Sow
0 0 ) o o 0 0 o o wWou2
0 0 0 0 0 0 0 0 0 -H3uv
L% yu L% LY vu L2l U U "u 00H sOw
0 0 0 3 ‘ 0 0 0 ‘ wWauo
0 0 0 ° o o o o o EINY
0 0 Q Q 0 0 0 o o Waou2
sojsepqoucortoy  smjonbepdeliogy swumpnueatie beyg  saumpnuesliodiy sopruowesy sTuuooI SPULOOUON sopeIngojodix asvodyebowsig ans

3INITH¥3aH¥0d ANS/AINS INOD SOSVYI SOA 3ST0dOLID0RIVIVOIINSIA 3d OYIVNAVHD

S70v
283
N
S0s
¥84
OSNY
wssl
s
$30
OdN
a1
SVY
SdAN
AT
ssr
urr
803
S0V
dVINS
IN
283
NWD
wusoeyg



80

~

APENDICE 4

ra

v

GRAFICOS DOS VALORES HEMATIMETRICOS DAS 58 AMOSTRAS DE SP

T
0L 00} 06 08

0lpaW Jenosndiod swnjop

0L

eulqojboway

T
00S4

T T T
0000} 0008 0009 000% 0002

S0}1000Na7

T
0004 00S 0

SO}OQUO

A

T
¥e

T T
(44 0z 81 9l i [

(MQY) seloeway sep sawn|oA ap ogdeuep

000 0009 000S 0007 000E 0002 0004

SO|OINSN

0

00€

T
0se

T
002 0S4

sejanbe|d

00}

0s



81

APENDICE 5
FICHARIO DE AVALIAGAO MORFOLOGICA DA MEDULA OSSEA DE
PACIENTES PORTADORES DE ANEMIA DE FANCONI

Biopsia de Medula Ossea - Anemia de Fanconi

Paciente: /1am n.°:
Idade (na coleta): Sexo: ( ) Fem ( ) Masc Cor: ( )Bco ( ) Nado Bco Procedéncia:
Data da coleta: / /
Material: (1= ndo_repres; 2 repres) N.° espacos : Adipdcitos = ndo_sim (12 3 4)
Celularidade global (123 4 5) RGE:__.__ 1 diminuida, 2 normal, 3 aumentada
Distribuig¢do: (1) homoG (2) heteroG
Osso: (1) fino (2) normal (3) espesso; ostedcitos (1) n&o (2) sim; osteoBL (1) ndo (2) sim;
osteoCL (1) ndo (2) sim; cartiLG (1) n&o (2) sim
S.Eritroide: Celularidade (1) diminuida  (2) normal (3) aumentada
Maturacao (1) normal (2) retardo  (3) ndoAv
DISeritro (1) ausente  (2) presente tipos:
S.Granulociticca: Celularidade (1) diminuida (2) normal (3) aumentada
Maturacdo (1) normal (2) retardo (3) ndoAv
Blastos (1) ndo (2) focais (3) difusos
ALIPS (1) ausentes (2) presentes
Eosinofilia (1) ausente (2) presente
DISgranulo (1) ausente (2) presente  (3)ndoAV

Tipos:

S.Megacariocitica: celularidade (123456) (3_4=normais)

Distribuicéo (1=central 2=paratrabecular)
DISmegaK (1=ndo 2=sim  3=ndoAv) (4=isolados_5=agrupados)
Tipos:
SIEstromai agregado linfoide (1=ausente 2=presente) n.’=
Plasmacitos (1=ausentes 2=presentes) (ativi_secret: 3=ndo_4=sim)
Macréfagos (1=ausentes 2=presentes) (hemoFago; 3=nao_4=sim)
Linfocitos (1=ausentes 2=presentes) (plymph_centroC_centroBL)
Mastocitos (1= ausente 2=presente)
Necrose (1=ausente 2=focal  3=difusa)
Edema (1=ausente 2=focal  3=difusa)
Hemorragia (1=ausente 2=focal  3=difusa)
Fibrose (1=ausente 2=focal  3=difusa)
Ectasia vascular (1 ausente  2=presente)
Hemossiderina (12345 granulos) (sideroblastos: Anel_n&o Anel)
Citotoxidade (1=ausente  2=presente) Tipo:
Impressoes:

Data da reviséo: / / Dr. Lisandro; Dr.? Ligia
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Citologia de Medula Ossea - Anemia de Fanconi

Paciente: /1am n.°: caso n.’

Idade (na coleta): Sexo: ( ) Fem ( ) Masc Cor: ( )Bco ( ) Nado Bco Procedéncia:

Data da coleta: /

Puncéao: (1) esternal (2) liaca  (3) tibial

Celularidade: (1) aplasica (2) hipo (3) normo  (4) hiper (5) dry tap (6) hemodiluida
Espiculas: (1) aplasicas (2) hipocelulares (3) normocelulares (4) numerosos

RGE:___ . nao Avaliavel

SERIE ERITROIDE:

Celularidade absoluta (1) aplasica (2) hipo (3) normo  (4) hiper  (5) ndo Av
Celularidade relativa (1) hipo (2) normo (3) hiper

N° mitoses (1) ausentes (2) pequeno (3) regular (4) grande (5) ndoAv
Mitoses (1) tipicas (2) atipicas

Maturagao (1) conservada (2) retardo_pré-baso-poli-ortocromaticos (3) ndoAv
Transformacéao (1) microeritroblastose (2) normoeritroblastose  (3) megaloblastose
Iltem acima (1) parcial (2) predominante (3) total

MegaloBI_verdadeira: (1) ausente (2) presente
Iltem acima (1) parcial (2) predominante (3) total
Hot spots (1) ausentes  (2)raros (3) moderados  (4) numerosos  (5) ectopicos

Ihotas eritroblasticas: (1) ausentes  (2) raras (3) moderados (4) numerosas (5) ectdpicas

)
)
)
)
)
)

Eritrofagocitose: (1) ausente (2) discreta  (3) moderada (4) importante
Diseritropoese: (1) ausente (2) grau 1 (3) grau 2 (4) grau 3
GRAU ~
TIPOS ZERO GRAU 1 GRAU 2 GRAU 3 OBSERVACOES

Multinuclearidade
Pontes internucleares
Nucleos foliares
Nucleo "fatia salame"
Falhas Hbnizagéo
Cels em apoptose
Mitoses atipicas
Pontes intercelulares
Howell-Jolly
Pontiados basoéfilos
Macrocitose oval
Dacrio-elipto-esquisto
Dimorfismo
anisoC_policromasia
anisocitose




SERIE GRANULOCITICA:

Celularidade Absoluta: (0) aplasica (1) hipo (2) normo  (3) hiper (4) ndoAV
Celularidade Relatiba: (1) hipo (2) normo (3) hiper
N° mitoses: (1) ausentes (2) pequeno (3) regular (4) grande (5) naoAV
Maturagao: (1) conserV (2) retardo em MB-PMC-MC-MMC (3) ndoAv
Tempka-Braun: (1) ausente (2) discreta (3) moderada (4) importante
Granulocitofagocitose: (1) ausente (2) discreta (3) moderada (4) importante
Eosinofilia: (1) ausente (2) discreta (3) moderada (4) importante
Basofilia (1) ndo (2) sim
Disgranulocitopoese (1) ausente (2) grau 1 (3) grau 2 (4) grau 3 (5) ndoAv
TIPOS R GRAU1 | GRAU2 | GRAU3 OBSERVACOES

assincronismoN/C

Hof perinuclear

Apoptose

Form_pelgeroides

Cels em rosca

Vacuolizacdes

Polilobocitose

Mondcitos

Blastos (I.IL111)

Outros
SERIE MEGACARIOCITICA:
Celularidade: (1) aplasica (2) hipo (3) normo (4) hiper
Clusters (1) na (2) sim
Maturagao (1) preservada (2) comprometida (3) ndo Av
Plaquetogénese: (1) ausente (2) diminuida (3) preservada (4) aumentada
DismegaKpoese: (1)ausente (2) grau 1 (3) grau 2 (4) grau 3

TIPOS R GRAU1 | GRAU2 | GRAU3 OBSERVACOES

Hipolobulados

Monoformas

Microformas

Fragmentados

Hipogranulares

plaQ_agrunalares

Megaplaquetas

Megacarioblastos




SERIE IMUNO_ESTROMAL:

TIPOS R GRAU1 | GRAU2 | GRAU3 OBSERVACOES

Histiécitos

Tesaurdcitos

Sideréfagos

Hemofagocitose

Plasmécitos

Atividade secretora

Multinucleares

Redor histiécitos

linfécitos

Maduros

Hematogobnias

Plymphs

Centrocitos

Centroblastos

Sombras_celulares

Mastdcitos

Osteo BlLastos

Osteo CLastos

Hemossiderina: (1) ausente (2) discreta (3) moderada (4) importante

Sideroblastos: (1) ausente (2) anel (3) ndo_anel

Impressoes:

Data da revisao: / / Dr. Lisandro; Dr.? Ligia
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ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Plataforma Brasil - Ministério da Saude

Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana - HCUFPR

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Analise Citologica e Histologica de Medula Ossea de pacientes portadores de Sindrome de
Anemia de Fanconi e sua relagdo com achados da Citogenética Convencional.

Pesquisador: Lisandro Lima Ribeiro Versao: 1
Instituicdo: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do CAAE: 01078312.2.0000.0096
Parana

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer:6364
Data da Relatoria: 23/03/2012

Apresentacao do Projeto:

trata-se de projeto de pesquisa retrospectivo, por meio de anélise de dados registrados em prontuarios médicos
de pacientes portadores de anemia de fanconi registrados e tratados no Servigo de Transplate de Medula Ossea
do HC-UFPr.

Objetivo da Pesquisa:
avaliar as alteragdes mielodisplasicas encontradas em portadores de anemia de Fanconi

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:

ndo ha riscos para a populagéo investigada, visto que ndo havera qualquer procedimento ou interferéncia no
tratamento destes pacientes. Como beneficios, havera a determinagao da incidéncia de alteragdes
mielodisplasicas nesta populagdo, que parece ser maior do que as apresentadas nos relatos de literatura
especializada

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

a pesquisa tem grande importancia para a caracterizacdo da populagéo atendida na Instituicdo e certamente
contribuira para melhor atendimento destes pacientes, visto que orientara de forma mais objetiva a investigacéo
de alteragdes associadas e, consequentemente, a conduta clinica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoéria:
estéo corretos

Recomendacgoes:
Nao ha recomendagdes adicionais.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
O projeto pode ser considerado aprovado.
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ANEXO 2
COLORAGAO DAS LAMINAS DE CITOLOGIA

As laminas do esfregaco sdo encaminhadas ao laboratério de Hematologia e, apds serem

secas ao ar, recebem a coloracado de Wright — Giemsa e Perls (hemossiderina), conforme as

técnicas do laboratério de Hematologia

|. COLORAGAO DE WRIGHT-GIEMSA:

1.

Preparacao do corante Wright-Giemsa: Macerar 600 mg de Giemsa e 3 g de Wright com
30 ml de glicerina; Carrear o macerado com metanol para o galdao a ser armazenado o
corante. Filtra-se ao passar para o frasco de uso diario.

Preparacao do Tampao-Fosfato: Adiciona-se 13,29 de KH,PO, e 7g de Na,PO,.7H,0 a
2 litros de agua destilada gsp.

Coloragao das laminas: cobre-se a l&mina por 4 minutos com a coloragdo Wright-
Giemsa através de 1 pipeta pasteur; coloca-se a mesma quanidade de tampao fosfato

por 12 minutos. Lava-se e seca-se a lamina.

ll. COLORACAO DE PERLS (Hemossiderina):

1.

Preparacdo do corante azul da Prussia: Adiciona-se 2g de ferricianeto de potassio
(CsFeKsNs.3H20) a 100 ml de agua destilada. Esta preparagao deve ser realizada 24
horas antes do uso, permanecera estavel para uso no prazo de 60 dias. Preparar
solugédo de acido cloridrico: diluir 1 ml de acido cloridrico em 99 ml de agua destilada,
separar 30 ml desta solugédo e adicionar 10 ml da solugcéo do ferricianeto de potassio,
resultara em 40 ml do corante azul da Prussia.

Preparacdo de solugdo de safranina: Adiciona-se 0,1ml da solucido estoque de
safranina a 5 ml de tampéao 6,4

Coloragao das laminas: Primeiro fixam-se os esfregagos de MO e controle-testemunho,
por 10 minutos, em alcool metilico. Lavar as laminas em agua corrente e deixar secar.
Na sequéncia, corar com corante azul da Prussia por 30 minutos, lavar em agua
corrente e secar. Finalmente, corar com safranina por 1 minuto e 30 segundos; Lavar

em agua corrente e secar as laminas. Avaliar em microscopia otica.
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2. Trabalhos premiados em congressos brasileiros:

Best abstract in Bone Marrow Failure Syndromes (Alirio Pfiffer Award) presented at
the Xlll Brazilian BMT Congress in 2009. Unrelated Bone Marrow Transplantation in
patients with Fanconi Anemia. Bonfim CMS; Nabhan SK; Ribeiro LL et al. August
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Best abstract in Pediatric Hematology presented at the Brazilian Congress of Hematology
- HEMO in 2015. Treatment of bone marrow failure in 49 Fanconi Anemia patients
with Oxymetholone. Lisandro L. Ribeiro; Samantha Nichele; Marco Antonio Bitencourt;
Ricardo R. Petterle; Gisele Loth; Daniela Pilonetto; Miriam Barbosa; Ricardo Pasquini;
Carmem M.S. Bonfim.

Best abstract in Bone Marrow Transplantation presented at the Brazilian Congress of
Hematology - HEMO in 2015. Excellent outcome after Hematopoietic Stem
CellTransplantation (HSCT): A single Center Experience on 112 patients with
Fanconi Anemia

3. Apresentacgoes orais de trabalhos cientificos:

26" Annual Fanconi Anemia Research Fund Scientific Symposium:

Treatment of Bone Marrow Failure in 49 Fanconi Anemia Patients with Oxymetholone.
LL Ribeiro, S Nichele, MA Bitencourt, RR Petterle, G Loth, D Pilonetto, ML Barbosa,
R Pasquinim CMS Bonfim. Sept 2014 26"FARF.

Haploidentical Bone Marrow Transplantation and Post-transplantation Cyclophosphamide
for patients with Fanconi Anemia: The experience of Curitiba. CMS Bonfim, LL Ribeiro,
G Loth, S Nichele, C Kuwahara, MA Bitencourt, D Pilonetto, L Dorneles, NF Pereira,
R Pasquini. Sept 2014 26"FARF.

XIX Brazilian BMT Congress in 2015:
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Gouveia R; Seber A; Bonfim, C. presented at the XIX Brazilian BMT Congress in 2015.

4. Aulas ministradas em congressos nacionais e internacionais:

Congresso Brasileiro de Hematologia — HEMO 2013, Brasilia DF:

Principais questdes na terapia dos Linfomas N&o Hodgkin — B recidivados ou refratarios
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Simposio Cientifico Internacional 50° Aniversario de la Sociedad Peruana de
Hematologia 14 y 15 Noviembre 2014 — Lima Peru:

Hematopoietic Stem Cell Transplantation in Fanconi Anemia

ALL relapse treatment

Il Encontro do Comité de Hematologia e Hemoterapia Pediatrica da Associagao
Brasileira de Hematologia e Hemoterapia em junho 2015 — Sao Paulo:

When thinking about Inherited Aplasia?

Fanconi Anemia: Androgen treatment

XIX Brazilian BMT Congress in 2015, Foz do Iguacgu:

Particularities of Haploidentical Bone Marrow Transplantation and post transplantation
cyclophosphimide presented at the XIX Brazilian BMT Congress in 2015.



