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RESUMO

DA SILVA, FB. Uso do Single Nucleotide Polymorphism Array (SNP-A) na investigacao
de alteracGes citogenéticas em pacientes com sindromes mielodisplésicas. 2016, 99f.
Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sé&o
Paulo, Ribeiréo Preto, 2016.

As sindromes mielodisplasicas (SMD) constituem um grupo heterogéneo de doengas
hematoldgicas de origem clonal, caracterizado por hematopoese ineficaz, citopenia e risco de
evolucdo para leucemia mieloide aguda (LMA). As anormalidades citogenéticas adquiridas
sdo marcadores prognésticos bem estabelecidos em SMD. No entanto, a técnica de
citogenética metafasica apresenta limitagdes, incluindo baixa resolugdo e necessidade de
divisdo celular, sendo que defeitos cromossdmicos podem ndo ser detectados. Tecnologias
baseadas em microarranjo (array) de DNA, como o Single Nucleotide Polymorphism Array
(SNP-A), sdo importantes para avaliacdo do genoma normal e neoplasico. O SNP-A foi
desenvolvido para o estudo de todo o genoma, apresenta uma resolucdo superior a
citogenética metafasica convencional, pode ser realizado em células na interfase, e detecta
alteracdes cromossdmicas ndo visualizadas pela citogenética metafasica. Além disso, 0 SNP-
A fornece dados de genotipagem para deteccdo de perda neutra de heterozigose, também
denominada de dissomia uniparental somética. Regifes cromossémicas com delecdo, perda
neutra de heterozigose ou ganho sdo comuns em pacientes com neoplasias hematoldgicas e
sugeriu genes candidatos a supressores de tumor e oncogenes. O objetivo do presente estudo
foi a caracterizacdo da coorte de pacientes com suspeita clinica de SMD e o uso integrado do
método de citogenética convencional e SNP-A no servi¢co de hematologia da nossa institui¢éo
na investigacdo de alteracfes citogenéticas em pacientes com SMD e doencas relacionadas.
Durante o periodo do estudo, foram recebidas um total de 114 amostras de pacientes com
suspeita clinica de SMD. A andlise clinica, morfoldgica e citogenética permitiu confirmar o
diagnéstico de SMD ou doencas relacionadas em 43 pacientes (SMD [n=34], SMD/NMP
[n=5], LMA com altera¢des mielodisplasicas [n=4]). Vinte e um pacientes foram classificados
como citopenia idiopatica de significado indeterminado (CISI) e 50 individuos apresentaram
outros diagndsticos. SNP-A foi realizado em 17 pacientes com SMD e doencas relacionadas.
Dentre os pacientes selecionados para 0 SNP-A, anormalidades cromossdmicas foram

observadas em 6/17 (35%) casos pelo cariotipo convencional e em 8/17 (47%) casos pela



técnica de SNP-A. SNP-A ndo detectou quatro alteracdes cromossémicas previamente
identificadas pela citogenética convencional: duas translocacGes balanceadas e duas alteragdes
numéricas. SNP-A confirmou os demais achados identificados pela citogenética convencional
e detectou um total de 32 novas lesbes (1 ganho, 19 perdas e 12 UPDs) em 6 pacientes com
SMD ou doengas relacionadas. SNP-A pode complementar a citogenética convencional na
deteccédo de anormalidades cromossdémicas em neoplasias mieloides.

Palavras-chave: Sindrome mielodisplasica, citogenética convencional, SNP-A, anormalidades

cromossémicas.



ABSTRACT

DA SILVA, FB. Use of Single Nucleotide Polymorphism Array (SNP-A) in the
investigation of cytogenetics abnormalities in patients with myelodysplastic syndromes.
2016, 99f. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous group of clonal hematopoietic
diseases, characterized by inefficient hematopoiesis, peripheral blood cytopenias and a risk to
progress to acute myeloid leukemia (AML). Acquired chromosomal abnormalities have
prognostic value in MDS. However, metaphase cytogenetics has some limitations including
low resolution and the requirement of cell division, and chromosomal abnormalities may not
be detected. New technologies based on array, the Single Nucleotide Polymorphism Array
(SNP-A), are able to evaluate the whole genome. The SNP-A has superior resolution
compared to metaphase cytogenetics, may be used in interphase cells, and may detect
chromosomal abnormalities not detected by metaphase cytogenetics. In addition, the SNP-A
read-out includes genotyping calls and hybridization signal strength, corresponding to gene
copy number, allowing detecting copy neutral loss of heterozigosity (CN-LOH), also known
as uniparental dissomy (UPD). Deletions, copy neutral loss of heterozigosity or gain are
frequent in patients with haematopoietic neoplasms and has already suggested the location of
tumor suppressor genes and oncogenes. The aim of this study was to characterize the cohort
of patients with clinical suspicion of MDS and to establish the integrative use of the
conventional cytogenetic and the SNP-A in the investigation of chromosomal abnormalities in
patients with MDS and related diseases followed at our institution. The clinical,
morphological and cytogenetic evaluation allowed us to confirm the diagnosis of MDS or
related disease in 43 patients (MDS [n=34], MDS/MPN [n=5], AML with myelodysplastic
changes [n=4]). Twenty-one patients were diagnosed with idiopathic cytopenia with
undetermined significance (ICUS) and 50 patients had other diagnosis. SNP-A were
performed in 17 patients with MDS and related disease. Chromosomal abnormalities were
observed in 6/17 (35%) cases by metaphase cytogenetics, and in 8/17 (47%) of the cases by
SNP-A. SNP-A did not detected two balanced translocations and two numerical alterations
previously observed by metaphase cytogenetics. SNP-A confirmed all the other findings

observed by metaphase cytogenetics and SNP-A detected a total of 32 new lesions (1 gain, 19



losses and 12 UPDs) in 6 MDS and related diseases. SNP-A may complement metaphase
cytogenetics to improve the detection of chromosomal abnormalities in myeloid neoplasms.
Keywords: Myelodysplastic syndromes, metaphase cytogenetics, SNP-A, chromosomal

abnormalities
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1 INTRODUCAO

1.1 Sindromes Mielodisplasicas

As sindromes mielodisplésicas (SMD) constituem um grupo de doenca clonal
caracterizada por hematopoese ineficaz, citopenia e risco de progresséo para leucemia
mieloide aguda (LMA) [1]. A SMD é mais comum em pacientes com idade superior a
60 anos e as taxas de incidéncia sdo mais elevadas nos homens. Outros fatores de risco
incluem a quimioterapia ou tratamento com radiacdo, o uso de tabaco e a exposicao a
solventes ou produtos quimicos [2]. O fen6tipo clinico € diverso em relagdo ao numero
e gravidade de citopenias, celularidade e contagem de blastos na medula dssea, indice
de progressdao para LMA, sobrevida global e resposta ao tratamento. Esta
heterogeneidade clinica provavelmente é devido a variedade de alteracGes genéticas que
contribuem para a fisiopatologia da doenga [1, 3].

Devido a heterogeneidade clinica caracteristica da SMD, é importante a
identificacdo de grupos de pacientes com caracteristicas semelhantes, na tentativa de
melhor definir a terapia adequada e predizer a sobrevida dos pacientes. Desta forma, a
primeira tentativa de classificacdo das SMD foi realizada em 1982 pelo grupo Franco
Américo Britanico (FAB), a qual dividiu os pacientes com SMD em 5 grupos, de
acordo com a porcentagem de blastos no sangue periférico e medula éssea, porcentagem
de sideroblastos em anel na medula 6ssea e nimero absoluto de monécitos no sangue
periférico. Esta classificagdo definiu anemia refrataria [AR] e anemia refrataria com
sideroblastos em anel [ARSA], anemia refrataria com excesso de blastos [AREB] e
anemia refratria com excesso de blastos em transformacdo [AREBt] e leucemia
mielomonocitica cronica [4]. Fisiopatologicamente, as SMD com <5% de blastos na
medula dssea sdo caracterizadas por altas taxas de apoptose das células hematopoeéticas,
hipercelularidade na medula 6ssea e citopenias no sangue periférico. As SMD com >5%
blastos na medula 6ssea séo caracterizadas por aumento da proliferagdo, baixa apoptose,
falha na diferenciagdo celular com consequente acumulo de blastos e maior risco de

evolucédo para LMA [5].
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Posteriormente, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) redefiniu as neoplasias
mieloides e a ultima revisao foi publicada em 2008 [1]. As mudancas mais importantes
nesta nova classificacdo foram: (1) a mudanca na porcentagem de blastos que define
SMD e LMA, sendo que pacientes com >20% de blastos na medula ossea foram
definidos como LMA; (2) a incorporagdo das alteragdes citogenéticas na classificacao,
definindo o grupo SMD del(5q); (3) a consideracdo do nimero de linhagens com atipias
na classificacdo, diferenciando o grupo de pacientes com displasia de uma unica
linhagem do grupo de pacientes com displasia de maultiplas linhagens. A classificacao
da OMS foi capaz de melhor identificar e distinguir grupos de pacientes com diferentes
fendtipos clinicos e sobrevida [6]. A classificacdo morfoldgica de acordo com a OMS é
baseada principalmente na porcentagem de blastos na medula éssea (MO) e sangue
periférico (SP), presenca ou auséncia de displasia nas linhagens eritroide, mieloide e
megacariocitica e pela presenca de sideroblastos em anel [1], e define os subtipos
descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo de Sindrome Mielodiplésica (SMD) de acordo com a Organiza¢cdo Mundial de

Salide 2008

Definicbes

Sangue periférico

Medula dssea

Citopenia refrataria com
displasia de Unica linhagem
(CRDU): (anemia refrataria [AR];
neutropenia refrataria [NR];
trombocitopenia refrataria [TR]).
Anemia refrataria com
sideroblastos em anel (ARSA)

Citopenia refrataria com
displasia de multiplas linhagens
(CRDM)

Anemia refratdria com excesso
de blasto 1 (AREB-1)

Anemia refrataria com excesso
de blasto 2 (AREB-2)

SMD nao classificada

SMD associada com del(5q)

Citopenia de uma ou duas séries

Anemia
Auséncia de blastos

Citopenia (s)
Auséncia de bastonetes de Auer
<1 x 10%L monécitos

Citopenia(s)

<5% de blastos

Auséncia de bastonetes de Auer
<1 x 10%L monécitos
Citopenia(s)

5-19% de blastos

+ Bastonete de Auer

<1 x 10°%/L mondcitos

Citopenia(s)

Anemia
Plagueta normal ou aumentada
<5% de blastos

Displasia de unica linhagem: 10% de
células em uma linhagem mieloide.
< 5% blastos

< 15% de precursores eritroides sdo
sideroblastos em anel.

> 15% dos precursores eritroides séo
sideroblastos em anel.

Displasia apenas na série eritride

< 5% blastos

Displasia em > 10% de células em > 2
linhagens mieloides (neutrofilo e/ou
precursor eritroide e/ou
megacariocito)

<5% de blastos

Auséncia de bastonetes de Auer

+ 15% de sideroblastos em anel
Displasia em uma ou mais linhagens
5-9% de blastos

Auséncia de bastonete de Auer

Displasia em uma ou mais linhagens
10-19% de blastos
+ Bastonete de Auer

Displasia de uma linhagem e < 5% de
blasto ou sem displasia mas com
alteracdo citogenética caracteristica
Displasia série eritroide

<5% de blastos

Auséncia de bastonete de Auer
Anormalidade citogenética isolada:
del(5q)
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De acordo com a OMS 2008, em casos com caracteristicas clinicas e
laboratoriais consistentes com SMD com caracteristicas morfolégicas inconclusivas, o
diagnostico presuntivo de SMD pode ser feito através de uma anormalidade
cromossdmica clonal especifica (Tabela 2). Anormalidades citogenéticas recorrentes
observadas em SMD, particularmente del(20g), +8 e -Y ndo estdo incluidas na
classificagdo da OMS [7]. Essas anormalidades tém sido reportadas em pacientes com
anemia aplastica ou outras citopenias que apresentam boa resposta a terapia
imunossupressora e/ou pacientes que nao apresentam evidéncias morfoldgicas de SMD
com acompanhamento prolongado. A perda do cromossomo Y em células
hematopoéticas tem sido reportada como um fendmeno associado com a idade [7].

Tabela 2. Anormalidades cromossdémicas recorrentes presuntivas de SMD em casos com citopenia
persistente com origem indeterminada com auséncia de caracteristicas morfologicas de SMD

Anormalidades ndo balanceadas Anormalidades balanceadas
_7oudel(7q) 1(11;16)(g23;p13.3)

_5ou del(5q) 1(3;21)(g26.2;922.1)

i(179) ou t(17p) t(1;3)(p36.3;921.1)

_13 ou del(130q) 1(2;11)(p21;923)

del(11q) inv(3)(g21g26.2)

del(12p) ou t(12p) 1(6;9)(p23;034)

del(9q)

idic(X)(gq13)
Caridtipo complexo (3 ou mais anormalidades cromossdmicas) envolvendo uma ou mais das alteragbes
listadas acima

A categoria sindrome mielodisplésica/neoplasia mieloproliferativa (SMD/NMP),
foi incorporada na classificacdo da OMS 2008 para incluir neoplasias mieloides com
caracteristicas clinicas, laboratoriais e morfolégicas de SMD e NMP. Este subgrupo
inclui leucemia mielomonocitica crénica (LMMC), leucemia mieloide cronica atipica
(LMCa), leucemia mielomonaocitica juvenil (LMMJ), SMD/NMP néo classificada e
anemia refrataria com sideroblastos em anel e trombocitose (ARSA-T) [1, 7].

LMA com displasia de multiplas linhagens foi introduzido inicialmente na
classificacdo da OMS 2001 [8] para abranger os casos de LMA com caracteristicas
mielodisplasicas, incluindo anormalidades citogenéticas e resposta a terapia
desfavoraveis. Apesar do significado prognostico de LMA com displasia de maultiplas
linhagens ter sido demonstrado em alguns estudos, outros mostraram que a displasia de
maultiplas linhagens ndo apresentava significado progndstico independente quando as
anormalidades citogenéticas foram incorporadas na analise. Este subtipo foi renomeado

como LMA com alteragdes mielodisplasicas e o critério para esta categoria inclui
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pacientes com 20% ou mais de blastos no sangue periférico ou medula dssea e que
apresentem (1) histéria prévia de SMD ou SMD/NMP, (2) anormalidades citogenéticas
relacionadas a mielodisplasia (Tabela 3), (3) displasia em 50% ou mais das células em

duas ou mais linhagens mieloides [1, 7].

Tabela 3. Anormalidades citogenéticas relacionadas a LMA com alteragdes mielodisplésicas.

Anormalidades ndo balanceadas Anormalidades balanceadas
-7 ou del(7q) t(11;16)(g23;p13.3)
-5 ou del(5q) 1(3;21)(926.2;922.1)
i(17q) ou t(17p) t(1;3)(p36.3;921.1)
-13 ou del(130q) t(2;11)(p21;923)
del(11q) t(5;12)(g33;p12)
del(12p) ou t(12p) t(5;7)(g33;911.2)
del(9q) t(5;17)(g33;p13)
idic(X)(q13) t(5;10)(g33;921)

t(5;10)(933;021)
t(3:5)(925;934)

Apesar de todos os critérios diagndsticos para SMD, ha um numero de pacientes
com citopenia(s) persistente com auséncia de critérios morfoldgicos e citogenéticos para
a definicdo do diagndstico de SMD. Alguns autores tém sugerido o termo citopenia
idiopatica de significado indeterminado (CISI) para esses casos. Esse termo ndo é
considerado como uma entidade de classificagdo da OMS 2008 para SMD, mas como
uma descri¢do para pacientes sem critérios minimos para o diagnostico de SMD. Esse
grupo de pacientes deve ser criteriosamente monitorado para evidéncias morfoldgicas
ou citogenéticas de SMD [9].

Anormalidades citogenéticas adquiridas sdo marcadores prognésticos bem
estabelecidos em SMD. As alteracGes citogenéticas foram incorporadas na estratificacdo
de risco pelo Sistema Internacional de Escore Prognoéstico - IPSS. O IPSS originou-se
de um estudo de 816 casos para determinacdo da classificacdo progndstica de SMD, e
considera as anormalidades citogenéticas, 0 numero de citopenias e a porcentagem de
blastos na estratificacdo de risco, definindo quatro subgrupos de pacientes com
diferentes sobrevida e risco de evolucdo para LMA. As alteragOes citogenéticas foram
classificadas como sendo de prognostico bom, intermediario e ruim. Alteracdes
citogenéticas consideradas de bom prognéstico foram cari6tipo normal, del(5q),
del(20g) e -Y; anormalidades cromossomicas complexas (> 3 anormalidades) ou

alteracdes no cromossomo 7 definiram um grupo de pacientes com prognostico



25

desfavoravel. As demais alteraces citogenéticas foram consideradas como sendo de
risco intermediario [10].

Schanz e colaboradores [11] propuseram um novo sistema de estratificacdo de
risco citogenético baseado em coleta de dados de 2.902 pacientes que contribuiram para
a atualizacdo do IPSS e para um refinamento de categorias de risco citogenético. O
IPSS foi revisado em 2012 em um estudo que incluiu 7012 pacientes e houve
modificagdes nos parametros progndsticos. As alteracfes mais importantes foram a
incorporacdo da gravidade de citopenias e a nova definicdo de risco baseada nas
alteragOes citogenéticas, incluindo novas anomalias citogenéticas que definiram cinco
categorias de prognoéstico: muito bom, bom, intermediério, ruim, e muito ruim.
Alteracdes citogenéticas com > 3 anormalidades foram consideradas de progndstico
muito ruim, enquanto que a presenca de 3 anormalidades foi definida como prognéstico
ruim. A del(7q) ou monossomia do 7 foram definidas como progndstico intermediario,
enquanto que as alteragdes no cromossomo 7 associadas a outra alteragdo citogenética

foram consideradas como prognostico ruim [12] (Tabela 4).

Tabela 4. Estratificagdo de risco citogenético em SMD utilizada na estratificacdo de risco pelo IPSS-R.

Subgrupos Anormalidades citogenéticas

Muito bom -Y, del(11q)

Bom Normal, del(5q), del(12p), del(20q), duas altera¢Ges incluindo a del(5q);

Intermediario del(7q), -8, -19, i(17q), qualquer outra alteracéo ou duas alteraces
envolvendo clones independentes;

Ruim -7, inv(3)/t(3q)/del(3q), duas altera¢des envolvendo -7/del(7q),
Complexo: 3 anormalidades

Muito ruim Complexo: > 3 anormalidades

A patogénese de SMD é complexa e envolve (1) aumento da auto-renovacéo de
células tronco hematopoéticas ou aquisicdo de auto-renovacdo em uma célula
progenitora, (2) aumento na capacidade de proliferacdo no clone que sustenta a doenga,
(3) bloqueio da diferenciacdo celular, (4) instabilidade genética e epigenética, (5)
mecanismos anti-apoptoticos, (6) evasdo do sistema imunoldgico, (7) supressdo da
hematopoese normal [3].

A hematopoese ineficaz em pacientes com SMD pode ser atribuida a uma
susceptibilidade anormal a apoptose em células progenitoras e respostas limitadas
dessas células a fatores de crescimento. Acredita-se que sinais pro-apoptéticos em
pacientes com SMD provenham de uma sinalizacdo anormal, um excesso de citocinas

pro-inflamatorias e uma alterada resposta imune [13]. As alteracdes epigenéticas de
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metilacdo do DNA e acetilacdo de histonas podem alterar a transcricdo de genes. Em
pacientes com SMD pode ocorrer uma metilacdo anormal da transcricdo em regides
promotoras e 0 nimero de loci envolvido é aumentado em pacientes com alto risco e

durante a progressdo da doencga [14].

1.2 Citogenética convencional e molecular

A citogenética metafasica ou citogenética convencional ¢ uma importante
ferramenta para o diagndstico e seguimento de pacientes com neoplasias hematoldgicas,
podendo detectar alteracbes cromossémicas balanceadas, incluindo translocacdes ou
inversdes, e alteragcbes cromossdmicas ndo balanceadas, incluindo trissomias,
duplicacbes e delecBes [3]. Lesdes cromossdmicas identificadas pela citogenética
convencional podem afetar o comportamento do clone maligno, a progressao da doenca,
resposta a terapia e sobrevida de pacientes com SMD [11]. Anormalidades
cromossdmicas balanceadas sdo comuns em leucemias mieloides, como LMA ou
leucemia mieloide crénica (LMC), no entanto, em SMD, anormalidades cromossdémicas
ndo balanceadas que refletem ganho ou perda de material cromossémico sdo prevalentes
[15]. Haase e colaboradores [16] analisaram anormalidades citogenéticas numeéricas e
estruturais em 2072 pacientes com SMD e observaram que anormalidades envolvendo
delecbes no cromossomo 5q foram as mais frequentes, ocorrendo em 30% de 1080
pacientes com anormalidades citogenéticas clonais. Outras anormalidades
frequentemente observadas foram -7/del (7q) em 21% dos pacientes com anormalidades
cromossomicas, seguido por +8 (16%), del(20q) (7%) e Y (5%).

A citogenética convencional exige um tempo prolongado para a preparacdo da
amostra e analise dos cromossomos, depende da propor¢do de células clonais na
amostra examinada e do tamanho do clone. A sensibilidade é relativamente baixa. De
acordo com o Sistema Internacional de Nomenclatura de Citogenética Humana 2013
(ISCN 2013) [17], anormalidades estruturais devem estar presentes em pelo menos 2
células e anormalidades numéricas devem estar presentes em pelo menos 3 células para
serem consideradas como clone. A resolucdo depende da localizagdo da alteragéo

cromossdmica e do padrdo de bandas obtido. A necessidade de se obter células em
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metéfase que permita a cariotipagem € uma limitacdo da técnica. A citogenética
convencional determina a proporcao de células anormais dentro de um grupo de células
em divisdo e pode ndo se correlacionar com a porcentagem de células malignas, um fato
que pode ser o responsavel por diferencas quantitativas entre varios métodos
citogenéticos. Devido a essas limitagdes, provavelmente quando a citogenética
convencional € utilizada em neoplasias hematoldgicas, muitos defeitos cromossémicos
permanecem nao detectados [18, 19].

Alternativa para a deteccdo de alteracbes cromossdmicas para 0S casos com
auséncia de metéfase é a metodologia de hibridizacdo in situ por fluorescéncia
(fluorescente in situ hibridization; FISH). Sondas especificas de FISH podem ser
utilizadas na deteccdo de delecdes, amplificacOes, translocacdes e na identificacdo de
rearranjos em genes. Os painéis de FISH mais comumente aplicados em SMD incluem
sondas para a deteccdo de -5/del(5q), - 7/del(7q), del(20q) e trissomia do cromossomo
8. A principal vantagem do FISH é que ndo ha necessidade de obter células em metafase
para analise e a sua sensibilidade é relativamente elevada em relacdo ao nimero de
células analisadas em comparacdo com a analise de apenas 20 células pela citogenética
convencional. Porém, o método de FISH pode ser utilizado apenas na detec¢cdo de
alteraces cromossdmicas especificas, e ndo é util na identificacdo de novas alteracdes
cromossoémicas [20, 21].

Vérias tecnologias baseadas em microarranjo (array) de DNA tém sido
introduzidas na tentativa de se examinar o genoma normal e neoplasico. Hibridizacdo
gendmica comparativa (CGH-A) baseia-se na deteccdo de alteracdo no numero de
copias entre a amostra de DNA teste e uma amostra de DNA de referéncia. Diferencas
no namero de copias resultam em uma mudanca no sinal de fluorescéncia. A capacidade
de comparar os sinais de hibridizacdo entre 0o DNA teste e 0 DNA controle permite um
elevado nivel de precisdo e de exclusdo de artefatos [18]. Usando uma tecnologia
similar, arranjos de polimorfismos de nucleotideos unicos (Single nucleotide
polimorphism array [SNP-A]) foi desenvolvido para o estudo de todo o genoma e
também para o estudo de citogenetica, sem necessidade de uma amostra de DNA de
referéncia. O conceito basico do SNP-A envolve a anélise de loci gendémicos para
obtencdo do numero de cdpias e genotipo. Sdo usadas sondas ndo polimérficas para
determinar o valor do nimero de coOpias e sondas polimorficas para a determinacdo da

genotipagem. Para isso, 0 DNA gendmico a ser testado é hibridizado contra um "chip”
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que contém sondas de oligonucleotideos imobilizadas e precisamente definidas. Em
geral, um sinal de fluorescéncia é obtido para cada alelo hibridizado com a sonda,
chamado aleatoriamente de A ou B, para um determinado SNP. Em uma abordagem
simples, este sinal é convertido em dois tipos de informacdes: o gendtipo de cada SNP
(A, B, AB) e no valor do numero de copias (intensidade de fluorescéncia) para o locus
especifico. Ao contrario da citogenética convencional, CGH-A e SNP-A podem ser
realizadas em células na interfase, ambas as tecnologias sdo capazes de detectar defeitos
ndo balanceados, tém resolucdo superior quando comparados a citogenética
convencional e permitem a deteccdo de lesdes cromossOmicas intersticiais, nao
visualizadas atraves da citogenética convencional [22].

O SNP-A contém sondas especificas que fornecem dados de genotipagem
permitindo a deteccdo da perda neutra de heterozigose (copy neutral loss of
heterozigosity [CN-LOH]), também denominada de dissomia uniparental (uniparental
dissomy [UPD]). Dissomia uniparental representa um estado alélico anormal em que
pode ocorrer delecdo de um alelo e subsequente substituicdo do alelo deletado por uma
copia do alelo remanescente ou recombinacdo mitética [23]. A dissomia uniparental é
uma alteracdo cromossdmica comum em neoplasias hematoldgicas ndo detectada pela
citogenética convencional e ndo detectada pelo CGH-A. Regides de dissomia
uniparental tém sido frequentemente observadas em 20% dos casos de LMA, 30% dos
casos de SMD e doencas relacionadas e em mais que 80% de linfomas malignos [24].
Como esperado, as regides de dissomia uniparental estdo associadas a mutacbes de
genes supressores de tumor, incluindo TET2 no 4gq, CDKN2A/B no 9p, TP53 no 17p,
NF1 no 17g, Rb no 13g, CEBPA no 199, e RUNX1 no 21qg [22]. Recentes estudos
sugerem que a dissomia uniparental pode ocasionar a perda de funcédo de alelos de genes
supressores de tumor ou um ganho de func&o de oncogenes [25].

SNP-A tem sido aplicado em diversas neoplasias hematoldgicas, incluindo
mieloma mdltiplo (MM) [26], leucemia linfoide crénica (LLC) [27], leucemia linfoide
aguda (LLA) [28], LMA [29], SMD [30] e NMP [31]. Em geral, os resultados obtidos
através da aplicacdo do SNP-A demonstraram uma ampla complexidade de
anormalidades cromossomicas[32].

VariagGes no nimero de copias (Copy number variations [CNVs]) representam
perdas ou ganhos de material genémico indentificados em controles saudaveis e sao

considerados como uma variagdo gendmica normal. CNVs sdo alvos do SNP-A,
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podendo dificultar a discriminacao entre eventos somaticos e germinativos em pacientes
com neoplasias. Com isso, a compara¢do da amostra teste com uma amostra de DNA
contendo uma configuracdo da linhagem germinativa pode ser importante na exclusdo
de CNVs e na distincdo entre lesdes somaticas e germinativas. No entanto, ndo ha uma
boa definicdo da melhor amostra para exclusdo de lesbes germinativas, e a analise
adicional de células ndo clonais apresenta um alto custo na pratica clinica. Em casos de
neoplasias mieloides, linfocitos ndo clonais podem ser usados como fonte de DNA
germinativo. Células de mucosa bucal sdo frequentemente usadas como referéncia da
linhagem germinativa, mas pode ocorrer contamina¢do com leucdécitos, principalmente
quando a contagem de células brancas apresenta-se alta [18, 33]. A confirmacdo de
novas lesbes cromossémicas somaticas pode ser importante, mas essa exigéncia pode
depender do tamanho da lesdo observada. Estudos tém proposto que se a analise de
citogenética convencional e SNP-A apresentarem concordancia nos resultados, a analise
de DNA germinativo ndo é necessaria. Em casos com delec¢des e ganhos ndo detectados
pela citogenética convencional, pode-se realizar uma comparacdo dos resultados com
um banco de dados de CNVs, e as lesbes podem ser excluidas sem a necessidade de um
DNA germinativo [18, 34].

A sensibilidade do SNP-A esta relacionada com a presenca de um ndmero
suficiente de células que compartilham uma anormalidade clonal. Para deteccdo de
lesbes ndo balanceadas pelo SNP-A é necessario a presenca de aproximadamente 30%
de células clonais na amostra testada. A citogenética convencional permite a deteccao
da presenca de clones. O SNP-A ndo permite a distingdo entre clones [22].

O objetivo do presente estudo foi a caracterizacdo da coorte de pacientes com
suspeita clinica de SMD atendidos em nossa instituicdo, assim como a padronizacdo e o
uso integrado das técnicas de citogenética convencional e SNP-A na investigacdo de
anormalidades cromossémicas em pacientes com SMD e doencas relacionadas. SMD é
uma doenca particularmente indicada para demonstrar o uso de SNP-A na avaliacdo de

anormalidades nédo balanceadas adquiridas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a presenca de alteragdes citogenéticas em pacientes com SMD e

doencas relacionadas através do uso integrado de citogenética convencional e SNP-A.

2.2 Objetivos Especificos

X/
L X4

Caracterizar a coorte de pacientes com suspeita clinica de SMD e doencas
relacionadas avaliados em nossa instituigéo.

Investigar as alterages citogenéticas através da citogenética convencional em
amostras de medula 6ssea de pacientes com SMD e doencas relacionadas.
Investigar a presenca de perda de heterozigose (delecdo e dissomia uniparental
adquirida) e ganhos cromossdmicos em pacientes com SMD e doencas
relacionadas através da técnica de SNP-A.

Comparar as alteracGes citogenéticas encontradas através da técnica de

citogenética convencional e SNP-A.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

Foram recebidos um total de 114 amostras de pacientes com suspeita clinica de
SMD no Laboratorio de Citogenética do Laboratério de Hematologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(HC FMRP-USP) entre 08/01/2014 a 11/11/2015. Todos os pacientes foram atendidos
no HC FMRP USP e foram submetidos a avaliacdo clinica para a exclusdo de outras
causas de citopenia. Todos os pacientes foram submetidos a coleta de mielograma,
bidpsia de medula 6ssea e cariétipo como parte da investigacdo da suspeita clinica de
SMD. As informac@es clinicas foram coletadas do prontuario médico pela Profa. Dra.
Fabiola Traina. O estudo foi aprovado pelo comité de ética de pesquisa do HC FMRP-

USP (Anexo I) e o termo de consentimento foi obtido dos participantes.

3.2  Padronizacdo da metodologia de citogenética convencional

Foi realizado a padronizacdo da metodologia de citogenética convencional e
definicdo do protocolo no laboratério de hematologia do HC FMRP-USP. Apesar da
metodologia ja ser bem estabelecida em diversos laboratérios, é necessario que seja
adaptada e padronizada para cada laboratorio, a depender das condic¢Ges de temperatura,
umidade e material utilizado. A técnica de citogenética convencional envolve a
obtencdo de um material adequado, a definicdo do tempo ideal da cultura, tempo de
incubacdo com bloqueador mitético, hipotonizacdo, fixacdo, e bandeamento G. Segue a

descricdo dos procedimentos e etapas que foram testadas para a padronizacao.
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3.3  Tempo de cultura

Foram coletadas amostras de medula 6ssea em seringa de 20 mL contendo de 1
a 2 mL de heparina, com volume final total de 3 a 5 mL. Inicialmente, a amostra de
medula dssea foi submetida a uma contagem de células e estipulamos semear 1x10’
células em 10 mL de meio RPMI (Vitrocell, SP, BR) 20% soro fetal bovino (SFB;
GIBCO, SP, BR). O tempo da cultura foi definido a partir de diferentes testes. Na
tentativa de manter o tempo de cultura recomendado de 24 horas, as amostras recebidas
foram armazenadas e mantidas ao longo do dia a 4'C até o dia seguinte, todas as
culturas foram iniciadas no mesmo momento, e retiradas ap6s um periodo de
exatamente 24 horas de cultura em estufa com CO, a 37°C. Simultaneamente a cultura
de 24 horas, amostras foram submetidas a cultura imediatamente apds a coleta e
retiradas na manh& do dia seguinte, sem respeitar as 24 horas. Foi observado um maior
indice de crescimento celular quando as amostras frescas foram semeadas em cultura e
retiradas no dia seguinte. A seguir, foram testados trés diferentes tempos de cultura: 1, 2
ou 3 dias de cultura, e foi observado que houve maior indice de metafases em culturas
em que as amostras foram semeadas imediatamente apds a coleta e processadas 1 (~24

horas) ou 2 (~48horas) dias depois.

3.4 Bloqueador mitético

O bloqueador mitotico colchicina (Colcemid™ 10pug/mL KaryoMAX®
[Gibco®, NY, EUA) é usado no método de citogenética para o bloqueio de proteinas do
fuso mitdtico e consequente obtencdo de células em divisdo celular na fase de metafase.
A concentragdo e o tempo de exposicdo ao blogueador mitético influenciam diretamente
no numero de metéafases e o padrdo dos cromossomos. Foram avaliados diferentes
tempos e doses de colchicina. Foram testadas as doses de 80 e 100 pL, nos tempos de
30, 40 e 50 minutos em estufa de CO, a 37°C. Como esperado, as metafases expostas a
um tempo maior de colchicina apresentaram um encurtamento nos cromossomos, 0 que

dificulta sua identificacdo na analise. Foi observado um menor indice mitético quando o
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volume da colchicina foi de 80 pL. Portanto, foi padronizado o uso de 100 pL de
colchicina em um periodo de 30 minutos para inibicdo das proteinas do fuso mitético e

obtencdo de metafases adequadas para analise.

3.5  Hipotonizacgéo e fixacao

A hipotonizagdo das amostras foi avaliada em tempos e maneiras diferentes.
Primeiramente, as amostras foram incubadas por 20 minutos a 37°C com 10 mL de
solucdo hipotdnica, e o processo de homogeneizacéo foi feito manualmente. Entretanto,
este método resultou em uma frequente perda aleatéria dos cromossomos. Foi
padronizado a hipotonizacdo em um tempo de 16 minutos e a homogeneizacao foi
realizada em agitador vortex.

Foram testadas diferentes concentracdes de solucdo de Carnoy (acido acético e
metanol) para fixacdo do material, sendo testadas as proporcGes de metanol:acido
acético de 3:1, 2:1 e 1:1. Foi observado que o uso do fixador na proporcéo 2:1 e 1:1
resultou em espalhamento inapropriado e perda aleatéria de cromossomos na metafase.
Foi padronizado 3 lavagens com solucdo de Carnoy na proporcdo 3:1 para melhor fixar
as células e obter metéafases adequadas para analise. Foi definido que em casos
especificos em que 0s cromossomos se apresentaram sobrepostos e pouco dispersos, 0
material deveria ser submetido a uma nova lavagem utilizando Carnoy nas propor¢oes
2:1ou 1:1.

3.6 Bandeamento G

O preparo das laminas para a cariotipagem e o procedimento de bandeamento G
devem ser adaptados para as condi¢Bes de temperatura e umidade de cada laboratorio.
Diferentes métodos de preparo e envelhecimento das laminas foram testados. (a) o
material fixado foi pingado em laminas secas e submetidas ao calor de uma chama para

envelhecimento; (b) o material fixado foi pingado em laminas secas e submetido a
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incubacdo em uma placa de aquecimento a 88°C durante 10 minutos para
envelhecimento; (c) o material fixado foi pingado em laminas embebidas em 4gua a 4'C
e mantidas a temperatura ambiente para envelhecimento. Este Gltimo teste resultou na
obtencdo do melhor padrdo de bandas e foi estabelecido como padrdo. Para
envelhecimento das laminas, as mesmas foram pingadas e armazenadas em temperatura
ambiente em periodo minimo de 5 horas e méximo de 15 dias para o processo de
bandeamento, sendo possivel obter bandas adequadas para analise dentro deste intervalo
de tempo testado. Definimos como protocolo um tempo de 24 horas para
envelhecimento das laminas e bandeamento G.

Dois métodos de bandeamento G foram testados. As Iaminas foram submetidas a
(@) solucdo de 2xSSC e solucdo de tampdo fosfato, ou (b) tripsina (GIBCO, NY, EUA)
e tampdo fostato. O uso da tripsina resultou na obtencdo de um melhor padrdo de
bandas. O protocolo definido como padrdo consiste em submersdo das laminas
envelhecidas em tripsina e tampdo fostato e coloragdo. Dois corantes foram testados
para 0 bandeamento G, Giemsa e Wright’s eosine methylene blue (Merck, Darmstadt,
Alemanha), sendo que este ultimo conferiu um melhor padrdo de bandas

cromossémicas.

3.7 Protocolo padronizado para citogenética convencional

As amostras foram obtidas através da coleta de medula dssea em seringa de 20
mL contendo anticoagulante heparina. Foram realizadas duas culturas, sendo uma de 24
horas e outra de 48 horas em 10 mL de meio RPMI (Vitrocell, SP, BR), com 20% de
soro bovino fetal (GIBCO, SP, BR) e 1% Streptomicina/Penicilina e mantidas em estufa
de CO, a 37°C. Completado o tempo estipulado de cultura foram acrescentados 100 uL
de bloqueador de fuso mitético, Colcemid®, e as amostras foram incubadas em estufa
de CO2 a 37°C por 30 minutos adicionais. Posteriormente, o0 material foi centrifugado,
desprezando-se 0 sobrenadante e exposto a solucdo hipoténica (KCL 0,075 mol/L) por
16 minutos a 37°C. O material foi fixado em solucdo de Carnoy (metanol e acido
acetico 3:1) e gotejado em laminas de vidro. As bandas foram feitas pela técnica de

bandeamento G com o uso de tripsina, tampédo fosfato e corante Wright’s eosine
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methylene blue. As metéafases foram analisadas ao microscépio déptico Zeiss AXIO
Imager acoplado ao sistema de captura de imagem Applied Spectral Imaging 6.0 para
cariotipagem. Alternativamente, as imagens foram analisadas ao microscopio optico
Zeiss acoplado ao sistema de captura de imagem Applied Spectral Imaging GenASls.
Sempre que possivel, pelo menos 20 metafases foram analisadas. As anormalidades
cromossémicas foram descritas de acordo com o ISCN 2013 [17]. Todas as metéfases

foram analisadas pela autora e revisadas pela orientadora deste trabalho.

3.8  Padronizacdo da metodologia de SNP-A

Para padronizacdo do SNP-A, foi realizado um treinamento técnico de duas
semanas segundo instrugdes do fabricante Affymetrix Genome-Wide Human SNP
CYTOSCAN HD (Affymetrix, CA, USA). Todas as etapas realizadas passaram por
controles. SNP-A foi realizado de acordo com Affymetrix Genome-Wide Human SNP
CYTOSCAN HD (Affymetrix). O protocolo do SNP-A consiste em 4 etapas principais
(Figura 1). As amostras foram obtidas através da coleta de medula 6ssea em tubo
contendo anticoagulante EDTA. Foi realizada a extragdo do DNA de acordo com
instrugdes do fabricante (Qiagen DNA Kit; Qiagen, CA, USA). O DNA genbmico foi
diluido em 50 ng/uL utilizando tampdo EDTA TE para a realizacdo do SNP-A. Foi
utilizado um controle positivo (DNA genémico-CytoScan) e um controle negativo (Low
EDTA TE buffer-CytoScan) recomendados pelo fabricante. Foi pipetado 5ulL das
amostras de DNA diluido e controles em uma placa de 96 poc¢os. Todas as etapas foram
realizadas em uma caixa com gelo e todos os reagentes foram homogeneizados através
de agitacdo em vortex antes do uso. A reacdo foi padronizada para 8 amostras, incluindo

os controles. Os procedimentos executados em cada etapa sdo detalhados a seguir.
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— DNA Gendmico — Fragmentac3o —I_
Gel 2
Etapal Digestdo Etapa3 Marcacdo
— Ligacdo — Hibidizacao
— PCR
_l_ Gel 1 Lavagens
€ automatizadas
Etapa2 Purificagdo PCR Etapa4
Escaneamento
— Quantificagdo

Figura 1. Procedimentos realizados no método de SNP-A - Affymetrix Genome-Wide Human SNP
CYTOSCAN HD (Affymetrix, CA, USA).

3.9 Etapa 1: DNA gendmico, digestéo e ligacéo

3.9.1 Preparagédo do DNA gendmico

O DNA gendmico foi obtido através de amostra de medula 6ssea total coletada
em EDTA. A coleta de medula 6ssea para SNP-A foi realizada simultaneamente a
coleta de medula déssea para a citogenética convencional. A extracdo de DNA das
amostras foi realizada de acordo com as orientacGes do fabricante (Qiagen DNA Kit).
Foi utilizado solucéo de lise de hemacias, solucdo de lise de glébulos brancos e solucao
de precipitacdo de proteina para retirada dos restos celulares. Posteriormente, foi usado
isopropanol para precipitacio do DNA e solucdo de hidratacio de DNA para
reconstituicdo do precipitado. As amostras foram tratadas com RNAse para digestdo de
moléculas de RNA remanescentes do processo de extracdo. Foram analisadas a
quantidade e qualidade das amostras para 0 SNP-A através da leitura do DNA usando
absorbancia UV (Nano Vue GE) e corrida em gel de agarose a 1%. As amostras
apresentaram razOes da absorbancia A260/A280 e A260/A230 entre 1.8 e 2.0,

concentracdes acima de 100 ng/uL, e bandas de aproximadamente 10-20 kb em gel de
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agarose a 1%, o que confere boa quantidade e qualidade para realizacdo da técnica. As
amostras de DNA foram diluidas em uma concentracdo de 50 ng/uL para 0s

procedimentos do SNP-A.

3.9.2 Digestao

Para a preparacdo do master mix do procedimento de digestdo, foi pipetado em
tubo cdnico os reagentes descritos na Tabela 5. Foi transferido um volume de 19,75 uL
do master mix em cada poco contendo as amostras de DNA e controles. A placa foi
selada com filme adesivo, agitada em vortex em alta velocidade, centrifugada a 1200xg
durante 1 minuto e colocada no termociclador na seguinte programacéo: 2 horas (37°C),
20 minutos (65°C), manutengéo (4°C).

Tabela 5. Master mix digestéo.

Reagentes Volume
Nuclease-Free Water 110,9 uL
10x Nsp | Buffer 19,2 uL
100x BSA 1,9 uL
Nsp | 9,6 uL
Volume total 151,2 uL

3.9.3 Ligacao

Apo6s o procedimento da digestdo, foi realizada a etapa de ligacdo. Foram
pipetados em tubo cdnico os reagentes descritos na Tabela 6. Um volume de 5,25 uL do
master mix da ligacdo foi pipetado em cada pogo contendo o produto da digestdo. A
placa foi selada com filme adesivo, agitada em vortex em alta velocidade, centrifugada a
1200%g durante 1 minuto e colocada no termociclador na programacao: 3 horas (16°C),
20 minutos (70°C), manutengéo (4°C).
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Tabela 6. Master mix ligacao.

Reagentes Volume
10x T4 DNA Ligase Buffer 25,0 uL
50 uM Adaptor, Nsp | 7,5 uL
T4 DNA Ligase 20,0 uL
Volume total 52,5 uL

3.10 Etapa 2: Reacdo em cadeia da polimerase, purificacdo e quantificacdo

3.10.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a etapa de PCR, os produtos provenientes da etapa anterior foram diluidos
com Chilled Affymetrix® Nuclease-Free Water (25 pL do produto da ligacdo + 75 uL
de &gua). Apos a diluicdo, 10 uL de cada pogo foram transferidos para uma nova placa
em quadruplicata para cada amostra. O master mix do PCR foi preparado de acordo
com a Tabela 7. Um volume de 90 pL foi adicionado em cada poco contendo os 10 pL
referente ao produto da ligacdo diluida de cada amostra. A placa foi selada com filme
adesivo, agitada em vortex em alta velocidade por duas vezes, centrifugada a 1200xg
durante 1 minuto. A placa foi colocada no termociclador na programacédo de 3 minutos
(94°C), 30 segundos (94°C), 45 segundos (60°C), 15 segundos (68°C), 7 minutos
(68°C), manutencdo (4°C). A partir desta etapa, o produto da PCR foi manipulado na
area p6s PCR. Produtos originados das reacdes de PCR foram visualizados em gel de
agarose para confirmar a distribui¢do de tamanho adequado das bandas (150 a 2000 pb)
(Figura 2).

Tabela 7. Master mix PCR.

Reagentes Volume
Chilled Affymetrix® Nuclease-Free Water ~ 1453,6 pL
10x TITANIUM ™ Taq PCR Buffer 368,0 uL
GC-Melt Reagent 736,0 pL
dNTP Mixture 515,2 uL
PCR Primer 165,6 pL
50x TITANIUM 73,6 puL

Total 3312,0 uL
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Figura 2. Gel de agarose para avaliacdo do produto da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
Resultado da corrida em gel de agarose a 2% do produto da PCR de amostras de pacientes com
diagndstico de sindrome mielodisplasica (SMD) e controles positivo (Ctrl+) e negativo (Ctrl-). Os
produtos da PCR apresentaram padrdo de bandas entre 150 a 2000 bp. Foi utilizado um marcador (ladder)
de 1Kb.

3.10.2 Purificagdo das amostras
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As amostras amplificadas foram purificadas utilizando beads de purificacéo e
estante magnética. A andlise da pureza do DNA foi feita usando absorbancia UV (Nano
Vue GE). O produto purificado apresentou concentragdo > 3.0 ug/ulL, a razdo da
absorbancia A260/280 entre 1.8 e 2.0, e 0 OD 320 < 0.1. Foram purificadas as amostras

de DNA e controle positivo, o controle negativo foi descartado nessa etapa.

3.11 Etapa 3: Fragmentacdo, marcacao, hibridizacao

3.11.1 Fragmentagéo

Os reagentes descritos na Tabela 8 foram pipetados em tubo conico. Um volume
de 10 pL do master mix da fragmentac&o foi pipetado em cada pogo contendo o produto
da purificacdo da PCR. A placa foi selada com filme adesivo, agitada em vortex em alta
velocidade por uma vez, centrifugada em centrifuga refrigerada a 1200xg durante 1
minuto e colocada no termociclador na programacao de 35 minutos (37°C), 15 minutos
(95°), manutengdo (4°C). Produtos originados das reacdes de fragmentacdo foram
visualizados em gel de agarose para confirmar a distribuicdo de tamanho adequado das

bandas (25 a 125 pb) e estdo ilustrados na Figura 3.

Tabela 8. Master mix fragmentacéo.

Reagentes Volume
Chilled Affymetrix® Nuclease-Free Water ~ 271,2 uL
10x Fragmentation Buffer 343,8 uL
Fragmentation Reagent 10 pL

Total 630 pL
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Figura 3. Gel de agarose para avaliacdo do produto da fragmentacdo do DNA. Resultado da corrida
em gel de agarose a 3,5% do produto da fragmentacdo de amostras de pacientes com diagnéstico de SMD
e controle positivo (Ctrl+). O padrdo de bandas do produto da etapa de fragmentacdo apresentou entre 25
a 125 pb. Foi utilizado um marcador de 25 pb e 1kb.

3.11.2 Marcagao

Os reagentes descritos na Tabela 9 foram pipetados em tubo conico. Um volume
de 19,5 pL do master mix da marcagdo foi pipetado em cada pogo contendo o produto
da fragmentagdo. A placa foi selada com filme adesivo, agitada em vortex em alta
velocidade por uma vez, centrifugada em centrifuga refrigerada a 1200xg durante 1
minuto e colocada no termociclador na programacdo de 4 horas (37°C), 15 minutos
(95°C), manutencao (4°C).

Tabela 9. Master mix marcacéo.

Reagentes Volume
5X TdT Buffer 134,4 uL
30 mM DNA labeling Reagent 19,2 uL
TdT 33,6 pL

Total 187,2 uL




44

3.11.3 Hibridizacéo

Os reagentes descritos na Tabela 10 foram pipetados em tubo conico. Um
volume de 190 uL do master mix da hibridizacdo foi pipetado em cada pogo contendo o
produto da marcagéo. A placa foi selada com filme adesivo, agitada em vortex em alta
velocidade por uma vez, centrifugada em centrifuga refrigerada a 1200xg durante 1
minuto e colocada no termociclador na programacéao de 10 minutos (95°C), manutencao
(49°C).

Tabela 10. Master mix hibridizagao.

Reagentes Volume
Hyb Buffer Part 1 1584,0 pL
Hyb Buffer Part 2 144,0 pL
Hyb Buffer Part 3 67,2 pL
Hyb Buffer Part 4 9,6 uL
Oligo Control Reagent 0100 19,2 uL
Total 1824 pL

Apds o término da hibridizacdo, 200 uL de cada amostra foram transferidos para
um chip® da Affymetrix contendo as sondas de oligonucleotides para todo o genoma.
Os chips foram incubados em um forno em um periodo de 16 a 18 horas a 50°C, 60

rpm.

3.12 Etapa 4: Lavagem e escaneamento

Os chips foram introduzidos em uma estagdo fluidica (Affymetrix®) de lavagens
e coloracdo automatica. Os reagentes requeridos para o procedimento de lavagem e
coloragdo estdo descritos na Tabela 11. Em seguida, os chips foram inseridos e
escaneados no equipamento GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix®). Apds o
escaneamento, foram gerados arquivos no formato CEL (arquivo de dados de

intensidade de sinal). Os arquivos CEL foram convertidos para arquivos CYCHP (dados
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de visualizacdo) e analisados por meio do programa ChAS® (Chromosome Analysis

Suite) previamente instalado em um computador.

Tabela 11. Reagentes requeridos para o procedimento de lavagem e coloragédo

Stain Buffer 1

Stain Buffer 2

Affymetrix Gene Chip Array Holding Buffer
Affymetrix Gene Chip Wash A

Affymetrix Gene Chip Wash B

3.13 Interpretacdo dos dados

Regides com alteracdo no numero de cépias maiores do que 1 Mb e dissomia
uniparental maior do que 10 Mb indicadas pelo programa ChAS® foram definidas
como alteragBes verdadeiras. Para a distin¢do de lesbes somaticas de CNVs, as lesdes
identificadas pelo ChAS foram comparadas a um banco de dados

(DGV,http://projects.tcag.ca/variation). Alteracdes identificadas pelo SNP-A foram

descritas de acordo com o ISCN 2013 [17]. Todas as imagens foram analisadas pela

autora e revisadas pela orientadora deste trabalho.

3.14 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, Inc., CA, EUA). Para as comparacdes, foi utilizado o teste de X? para
variaveis categoricas e o teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunns para fatores

mensuraveis. Um valor de P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.


http://projects.tcag.ca/variation

RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1  Caracterizacao clinica e citogenética de pacientes com hipdtese diagndstica
de SMD

De um total de 114 pacientes com suspeita de SMD, 43 apresentaram um
diagnostico conclusivo de SMD ou doencas relacionadas (SMD [n=34], SMD/NMP
[n=5], LMA com alteracbes mielodisplasicas [n=4]). Vinte e um pacientes foram
classificados como citopenia idiopatica de significado indeterminado (CISI) e 50
individuos apresentaram outros diagnésticos. Dentre os pacientes que foram definidos
como outros diagnosticos, 2 apresentaram anemia aplastica grave (AAG), 6
apresentaram outras neoplasias hematoldgicas (hipereosinofilia [n=1], mielofibrose
[n=1], MM [n=2], LMC ao diagnostico [n=1] e linfoma ndo Hodgkin [n=1]), 20
pacientes apresentaram hepatopatia, 5 apresentaram doenca renal e 8 apresentaram
doenca autoimune. Individuos que apresentaram citopenia resolvida em um periodo

menor que 6 meses foram incluidos no grupo outras doencas/diversos (n=9) (Figura 4).
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Figura 4. Defini¢do diagnostica para os 114 pacientes submetidos a exame de cariétipo com suspeita
clinica de sindrome mielodispléasica no periodo do estudo. Abreviagdes: SMD, sindrome mielodisplésica;
SMD/NMP, sindrome mielodisplasica/neoplasia mieloproliferativa; LMA/SMD, leucemia mieloide aguda
com alteracBes mielodisplésicas; CISI, citopenia idiopatica de significado indeterminado; AAG, anemia
aplastica grave; n, numero de pacientes na populacéo.

As caracteristicas demogréaficas e hematimétricas dos pacientes agrupados nos 3
grupos (SMD e doengas relacionadas, CISI e outros diagndsticos) estdo apresentadas na
Tabela 12. Os valores de hemoglobina foram significativamente menores nos pacientes
com SMD comparados com CISI (P<0,01) e comparado com outros diagnosticos
(P<0,01). N&do houve diferenca entre os valores de hemoglobina entre os grupos CISI
versus (vs) outros. Os pacientes com SMD apresentaram valores de neutréfilos
significativamente menores que 0s pacientes com outros diagndsticos (P<0,05). N&o
houve diferenca significativa entre os valores de neutrdfilos entre os grupos SMD vs
CISI (P>0,05) e entre os grupos CISI vs outros diagndsticos (P>0,05). A percentagem
de blastos na medula 6ssea foi significativamente maior nos pacientes com SMD
comparado com outros diagnésticos (P< 0,01) e entre os grupos de SMD vs CISI
(P<0,05). N&do houve diferenca significativa na porcentagem de blastos na medula dssea

entre os e entre os grupos de CISI vs outros diagndsticos (P>0,05). Ndo houve diferenca
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significativa na idade e na distribuicdo do sexo entre os grupos de pacientes com SMD,
CRSI e outros diagnésticos. Ndo houve diferenca significativa entre os valores de
volume corpuscular média (VCM), leucdcitos, mondcitos, plaquetas e nimero de

citopenias entre 0s 3 grupos (Tabela 12).

Tabela 12. Caracteristicas demograficas e hematimétricas dos pacientes do estudo.

SMD* CRSI Outros P
(n=43) (n=21) (n=50)
Sexo, M/F 20/23 05/16 21/29 0.18
Idade (anos) 69 (17-85) 70 (28 - 84) 62 (26-89) >0,05
Hb (g/dL)” 8,8 (3,7-14,8) 12,6 (8,9 - 14,7) 11,3 (6,6-16,3) <0,01°
VCM? 95(79-114) 93 (80-105) 92 (29-118) >0,05
Leuco (x10%L)* 3,3(0,7-15,6) 44 (1,3-9,4) 4,2 (0,8-46) >0,05
Neutro (x10%/L)* 1,2(0,2-7,6) 2,3(0,5 - 6,3) 2,4 (0,2-25,7) 0,03%
Mono (x10%/L)v 0,2 (0-9,5) 0,3(0-0,9) 0,3 (0-2,2) >0,05
Plt (x10%/L)* 85 (8-626) 110 (39 - 341) 74 (7-466) >0,05
% blastos MO” 2 (1-66) 1(1-6) 1(1-4) <0,01”
0 citopenia 0 0 2 0,12
1 citopenia 12 13 21
2 citopenias 19 4 20
3 citopenias 11 4 8

Abreviacdes: SMD, sindrome mielodisplasica; CRSI, citopenia refrataria de significado indeterminado;
N, nimero de pacientes na populacgdo; (%), porcentagem; Hb, hemoglobina; VCM, volume corpuscular
médio; Leuco, leucdcitos; Mono, mondcitos; Plt, plaquetas; MO, medula 6ssea.

*SMD e doencas relacionadas.

* mediana (minimo — maximo).

*Variaveis categéricas foram analisas pelo teste X* e variaveis continuas pelo teste de Kruskal-Wallis e
pos-teste de Dunns.

*SMD versus (vs.) CISI: P<0.01; SMD vs. Outras: P<0.01; CISI vs. Outras: P>0.05

&SMD vs. CISI: P>0,05; SMD vs. Outras: P<0.05; CISI vs. Outras: P>0.05

"SMD vs. CISI: P<0,05; SMD vs. Outras: P<0.01; CISI vs. Outras: P>0.05

A classificacdo dos pacientes de acordo com a OMS 2008, o risco citogenético e
0 IPSS-R estdo indicados na Tabela 13. De acordo com a OMS 2008 os pacientes foram
classificados em SMD, SMD/NMP e LMA com alteracdes mielodisplasicas. O grupo de
SMD foi classificado nas seguintes categorias: citopenia refrataria com displasia de
unica linhagem - anemia refrataria (CRDU-AR), citopenia refrataria com displasia de
unica linhagem - trombocitopenia refrataria (CRDU-TR), anemia refrataria com
sideroblastos em anel (ARSA), citopenia refrataria com displasia de multiplas linhagens
(CRDM), citopenia refrataria com displasia de multiplas linhagens com sideroblastos
em anel (CRDM-SA), anemia refratdria com excesso de blastos 1 e 2 (AREB1 e
AREB?2), e sindrome mielodisplasica ndo-classificavel. O grupo de SMD/NMP foi

classificado em leucemia mielomonocitica crénica 1 e 2 (LMMC 1 e 2) e em anemia
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refrataria com sideroblastos em anel associada a trombocitose (ARSA-T) e SMD/NMP
ndo classificada. Os pacientes classificados como SMD, SMD/NMP com < 12 x10%/L
leucdcitos e LMA com alteracdes mielodisplasicas com < 30% de blastos foram
estratificados em 5 grupos de risco de acordo com o risco citogenético [11] e de acordo
com o Sistema Internacional de Escore Prognostico Revisado (IPSS-R) [12]. Os
pacientes cujo exame de citogenética foram inconclusivos devido & auséncia de

metafase ndo puderam ser estratificados em grupos de risco.

Tabela 13. Caracterizac¢do do grupo de pacientes com SMD.

Classificacdo OMS (2008) Numero de pacientes
CRDM/ARSA/CRDU-AR/ 21/5/1
SMD CRDU-TR/AREB-/AREB2 1/3/1
CRDM-SA/Néo classificada 1/1
SMD/NMP ARSAT/LMMC1/LMMC2 2/1/1
Néo classificada 1
LMA com alteragGes 4

mielodisplasicas

Estratificacdo de Risco Citogenético

Muito Bom/bom 1/28
Intermediéario 3
Ruim/Muito ruim 1/2
Nao avaliavel* 8
Estratificacdo de risco IPSS-R
Muito baixo/baixo 5/20
Intermediario 4
Alto/Muito alto 4/2
Nao avaliavel* 8

Abreviagfes: SMD, sindrome mielodisplasica; SMD/NMP, sindrome mielodisplasica/neoplasia
mieloproliferativa; LMA, leucemia mieloide aguda; OMS, Organizagdo Mundial da Salde; ARSA,
anemia refrataria com sideroblastos em anel; CRDM, citopenia refrataria com displasia de mudltiplas
linhagens; CRDM-SA citopenia refrataria com displasia de multiplas linhagens com sideroblastos em
anel; CRDU-AR, citopenia refrataria com displasia de Unica linhagem-anemia refrataria; CRDU-TR ,
citopenia refrataria com displasia de Unica linhagem -trombocitopenia refrataria; AREB1, anemia
refratria com excesso de blastos 1; AREB2, anemia refrataria com excesso de blastos 2; LMMC,
leucemia mielomonocitica crénica, IPSS-R, Sistema Internacional de Escore Progndstico Revisado. O
risco citogenético foi definido de acordo com Schanz e colaboradores [11] o IPSS-R foram definidos de
acordo com Greenberg [12].

*8 pacientes ndo foram avaliados de acordo com o risco citogenético e de acordo com o IPSS-R; 2
pacientes apresentaram % de blastos na medula dssea >30% e 6 pacientes apresentaram cariotipo
inconclusivo por auséncia de metéfase.

A avaliagdo citogenética foi realizada para 114 pacientes. Auséncia de metafases
ocorreu em 16/114 (14%) dos casos. Alteracdo citogenética foi observada em 13/114
casos (11%), e cariotipo normal foi observado em 85/114 (75%) casos.

Dentre os pacientes definidos como outros diagnésticos, um paciente com
diagndstico de MM apresentou cariotipo complexo (46,XX,+6,add(15)(q26)-17,-
22,+mar[5]/47,idem,+9[5]/46,XX[15]) e um paciente com LMC apresentou a
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translocacéo entre os cromossomos 9 e 22 (46XY,1(9;22)(g34;q11)[20]). O resultado do
cariotipo foi normal para todos os demais pacientes que foram definidos como CISI e
outros diagnosticos (Tabela 14).

Dentre os 43 pacientes com diagnéstico de SMD, 26 (60%) pacientes
apresentaram cariotipo normal, 11 (26%) apresentaram alteragdo citogenética e 6 (14%)
ndo foram avaliados devido a auséncia de metafases (Tabela 14).

Tabela 14. Sumario do resultado da avaliagdo citogenética dos pacientes do estudo.

SMD* CIsl Outros

(n=43) (n=21) (n=50)
Cari6tipo normal, n (%) 26 (60) 15 (71) 44 (88)
Cariotipo alterado, n (%) 11 (26) 0 2 (4)
Cariotipo inadequado, n (%) 6 (14) 6 (29) 4 (8)

*SMD e doencas relacionadas.
Abreviacdes: SMD, sindrome mielodisplasica; CISI, citopenia idiopética de significado indeterminado;
N, nimero de pacientes na populacao; (%), porcentagem.

Alteraces estruturais ndo balanceadas frequentemente observadas nos pacientes
com SMD foram dele¢6es no bragco longo do cromossomo 5 (n=2) e dele¢des no braco
longo do cromossomo 20 (n=3). Delec¢bes no brago longo do cromossomo 5 foram
observadas em CRDM. Delec6es observadas no braco longo do cromossomo 20 foram
observadas em CRDM e LMA com alteracbes mielodisplasicas. Outras alteracdes
numéricas ou delecdes foram observadas nos cromossomos 2, 7, 8, 9, 12, 13, 17, 18, 19,
21e.

Translocagdes balanceadas foram observadas em 5 casos de SMD classificados
como ARSA (n=1), CRDM (n=1), LMMC2 (n=1), LMA com alteracOes
mielodisplasicas (n=2). As translocacfes observadas envolveram os cromossomos 2;11,
3;11, 1;19, 2;10, 9;22. Além das translocacBes balanceadas, 2 pacientes com LMA com
alteracbes mielodisplasicas apresentaram  cariétipo complexo. Cromossomos
marcadores ndo identificados pela citogenética convencional foram observados em 2
casos e foram incluidos em outras alteracBes. As alteracdes citogenéticas observadas
nos pacientes com SMD estdo descritas na Tabela 15. Uma metafase e o cariograma
correspondente ilustrativos de cada caso de SMD e doengas relacionadas com alteracdo
citogenética estdo ilustrados nos Anexos II-XIl. Um dos casos com SMD ARSA e
cariétipo normal apresentou heterocromatina no cromossomo 1 (Anexo XIII).
Informagdes demograficas e clinicas dos 43 pacientes com SMD estdo detalhadas no
Anexo XIV.
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Tabela 15. Alteraces citogenéticas observadas nos pacientes com diagndstico de SMD*,

Caso OMS 2008 Citogenética

#29 ARSA 46,XY 1(2;11)(p21;q23)[171/46,XY[3]
#16 CRDM 46,XX,del(5)(q13933)[13]/46, X X[7]

#20 CRDM 46,XY-7,del(20)(q11)x2[19]/46, X Y[1]
#18 CRDM 46,XX1(3;11)(p25;p15)[10]/46,XX[10]
#19 CRDM 46,XY,del(20)(q11)[23]/47 idem, +mar[2]
#17 CRDM 46,XX,del(5)(q21q34)[18]/46,XX[2]

#15 CRDM 45,X,-Y[20]

#38 LMMC2 47 XY +der(1)t(1;19)(p13;p13.1)

#43 LMA/SMD  46,XX,1(2;10)(q?;9?),-7,+18[12]/46,idem,add(1)(p36)[12]

#42 LMA/SMD  47,XY,del(2)(p13),-5,+8,add(9)(q34),-12,-13,-17,+4mar[20]

#41 LMA/SMD  46,XY,1(9;22)(q34;911.2),del(20)(q11)[2]/46,idem,inv(7)(q22936)[6]/47,idem,
inv(7)(q22936),+19[12]

*SMD e doencas relacionadas.

Abreviagdes: OMS, Organiza¢do Mundial da Saude; ARSA, anemia refrataria com sideroblastos em anel;
CRDM, citopenia refrataria com displasia de multiplas linhagens; LMMC2, leucemia mielomonocitica
cronica 2; LMA/SMD, leucemia mieloide aguda com alteracdes mielodisplasicas.

4.2 Analise integrada dos resultados da citogenética convencional e SNP-A

4.2.1 Selecdo das amostras para o SNP-A

Dezessete casos confirmados de SMD ou doencgas relacionadas foram
arbitrariamente selecionados para a realizacdo do SNP-A. A selecdo dos casos foi
baseada na disponibilidade e qualidade das amostras, apresentacado clinica e resultado da
citogenética convencional. Selecionamos pacientes com citogenética normal (n=11),
incluindo o caso com heterocromatina no cromossomo 1, na tentativa de identificarmos
lesbes cromossdmicas adicionais. Um dos casos selecionados (caso #35) apresentou
diagndstico de ARSA-T, anemia, macrocitose e plaquetose (Hb=4,5 g/dL; VCM=110
fL; leucdcitos=2,5x10%/L; neutr6filos=0,9x10%/L; plaquetas=534x10°/L; % blastos na
medula 6ssea=1; % sideroblastos em anel na medula 6ssea=34) e suspeita clinica de
delecdo no cromossomo 5. Selecionamos um caso que apresentou um Cromossomo
marcador (caso #19) na tentativa de identificarmos o cromossomo marcador e lesdes
adicionais. Dois casos com delecéo intersticial (casos #16 e #20) foram selecionados na
tentativa de definirmos com exatiddo o ponto de quebra cromossdmico e lesdes

adicionais. Um caso com translocacdo balanceada (caso #18) foi selecionado para a



53

investigacdo de lesdes adicionais, incluindo perda de material cromossémico no ponto
de quebra da translocacdo. Dois casos que apresentaram cariétipo complexo (casos #41
e #42) foram selecionados para o SNP-A na tentativa de melhor definirmos as
alteracbes cromossémicas identificadas pela citogenética convencional e de
observarmos lesdes adicionais. Caracteristicas clinicas dos pacientes selecionados estéo
descritas na Tabela 16.

Tabela 16. Caracteristicas dos 17 pacientes selecionados para 0 SNP-A.

Pacientes NUmero

Idade (anos), mediana (intervalo) 68 (49-83)
Género, Masculino/Feminino 8/9
Classificacdo OMS (2008), n
SMD

CRDU-AR

CRDM

CRDM-SA

ARSA

AREB1
SMD/NMP

ARSA-T

SMD/NMP ndo classificada
LMA-SMD
Estratificacdo de risco IPSS-R, n

w

NFPRPNRPNR R

Muito baixo/Baixo 1/8
Intermediério 3
Alto/muito alto 3/2

Abreviacdes: SMD, sindrome mielodisplasica; OMS, Organizacdo mundial da saide; CRDU-AR,
citopenia refrataria com displasia de Gnica linhagem- anemia refrataria; CRDM, citopenia refrataria
com displasia de mdltiplas linhagens; CRDM-SA, citopenia refrataria com displasia de mdaltiplas
linhagens com sideroblastos em anel; ARSA, anemia refrataria com sideroblastos em anel;
AREBL1,anemia refrataria com excesso de blastos 1; ARSA-T, anemia refrataria com sideroblastos
em anel associado a trombocitose ; SMD/NMP ndo classificada; LMA-SMD, LMA com alteragdes
mielodisplasicas; IPSS-R, Sistema Internacional de Escore Prognéstico Revisado; n, nimero.

4.2.2 SNP-A confirmou a auséncia de anormalidades cromossdmicas observadas

pela citogenética convencional

Anormalidades cromossémicas foram observadas em 6/17 casos (35%) pelo
cariotipo convencional e em 8/17 casos (47%) pela técnica de SNP-A. Através da
técnica de citogenética convencional, 11 pacientes apresentaram um cariétipo normal,

incluindo um caso com presenca de heterocromatina no cromossomo 1. SNP-A
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confirmou 8 casos normais previamente realizados pela citogenética convencional e
detectou anormalidades cromossémicas ndo observadas pela citogenética convencional
em 3 casos. Os resultados da citogenética convencional e SNP-A estdo descritos na
Tabela 17.



Tabela 17. Comparagdo de anormalidades cromossdmicas detectadas pela citogenética convencional e SNP-A em pacientes com SMD*,
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Caso  Resultados citogenética convencional Lesdes detectadas pelo SNP-A OMS (2008)
#11 46,XY[20] Normal CRDM
#35 46,XX[20] Normal ARSA-T
#5 46,XX[20] Normal CRDM
#28 46,XX[20] Normal ARSA
#24 46,XX[20] Normal CRDM-SA
#10 46,XY[20] Normal CRDM
#3 46,XX[20] Normal CRDM
#16  46XX,del(5)(q13933)[13]46XX[7] arr[hg19]5q14.3934(87,293,324-161,083,278)x1-2 CRDM
#32  46,XY[20] arr[hg19] 17q11.2025.3(28,538,474-81,041,938) hmz AREB1
#39  46,XX[20] arr[hg19] 4912913.1(55,077,335-65,219,047) hmz SMD/NMP-U
arr[hg19] 4922.1q24(89,143,567-104,611,010) hmz
arr[hg19] 6911.1q13(61,968,745-74,352,365) hmz
arr[hg19] 6921923.3(106,205,296-138,195,723) hmz
#2 46,XY[20] arr[hg19] 8p23.3p23.2(1,668,896-3,464,542)x3 CRDU-AR
#20 46,XY,-7,del(20)(q11)x2[19]/46,XY[1] arr[hg19] 7p22.3936.3(43,360-159,119,707)x1-2 CRDM
arr[hg19] 16p13.3p11.2(89,560-31,397,642) hmz
arr[hg19] 20p13g11.21(61,568-30,877,821)x2-3
arr[hg19] 20911.21913.13(30,975,801-49,764,509)x1-2
arr[hg19] 20913.2913.33(49,913,446-62,915,555)x2-3
#18 46,XX,1(3;11)(p25;915)[10]/46,XX[10] Normal CRDM
#19 46,XY,del(20)(q11)[23]/47,idem,+mar[2] arr[hg19] 20911.21913.13(31,166,664-47,423,768)x1-2 ~ CRDM
#42  47,XY,del(2)(p13),-5,+8,add(9)(q34),-12,-13,-17,+4mar[20] arr[hg19] 2p13.3p11.2(70,394,513-87,344,725)x1 LMA-SMD

arr[hg19] 2936.1936.3(224,723,031-226,221,091)x1
arr[hg19] 2936.3937.1(230,004,348-231,273,290)x1
arr[hg19] 4913.3924(71,449,612-105,582,452) hmz
arr[hg19] 5p15.31p15.2(7,717,024-10,512,625)x1
arr[hg19] 5p15.2(11,526,914-13,288,977)x1
arr[hg19] 5914.1934(79,701,699-166,538,905)x1
arr[hg19] 50934(166,838,438-168,047,047)x1
arr[hg19] 5935.1(170,135,452-170,859,758)x1
arr[hg19] 6p25.1p22.3(4,480,509-21,343,097) hmz
arr[hg19] 6p21.1p11.1(43,806,469-58,741,497) hmz
arr[hg19] 6914.3916.2(87,599,075-100,429,917) hmz
arr[hg19] 8p23.3724.3(158,048-146,295,771)x3



#41 46,XY,1(9;22)(q34;911.2),del(20)(q11)[2]/46,idem,inv(7)(q22936)[6]/
47,idem,inv(7)(922q936),+19[12]

#30  46,XX,1gh+[20]#
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arr[hg19] 9q22.31¢31.1(94,454,675-104,234,487)x1
arr[hg19] 12p13.31p12.3(9,209,635-17,199,761)x1
arr[hg19] 12p12.1p11.22(22,116,240-30,175,901)x1
arr[hg19] 1221.1¢21.2(75,132,400-78,117,505)x1
arr[hg19] 12q21.31¢23.1(84,818,958-96,455,871)x1
arr[hg19] 12923.2¢23.3(103,103,471-106,774,223)x1
arr[hg19] 13q12.12q12.13(23,619,956-26,365,365)x1
arr[hg19] 13912.3¢21.1(31,210,882-56,492,960)x1
arr[hg19] 13931.3¢33.3(92,980,925-109,829,371) hmz
arr[hg19] 17q11.2q12(27,528,421-35,222,532)x1
arr[hg19] 17q12021.33(35,885,136-50,013,434)x1
arr[hg19] 18q11.2q12.2(23,257,185-34,953,537) hmz

arr[hg19] 2936.3937.3(229,385,664-239,698,667)x1-2 LMA-SMD
arr[hg19] 7936.3(155,607,058-156,777,458)x1-2

arr[hg19] 20911.21g13.13(30,975,861-49,210,224)x1-2

Normal ARSA

*SMD e doencas relacionadas.

#Paciente apresentou caridtipo normal e presenca de heterocromatina no cromossomo 1.

Abreviagoes: SMD, sindrome mielodisplésica; OMS, Organiza¢do mundial da saide; CRDU-AR, citopenia refrataria com displasia de Unica linhagem- anemia
refrataria; CRDM, citopenia refrataria com displasia de multiplas linhagens; CRDM-SA, citopenia refrataria com displasia de maltiplas linhagens com sideroblastos
em anel; ARSA, anemia refrataria com sideroblastos em anel; AREB1,anemia refrataria com excesso de blastos 1; ARSA-T, anemia refrataria com sideroblastos em
anel associado a trombocitose ; SMD/NMP néo classificada; LMA-SMD, LMA com alteracdes mielodisplésicas;
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O resultado normal de citogenética convencional e do SNP-A de um caso com

diagnostico de SMD-CRDM (Caso #35) esté ilustrado na Figura 5.
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Figura 5. Imagem representativa de um caso com citogenética convencional e SNP-A normais (caso
#35). Citogenética convencional 46,XX. SNP-A foi realizado de acordo com Affymetrix Genome-Wide
Human SNP CYTOSCAN HD. O sinal localizado na extremidade do painel representa o valor do nimero de
copias (NC), (NC=1, nimero de copias 1; NC=2, nimero de copias 2; NC=3, nimero de cdpias 3). O sinal
localizado abaixo de cada painel representa os dados do genétipo ou frequéncia de alelos A e B.
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O resultado normal de citogenética convencional e do SNP-A de um caso com
diagnostico de SMD-ARSA (Caso #30) e presenca de heterocromatina no cromossomo 1 esta

ilustrado na Figura 6.
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Figura 6. Citogenética convencional evidencia cariétipo normal e presenca de heterocromatina no cromossomo
1; SNP-A confirma cariotipo normal (caso #30). A citogenética convencional indicou 46,XX,1gh+. A seta indica
a heterocromatina. SNP-A foi realizado de acordo com Affymetrix Genome-Wide Human SNP CYTOSCAN
HD. A primeira linha do cariograma indica regides de perda neutra de heterozigose ou dissomia uniparental, a
segunda linha indica regides de perda e a terceira linha indica regides de ganho. SNP-A identificou cariograma
normal.
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4.2.3 SNP-A define regides de perda intersticial em SMD

O alto nivel de resolucdo do SNP-A permite a definicdo precisa do mapeamento de
lesBes gendmicas. SNP-A permitiu a definicdo precisa do ponto de quebra do braco longo do
cromossomo 5 de uma paciente com diagnostico de SMD CRDM (caso #16). A delecao
detectada pelo SNP-A apresentou tamanho de 73.7 Mb, localizada entre as regides 5914.3 e
5034 (Figura 7). A delecdo foi identificada em 50% das células através da metodologia de
SNP-A.
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Figura 7. Mapeamento da delecdo do cromossomo 5 (caso #16). (A) Caridtipo convencional: 46,XX,
del(5)(q13qg33) A seta indica a delecdo do cromossomo 5. (B) SNP-A foi realizado de acordo com Affymetrix
Genome-Wide Human SNP CYTOSCAN HD. O sinal localizado na extremidade do painel representa o valor
do namero de copias (NC), (NC=1, namero de cdpias 1; NC=2, nimero de cdpias 2; NC=3, nimero de copias
3). O sinal localizado abaixo do painel representa os dados do gen6tipo ou frequéncia de alelos A e B. SNP-A
detectou uma delecdo no brago longo do cromossomo 5, como ilustrado pela diminui¢gdo do nimero de copias
e frequéncia de alelos indicados pela marcagdo em vermelho. O SNP-A identificou o ponto de quebra
5q14.3934.
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4.2.4 SNP-A permite a deteccdo de novas lesdes, incluindo regides de perda neutra de

heterozigose

O SNP-A identificou novas lesdes ndo identificadas pela citogenética convencional em
6 casos. SNP-A detectou um total de 32 novas lesdes (1 ganho, 19 perdas e 12 perdas neutras
de heterozigose ou dissomia uniparental). As novas lesdes detectadas pelo SNP-A ocorreram
em pacientes com um resultado prévio de citogenética normal (n=3) e alterado (n=3). Todas

as lesdes cromossomicas detectadas pelo SNP-A estdo representadas na Figura 8.
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Figura 8. Distribuicdo de lesbes somaticas identificadas pelo SNPA em pacientes com SMD e doencas
relacionadas. SNP-A detectou um total de 40 lesGes, sendo 32 novas lesdes comparadas com a citogenética
convencional. Ganhos cromossdmicas estdo ilustrados em azul, regifes de perdas estdo ilustradas em
vermelho e regides de perda neutra de heterozigose/dissomia uniparental em roxo.
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Novas lesGes detectadas pelo SNP-A em pacientes com resultados prévios de
citogenética convencional normal incluem regides de UPD envolvendo o cromossomo 17q
(caso#32; AREB-1), e UPD no cromossomo 4q e 6g (caso #39; SMD/NMP-U) e uma
microtriplicagdo no braco curto do cromossomo 8 (caso # 2; CRDU-AR), (Figura 9A-C).
SNP-A confirmou a monossomia do cromossomo 7 e delecdo do cromossomo 20q
previamente observados em um caso pela citogenética convencional e identificou uma nova
lesdo, UPD 16p (caso #20, CRDM) (Figura 9D). Em dois casos com LMA com alteragdes
mielodisplasicas (casos #41 e #42) que apresentaram um cariotipo complexo pela citogenética
convencional, o SNP-A permitiu a deteccdo de novas lesdes e auxiliou na identificacdo de

lesGes ndo determinadas pela citogenética convencional.
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Figura 9. Novas les6es detectadas pelo SNP-A. SNP-A foi realizado de acordo com Affymetrix Genome-Wide
Human SNP CYTOSCAN HD. O sinal localizado na extremidade do painel representa o valor do nimero de
copias (NC), (NC=1, nimero de copias 1; NC=2, nimero de cépias 2; NC=3, nimero de copias 3). O sinal
localizado abaixo de cada painel representa os dados do genétipo ou frequéncia de alelos A e B. SNP-A detectou
trechos de perda neutra de heterozigose ou dissomia uniparental, observados pelo nimero de cépias normal e
uma frequéncia alterada de alelos A e B destacada pelas marcacGes em roxo do cromossomo 17 (A caso #32), 4
e 6 (B caso #39), e 16 (D caso #20). SNP-A detectou uma regido de ganho, ilustrado pelo aumento no nimero de
copias e frequéncia de alelos destacado pela marcacdo em azul (C #caso 2).

4.2.5 SNP-A esclareceu anormalidades cromossémicas complexas identificadas pela

citogenética convencional

A resolucdo do método de citogenética convencional é dependente da localizacéo da
lesdo e padrdo de bandas, lesdes cromossémicas podem ndo ser identificadas, incluindo
microdelecdes e lesdes intersticiais. Em nosso estudo, o caso #42, paciente com diagnostico

de LMA com alteracbes mielodisplésicas, apresentou um cariétipo complexo com 4
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cromossomos marcadores ndo identificados através da citogenética convencional. O SNP-A
confirmou a trissomia do cromossomo 8 e esclareceu as alteragdes cromossdmicas nédo
definidas pela citogenética convencional. A metodologia do SNP-A identificou 17 lesdes
intersticiais ndo detectadas pela citogenética convencional, envolvendo os cromossomos 2, 5,
9, 12, 13 e 17. SNP-A também identificou regides de perda neutra de heterozigose ou
dissomia uniparental envolvendo os cromossomos 4, 6, 13 e 18 (Figura 10).

No caso #41, paciente com LMA com alteracbes mielodisplasicas, a citogenética
convencional também identificou um cariotipo complexo:
46,XY,1(9;22)(934;q11.2),del(20)(q11)[2]/46,idem,inv(7)(q22936)[6]/47,idem,inv(7)(q22q36)
,+19[12]. A presenca do BCR-ABL1 foi confirmada pelo método de PCR que revelou a
isoforma p190 (ela2 BCR-ABL1). SNP-A identificou uma perda no cromossomo 2qg36 nao
identificada pela citogenética convencional, confirmou a delecdo no cromossomo 20qg e como
esperado, ndo detectou a translocagdo balanceada t(9;22) e a inverséo do cromossomo 7q.
Interessantemente, SNP-A detectou uma microdelecdo no cromossomo 7936 nédo identificada
pela citogenética convencional. No entanto, SNP-A nao identificou a trissomia do
cromossomo 19. A morfologia do aspirado de medula 6ssea, o resultado da citogenética
convencional, o resultado da PCR e do SNP-A estéo ilustrados na Figura 11.
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Figura 10. Caridtipo complexo definido pela citogenética convencional e SNP-A (caso #42). (A) A
citogenética convencional apresentou 47,XY,del(2)(p13),-5,+8,add(9)(g34),-12,-13,-17,+4mar. As setas
indicam as alteracBes. SNP-A foi realizado de acordo com Affymetrix Genome-Wide Human SNP
CYTOSCAN HD. O sinal localizado na extremidade do painel representa o valor do nimero de cépias (NC),
(NC=1, nimero de copias 1; NC=2, nimero de cdpias 2; NC=3, nimero de copias 3). O sinal localizado
abaixo de cada painel representa os dados do genotipo ou frequéncia de alelos A e B. Delegbes foram
observadas nos cromossomos 2 (B), 5 (D), 9 (G), 12 (H), 13 (1), 17 (J) como ilustrado pela diminuicdo no
namero de copias e frequéncia de alelos marcados em vermelho. Regibes de perda neutra de heterozigose ou
dissomia uniparental foram observadas nos cromossomos 4 (C), 6 (E), 13 (I) e 18 (K) ilustrado pela
frequéncia de alelos A e B marcados em roxo. Um ganho foi observado no cromossomo 8 (F), como ilustrado
pelo aumento no nimero de cépias (CN=3) e pela frequéncia de alelos marcados em azul.
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Figura 11. Morfologia, avaliagio citgenética e molecular de um caso com LMA com alteracdes
mielodisplasicas (caso #41). (A) Fragmento de medula 6ssea hipercelular; (B) mieloblastos; (C)
diseritropoiese; (D) diseritropoese com precursor eritroide binucleado/maturacdo assincronica; (E)
precursor mieloide com hipogranulagdo no citoplasma; (F) megacariécitos displasicos com nucleo
monolobulado. A citogenética convencional apresentou (G) 46,XY,t(9;22)(q34;911.2),del(20)(q11), (H)
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46,XY,1(9;22)(q34;911.2),del(20)(g11),inv(7)(q22936), )]
46,XY,1(9;22)(q34;911.2),del(20)(g11),inv(7)(q22936),+19. As setas indicam as alteracGes. (J) Reagdo da
cadeia da polimerase para os transcritos b2a2/b3a2 e ela2 BCR-ABL-1. 1: ladder 50 pb; 2: Caso #16; 3:
controle positivo para o transcrito b2a2/b3a2 BCR-ABL1 (p210); 4: controle positivo para o transcrito
ela2 BCR-ABL1 (p190); 5: controle negativo para os transcritos b2a2/ b3a2 e ela2 BCR-ABL1. (K) SNP-
A foi realizado de acordo com Affymetrix Genome-Wide Human SNP CYTOSCAN HD. O sinal
localizado na extremidade de cada painel representa o valor do nimero de copias (NC), (NC=1, nimero
de copias 1; NC=2, nimero de copias 2; NC=3, nimero de copias 3). O sinal localizado abaixo de cada
painel representa os dados do genétipo ou frequéncia de alelos A e B. Dele¢des foram observadas nos
cromossomos 2, 7, 20, como ilustrado pela diminuicdo no nimero de copias e frequéncia de alelos
marcados em vermelho. Os cromossomos 9, 19 e 22 apresentaram com nimero de cépias e frequéncia de
alelos normais.

4.2.6 SNP-A apresenta limitacdes metodoldgicas

66

E bem estabelecido que o método de SNP-A ndo detecta translocagBes balanceadas.

Em nossa coorte, um paciente com SMD com t(3;11)(p25;q15) detectada pela citogenética

convencional ilustrou essa limitacdo do SNP-A (caso #18; CRDM); Os resultados do SNP-A

indicaram numero de cdpias e padrdo de genotipagem normais para 0s cromossomos 3 e 11 e

ndo foram identificadas novas lesdes neste caso (Figura 12).

Foi observado um caso (caso #19; CRDM) em que a citogenética convencional

identificou uma delecdo no 20g em 16/20 metafases e um cromossomo marcador em 2/20

(10%) metafases analisadas. SNP-A confirmou a delecdo no brago longo do cromossomo 20,

no entanto, n&o detectou o cromossomo marcador (Figura 13).
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Figura 12. Translocacdo balanceada identificada pela citogenética convencional (caso #18). Citogenética
convencional identificou 46,XX,t(3;11)(p25;q15). SNP-A foi realizado de acordo com Affymetrix Genome-
Wide Human SNP CYTOSCAN HD. O sinal localizado na parte superior da imagem do SNP-A representa o
valor do nimero de copias (NC), (NC=1, nimero de copias 1; NC=2, nimero de copias 2; NC=3, nimero de
copias 3). O sinal localizado na parte inferior da imagem do SNP-A representa os dados do genotipo ou
frequéncia de alelos A e B. NUmero de copias normal e trés genotipos foram observados nos cromossomos 3 e

11 pelo SNP-A.
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Figura 13. Imagem ilustrativa de limitacbes da metodologia de SNP-A (caso #19). A citogenética
convencional indicou 46,XY, del20(ql1),+mar. As alteracdes apresentam indicadas pelas setas. SNP-A foi
realizado de acordo com Affymetrix Genome-Wide Human SNP CYTOSCAN HD. A primeira linha do
cariograma indica regides de UPD, a segunda linha indica regiGes de perda e a terceira regides de ganho. O
cariograma indicou uma perda no brago longo do cromossomo 20q destacado em vermelho na segunda linha.
O cromossomo marcador nédo foi identificado pelo SNP-A (sensibilidade do teste).
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5 DISCUSSAO

A abordagem diagnostica atual para SMD inclui citologia para a avaliacdo de
anormalidades morfologicas de células hematopoéticas, biopsia de medula Ossea para a
avaliacdo de celularidade, fibrose e topografia e citogenética para a identificacdo de
anormalidades cromossdmicas. Na auséncia de outras causas de citopenias, a combinagédo de
displasia de medula 6ssea (presenca de alteracdes displasicas em pelo menos 10% de células
da linhagem) e anormalidade citogenética clonal permite um diagnostico conclusivo de SMD,
no entanto essas alteracfes sdo observadas em apenas uma parte dos pacientes. Em muitos
casos, o resultado de citogenética ndo € informativo e o diagndstico de SMD ¢ baseado nos
critérios morfolégicos. Os critérios minimos da OMS para definir displasia de medula 6ssea
como anormalidade morfoldgica também estdo presentes em citopenia ndo clonal e em
individuos saudaveis. O diagnostico de SMD pode ser particularmente dificil em pacientes em
estagio inicial da doenca, especialmente naqueles que ndo apresentam marcadores
morfolégicos consistentes, como sideroblastos em anel. Além disso, o diagndstico pode ser
guestionado em um quinto dos pacientes com SMD com hipoplasia ou fibrose de medula
Ossea gue também é observado em pacientes com anemia aplastica e mielofibrose primaria,
respectivamente [35]. Della Porta e colaboradores [35] realizaram uma revisao sistematica de
dados citoldgicos e histoldgicos de pacientes com citopenia no sangue periférico que foram
submetidos ao exame de medula 6ssea para suspeita clinica de SMD e observaram que de um
total de 1076 pacientes, 576 (53%) apresentaram um diagndéstico conclusivo de SMD. Em
nossa coorte, 114 pacientes apresentaram suspeita clinica de SMD e 43 (38%) apresentaram
diagnostico conclusivo de SMD e doencas relacionadas.

Belli e colaboradores [36] realizaram uma anélise retrospectiva de 1080 pacientes com
SMD de novo de paises da América do Sul (Argentina [n=635], Brasil [n=345] e Chile
[n=100]) para descri¢cdo das caracteristicas demogréaficas, clinicas e evolugdo de pacientes
com SMD. Os resultados de citogenética estavam disponiveis para 632 pacientes da
Argentina, 309 pacientes do Brasil e em 99 pacientes do Chile. A frequéncia de
anormalidades cromossdmicas foi similar entre os 3 grupos. O cari6tipo normal foi observado
em 619 (59,5%) dos pacientes e anormalidades cromossomicas foram observadas em 421

(40,5%) desse grupo de pacientes. Anormalidades citogenéticas mais frequentes foram:
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cariotipo complexo (> 3 anormalidades) em 82 (19,5%) pacientes; del(5g) em 60 (14,3%)
pacientes; +8 em 48 (11,4%) pacientes; del(7q)/-7 em 28 (6,7%); del (20q) em 22 (5,2%); -Y
em 21 (5%) pacientes. Em nossa coorte, de um total de 43 pacientes com diagnéstico de SMD
e doencas relacionadas, 26 (60%) apresentaram um cari6tipo normal, 11 (26%) apresentaram
anormalidades cromossémicas e 6 (14%) ndo foram avaliados devido a auséncia de metafases.
Dentre os 11 pacientes com alteracbes citogenéticas, 5 apresentaram uma alteracdo
citogenética isolada e 6 pacientes apresentaram mais do que uma alteracdo cromossémica.
Anormalidades cromossomicas mais frequentemente observadas foram del(5q) em 2 pacientes
e del(20q) em 3 pacientes. Alteracbes no cromossomo 7, incluindo monossomia (n=2) e
inversdo (n=1) foram observadas em 3 pacientes. Translocacdes balanceadas foram
observadas em 5 pacientes. O cariotipo complexo foi observado em 3 pacientes.

O termo CISI foi criado para descrever casos com citopenia persistente sem critérios
minimos de diagndstico de SMD. O diagndstico de CISI sé pode ser estabelecido quando a
investigacdo de medula 6ssea for realizada e outras causas de citopenias forem excluidas.
Citopenia idiopatica de significado indeterminado pode envolver 1, 2 ou 3 linhagens
hematopoéticas, no entanto, a maioria dos pacientes apresenta citopenia de Unica linhagem e
sdo definidos como (1) anemia idiopatica de significado indeterminado, (2) neutropenia
idiopatica de significado indeterminado ou (3) trombocitopenia idiopatica de significado
indeterminado. Similarmente a SMD, a citopenia deve ser registrada por um periodo minimo
de 6 meses para ser considerado como CISI e outras investigagdes devem ser realizadas,
incluindo avaliacdo citogenética, histolégica e imuno-histoquimica [37]. Em nosso estudo, um
total de 21 pacientes com citopenia (s) foram classificados como CISI por ndo apresentarem
critério minimo para o diagnéstico de SMD. De um total de 21 pacientes com CISI, 13 (62%)
apresentaram citopenia de Unica linhagem, 4 (19%) pacientes apresentaram citopenias
envolvendo 2 linhagens, 4 (19%) pacientes apresentaram citopenias envolvendo 3 linhagens.

O termo hematopoese clonal de potencial indeterminado (clonal hematopoiesis of
undetermined significance [CHIP]) tem sido descrito para individuos que apresentam uma
mutacdo somatica associada a neoplasia hematoldgica, na auséncia de citopenias e critérios
diagnosticos para neoplasia hematoldgica [38]. Evidéncias do acumulo de mutacBes em
células hematopoéticas e 0 aumento do risco de neoplasias mieloides com a idade levaram a
uma avaliacdo de individuos saudaveis para genes recorrentemente mutados em neoplasias
mieloides usando metodologias de sequenciamento de segunda geragdo. Individuos com

hematopoese clonal de potencial indeterminado tém um aumento no risco de progressao para
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neoplasia hematologica comparado a individuos sem mutagdes, e 0 risco pode ser
proporcional ao tamanho do clone. Avancgos na identificacdo de biomarcadores associados a
neoplasias mieloides procedentes da analise de expressdao génica e sequenciamento de
segunda geracdo podem refinar os critérios diagndsticos, sugerirem novas entidades
diagnosticas e definir progndstico. Genes mais comumente mutados em neoplasias mieloides
sdo SF3B1, TET2, SRSF2, ASXL1, DNMT3A, RUNX1, U2AF1, TP53 e EZH2 [39]. Embora
alguns individuos com hematopoese clonal de potencial indeterminado possam desenvolver
SMD, esta condicdo ainda ndo esta totalmente esclarecida [40]. Citopenia clonal de
significado indeterminado é uma entidade recentemente reconhecida para definir os
individuos com CISI que apresentem uma mutacdo em genes frequentemente mutados em
neoplasias mieloides. O termo CISI permanece para os individuos com citopenia idiopéatica
sem critérios clinicos, morfolégicos e citogenéticos de SMD para 0s quais a presenca de
mutacdo ndo foi investigada ou é ausente [9, 38, 40]. Destaca-se que 0S Novos conceitos
indicam que a identificacdo de uma mutacdo define clonalidade, mas ndo define diagndstico
de SMD [40]. A nova proposta de classificacdo de SMD da OMS revisada em 2016
estabelece que a presenca de mutacdo SF3B1 em individuo com critérios clinicos e
morfolégicos de SMD e com >5% de sideroblastos em anel define o subgrupo de ARSA, e a
presenca de mutacdo TP53 define pior progndstico em pacientes com del(5q), mas a presenca
isolada de mutacbes ndo é considerada como critério diagndstico de SMD na auséncia de
critérios clinicos, morfoldgicos e citogenéticos [41].

Apesar das novas metodologias de sequenciamento de segunda geracdo ainda nao
serem obrigatérias e definidores de diagnostico de SMD, a citogenética convencional
continua sendo uma metodologia essencial para o diagnoéstico de SMD, estratificacdo de risco,
selecdo do tratamento e monitoramento da resposta a terapia [11]. Na auséncia de
anormalidades citogenéticas clonais, o diagnostico de SMD depende da presenca de
anormalidades morfologicas definido pela classificacdo da OMS [1].

SNP-A é uma metodologia que pode complementar a citogenética convencional na
deteccdo de anormalidades cromossomicas [42]. SMD, SMD/NMP e LMA com alteracGes
mielodisplasicas séo as patologias mais indicadas para 0 uso do SNP-A, onde altera¢cdes nao
balanceadas sdo mais comuns e sdo incorporadas na estratificacdo de risco. Estudos
demonstraram que o SNP-A apresentou um melhor resultado na deteccdo de alteragOes
cromossdmicas quando comparado com a citogenética convencional em neoplasias mieloides
[31].
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Papaemmanuil e colaboradores [39] realizaram o sequenciamento de 111 genes em
738 pacientes com SMD e neoplasias relacionadas. Muta¢des oncogénicas foram observadas
em 43 genes. SF3B1 foi 0 gene mais frequentemente mutado na coorte (24%), seguido por
TET2 (22%) e SRSF2 (14%). Apenas 4 genes foram mutados em mais que 10% dos pacientes.
No total, 549 de 738 (74%) pacientes apresentaram pelo menos 1 mutacdo de ponto ou
mudanca no nimero de copia relacionada a SMD detectada pelo sequenciamento de segunda
geracdo, enquanto que a citogenética convencional identificou anormalidades em 33% dos
pacientes. Quando foi realizado o uso combinado de sequenciamento de segunda geragdo e
citogenética, pacientes com lesdes oncogénicas relacionadas a SMD aumentaram para 78%.
Nazha e colaboradores [43] validaram um novo modelo para o IPSS-R que incorporou dados
de mutacGes em 508 pacientes com SMD em tratamento e fatores prognaosticos significantes
para sobrevida incluiram a idade, IPSS-R, EZH2, SF3B1 e TP53.

Em nosso estudo, SNP-A detectou todas as lesdes identificadas pela citogenética
convencional, com excecdo de anormalidades balanceadas e alteracdes cromossémicas que
provavelmente estavam presentes em menos que 30% das células ndo cultivadas. SNP-A é
estritamente limitado a lesdes genéticas que causam alteracdes no numero de codpias, tais
como anormalidades numéricas e perdas e ganhos de segmentos cromossdmicos.
Translocacdes balanceadas, que sdo comumente observadas em neoplasias hematoldgicas e
que sdo identificadas pela citogenética convencional ndo sdo detectadas pelo SNP-A [22]. A
sensibilidade do SNP-A depende da contribuicdo do clone neoplasico (minimo de 30% de
celulas neoplésicas) [18].

Nossos resultados ilustraram que o SNP-A permite o mapeamento preciso do ponto de
guebra cromossémico, como foi ilustrado em um caso com SMD com del(5q). SNP-A
detectou uma lesdo com tamanho de 73.7 Mb, localizada entre as regides 5q14.3 e 5934 em
50% das células. A delecdo do cromossomo 5q é uma delecdo frequentemente reportada em
SMD e é observada em 10 -15% desses pacientes. Jerez e colaboradores [44] realizaram um
estudo com uso do SNP-A em uma coorte de 1155 pacientes com neoplasias mieloides para a
definicdo precisa das caracteristicas topograficas em pacientes com del(5q) e observaram que
delegGes envolvendo extremidades centroméricas e teloméricas estdo relacionadas com um
fendtipo mais agressivo da doenca e lesbes cromossdmicas adicionais. Huh e colaboradores
[45] utilizaram o SNP-A em uma coorte de 532 pacientes com SMD, SMD/NMP e LMA para

0 mapeamento do cromossomo 20q e defini¢do precisa do ponto de quebra e tamanho da leséo
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cromossomica e definiram 2 regides comumente deletadas no cromossomo 20g. Em nosso
estudo, foi observado a del(20q) no caso #19 e #20 localizada entre q11.21 e q13.913.

O uso do SNP-A para o estudo de regies comumente deletadas em pacientes com
SMD permitiu a identificacdo de alteracfes em genes relacionados com a patogénese de
SMD. Novas lesdes cromossomicas detectadas pelo SNP-A, incluindo perda neutra de
heterozigo ou dissomia uniparental e microdelecdes tem sido fundamental na deteccdo de
mutacdes em genes, incluindo o TET2 em SMD/NMP [46], MPL em anemia refrataria com
sideroblastos em anel e trombocitose [47], e EZH2 em SMD, LMMC e LMA [48].

Oncogenes especificos tém sido implicados no mecanismo de instabilidade genémica
e sdo considerados como potenciais candidatos envolvidos no mecanismo de perda neutra de
heterozigose ou dissomia uniparental. O BRCAL/2 tem sido relacionado a perda neutra de
heterozigose ou dissomia uniparental em neoplasia de ovario [49]; a ciclina D1 apresenta
expressao elevada na maioria dos casos de linfoma de células do manto e esta associada com
frequentes regides de perda neutra de heterozigose ou dissomia uniparental [50]. A mutacédo
JAK2V617F é frequentemente observada em NMP e a progressdo da doenca esta associada
com aquisi¢do bialélica da mutacdo através do mecanismo de recombinacdo mitdtica e perda
neutra de heterozigose ou dissomia uniparental [51]. A associacdo entre perda neutra de
heterozigose ou dissomia uniparental e mutacdes oncogénicas foi confirmada em uma
variedade de neoplasias hematoldgicas, exemplos comuns incluem mutacdes no c-MPL,
NRAS, c-CBL, e FLT3 [18].

Tiu e colaboradores [32] reportaram que novas lesdes detectadas pelo SNP-A
contribuiram para um pior progndstico em pacientes com SMD e neoplasias mieloides
relacionadas estratificados pela OMS 2008 e IPSS, e que a presenca € 0 nimero de novas
lesOes detectadas pelo SNP-A foram fatores preditivos independentes de sobrevida global e
sobrevida livre de evento. DelecBes e ganhos recorrentes detectados pela citogenética
convencional apresentam um valor diagndstico e prognostico bem estabelecido e foram
incorporados em esquemas de estratificagdo prognostica, incluindo o IPSS em SMD, no
entanto o impacto clinico de regides recorrentes de perda neutra de heterozigoze ou dissomia
uniparental ainda ndo é bem estabelecido [52]. Em um estudo com 174 pacientes com SMD,
SMD/NMP e SMD com alteragbes mielodisplasicas, Gondek e colaboradores [31]
demonstraram que anormalidades detectadas pelo SNP-A apresentaram impacto na sobrevida
global dos pacientes e que regites de perda neutra de heterozigose ou dissomia uniparental

envolvendo cromossomos frequentemente deletados podem apresentar implicagdes
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prognosticas similares a delecBes observadas pela citogenética convencional. Estudos prévios
destacaram a presenca de perda neutra de heterozigose ou dissomia uniparental em até 20%
dos casos com LMA com citogenética normal utilizando SNP-A [53]. Mori e colaboradores
[54] investigaram a presenca de perda neutra de heterozigose ou dissomia uniparental na
transformacéo de SMD para LMA, e observaram a presenca desta lesdo em mais que 20% dos
casos envolvendo os cromossomos 6q, 7p, 10p, 119, 14q e 20g . Em nosso estudo, foi
observado 12 regides de perda neutra de heterozigose ou dissomia uniparental em 4/17 casos,
sendo que 6 regides de perda neutra de heterozigose ou dissomia uniparental foram
identificadas em um caso com LMA com alteracbes mielodisplasicas e envolveram o0s
cromossomos 4q, 6p, 69, 13g e 18q.

Em nosso estudo, SNP-A identificou 32 novas lesGes, sendo 1 ganho, 19 perdas e 12
regides de UPDs, e permitiu o esclarecimento de lesbes cromossomicas ndo definidas pela
citogenética convencional. Nosso trabalho ndo permite identificar genes causadores da SMD e
ndo permite avaliar o impacto progndstico das lesdes detectadas pelo SNP-A, pois 0 numero

de casos incluidos é pequeno e o tempo de seguimento clinico € limitado.

O presente trabalho permitiu a padronizacdo de técnicas de citogenética convencional
e molecular importantes para a definicdo de alteracdes cromossémicas em pacientes com
neoplasias hematoldgicas e a caracterizacdo da coorte de pacientes com suspeita de SMD e
doencgas relacionadas em nossa instituicdo. Ilustramos que o SNP-A pode complementar a
citogenética convencional na identificacdo de anormalidades citogenéticas e na deteccdo de
regides de perda neutra de heterozigose ou dissomia uniparental em pacientes com SMD. No
entanto, SNP-A ndo substitui a citogenética convencional, pois ndo detecta alteracGes

balanceadas e ndo permite a distin¢ao de diferentes clones.

A experiéncia adquirida na realizacdo deste trabalho permitiu a autoria de um
comentario cientifico publicado na Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia
(doi.org/10.1016/j.bjhh.2015.01.007). Os resultados da analise comparativa da metodologia
de citogenética convencional e SNP-A foram compilados na forma de um manuscrito original

aceito para publicacéo na Journal of Clinical Pathology (doi:10.1136/jclinpath-2016-204023).
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6 CONCLUSAO

O conjunto dos resultados apresentados neste trabalho permite as seguintes conclusdes:

1. A caracterizacdo de pacientes com suspeita clinica de SMD em nossa institui¢éo

2.

3.

evidenciou:

a.

A definicdo de 3 grupos na populacdo de estudo: SMD e doengas relacionadas
(SMD, SMD/NMP e LMA/SMD), CISI e outras doencas.

A investigacdo de alteracBes citogenéticas através da citogenética convencional em

pacientes com diagnostico de SMD e doencas relacionadas evidenciou:

a.

Foram observados 11/43 (26%) pacientes com diagndstico de SMD que
apresentaram alteracdo citogenética. Anormalidades cromossémicas mais

comumente observadas envolveram os cromossomos 5q, 7 e 20q.

A Investigacdo da presenca de perda de heterozigose (dele¢do e dissomia uniparental
adquirida) e ganhos cromossémicos em pacientes com SMD e doengas relacionadas
através da técnica de SNP-A evidenciou:

SNP-A detectou um total de 40 lesbes, sendo 25 perdas, 12 regides de UPD e 3

ganhos.

O estudo comparativo entre os métodos de citogenética convencional e SNP-A

evidenciou:

a.

SNP-A detectou um total de 32 novas lesdes (1 ganho, 19 perdas e 12 regibes de
UPDs) quando comparado a citogenética convencional.
SNP-A permitiu a deteccdo de novas lesdes e o esclarecimento de lesdes

intersticiais ndo definidas pela citogenética convencional.
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Numero do Parecer: 866.044
Data da Relatoria: 28/10/2014

Apresentacéao do Projeto:

As sindromes mielodisplasicas (SMD) constituem um grupo heterogéneo de doengas hematologicas de
origem clonal, caracterizado por hematopoese ineficaz, citopenia e

risco de evolugéo para leucemia mieloide aguda (LMA). As anormalidades citogenéticas adquiridas séo
marcadores prognosticos bem estabelecidos em SMD. As alteragdes cromossdémicas ndo balanceadas
observadas pelo cariétipo metafasico estdo presentes em aproximadamente metade dos pacientes com esta
doenga. No entanto, a técnica de citogenética metafasica apresenta limitagdes, incluindo baixa resolugéo e
necessidade de divisdo celular, sendo que defeitos cromossémicos podem nao ser

detectados. Tecnologias baseadas em array de DNA, como o Single Nucleotide Polymorphism Array (SNP-
A), sdo importantes para avaliagdo do genoma normal e neoplasico. O SNP-A foi desenvolvido para o
estudo de todo o genoma, apresenta uma resolugao superior a citogenética metafasica convencional, pode
ser realizado em células na interfase, e detecta alteragdes cromossémicas nao visualizadas pela
citogenética metafasica. Além disso, o SNP-A fornece dados de genotipagem para detecgédo de perda
neutra de heterozigose (copy neutral loss of heterozigosity [CNLOH]), também denominada de dissomia
uniparental somatica (uniparental dissomy [UPD]). Regiées cromossdémicas com
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delecdo, UPD ou ganho sdo comuns em pacientes com neoplasias hematologicas e sugeriu genes
candidatos a supressores de tumor e oncogenes. O objetivo do presente estudo é a implantagéo e o uso da
tecnologia de SNP-A no servigo de hematologia do HCFMRP-USP na investigagdo de alteragdes
citogeneticas em pacientes com SMD. Pacientes com diagnéstico de SMD atendidos no HCFMRP-USP
serdo incluidos no estudo, e resultados da citogenética metafasica convencional e do SNP-A serdo
comparados. Espera-se que o SNP-A auxilie na confirmacéo diagnéstica e estratificagdo de risco dos
pacientes com SMD.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste estudo & investigar as alteragfes citogenéticas através do uso da tecnologia de Single
Nucleotide Polymorphism Array (SNP-A) em pacientes com hipotese diagnéstica de sindrome
mielodisplasica. As sindromes mielodisplasicas sdo doengas clonais hematopoéticas caracterizadas por
hematopoese ineficaz e anemia, neutropenia ou plaquetopenia no sangue periférico. Nas sindromes
mielodisplasicas, podem ocorrer alteragBes cromossdmicas que sdo normalmente detectadas através do
exame de citogenética ou cariétipo convencional. A realizagdo do exame de caridtipo esta prevista como
procedimento de rotina para pacientes com hipotese diagnostica de sindrome mielodisplasica.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

O risco é minimo e esta relacionado a coleta do sangue de medula éssea. Todas as informagdes obtidas
serdo mantidas em sigilo e apenas os pesquisadores responsaveis terdo acesso a sua amostra guardada no
freezer, as informagbes obtidas e a identificacdo da sua amostra de sangue. As amostras guardadas no
freezer serdo numeradas e ndo conterdo nenhuma informagéo que possa identificar o doador.

O desconforto que vocé pode sentir & apenas da picada da agulha durante a coleta e um potencial
hematoma que possa se formar no local da picada da agulha. Infecgéo no local da coleta de medula 6ssea
pode acontecer muito raramente.

Nao, ndo ha nenhum beneficio imediato para o paciente. Entretanto os dados obtidos podem ser Uteis para
o tratamento dos paciente futuramente.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Um total de 40 pacientes com diagnéstico de SMD deve ser incluido no estudo. As caracteristicas clinicas
serdo avaliadas pela equipe de médicos hematologistas do HC FMRP USP, incluindo a

Enderego: CAMPUS UNIVERSITARIO

Bairro: MONTE ALEGRE CEP: 14.048-900
UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO
Telefone: (16)3602-2228 Fax: (16)3633-1144 E-mail: cep@hcrp.usp.br

Pagina 02 de 04

84



__E=E @ | 5pTAL DAS CLINICAS DA
" B BWm FACULDADE DE MEDICINA DE %"W“M s
USP - RIBEIRAD RIBEIRAO PRETO DA USP -

- wrwno -

Continuagdo do Parecer: 866.044

orientadora do projeto. Citogenética Convencional. As amostras serdo obtidas através da coleta de sangue
de medula 6ssea em tubo contendo anticoagulante heparina. Serdo realizadas duas culturas, sendo uma de
24 horas e outra de 48 horas em 10 mL de meio RPMI, com 20% de soro bovino fetal e 1%
Streptomicina/Penicilina e mantidas em estufa de CO2 a 37°C. Completado o tempo estipulado de cultura
serdo acrescentados 100 L de bloqueador de fuso mitético, Colcemid®, e as amostras serdo incubadas em
estufa de CO2 a 37°C por 30 minutos adicionais. Posteriormente, o material sera centrifugado, desprezando
-se 0 sobrenadante e exposto a solug&o hipoténica (KCL 0,075 mol/L) por 20 minutos a 37° C. Por fim, o
material sera fixado em solugdo de Carnoy (metanol e acido acético 3:1) e gotejado em laminas de vidro. As
bandas serdo feitas pela técnica de bandeamento G com tripsina e corante Wright's eosine methylene blue.
As metafases serdo analisadas ao microscopio optico Zeiss AXIO Imager 2 acoplado ao sistema de captura
de imagem Applied Spectral Imaging para cariotipagem, e sempre que possivel, pelo menos 20 metafases
serdo analisadas. As anormalidades cromossdmicas serdo descritas de acordo com o ISCN 2013. Extragao
de DNA gendmico: O DNA sera obtido de sangue de medula ¢ssea total coletada em EDTA.SNP array (SNP
-A): Para investigagdo de novas alteragbes cromossémicas ndo balanceadas utilizaremos a técnica de SNP-
A.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Os Termos de apresentag¢ao obrigatéria estdo de acordo com as recomendagées.

Recomendagodes:
Nenhuma recomendacao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Diante do exposto e a luz da Resolugdo CNS 466/2012, o projeto de pesquisa Versao 2 (22/10/2014), assim
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Versao 2 (22/10/2014) e o TERMO DE
CONSENTIMENTO PARA GUARDA DE MATERIAL BIOLOGICO, podem ser enquadrados na categoria
APROVADO.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

Projeto Aprovado: Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados ao CEP, relatérios
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parciais anuais referentes ao andamento da pesquisa e relatorio final ao término do trabalho. Qualquer

modificagdo do projeto original deve ser apresentada a este CEP em nova verséo, de forma objetiva e com
justificativas, para nova apreciacao.

RIBEIRAO PRETO, 11 de Novembro de 2014

Assinado por:
MARCIA GUIMARAES VILLANOVA

(Coordenador)
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Anexo 1. Metéfase e cariograma ilustrativo. Caso #29: 46,XY,1(2;11)(p21;g23).
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nexo 1. Metafase e cariograma ilustrativo. Caso #16: 46XX,del(5)(q13g33).
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Anexo V. Metéfase e cariograma ilustrativo. Caso #20: 46,XY-7,del(20)(gq11)x2.
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Anexo V. Metéfase e cariograma ilustrativo. Caso #17: 46,XX,del(5)(q21q34).
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Anexo VI. Metafase e cariograma ilustrativo. Caso #15: 45,X,-Y
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Anexo VII. Metéfase e cariograma ilustrativo. Caso #19: 47,XY,del(20)(q11),+mar.
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Anexo VIII. Metafase e cariograma ilustrativo. Caso #38: 47,XY ,+der(1)t(1;19)(p13;p13.1).
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Anexo IV. Metafase e cariograma ilustrativo. Caso 18 #: 46,XX,(3;11)(p25;915).
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Anexo X. Metafase e cariograma ilustrativo. Caso #43: 46,XX,add(1)(p36),t(2;10)(q?;9?),-7,+18.
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Anexo XI. Metéfase e cariograma ilustrativo. Caso #41: 46,XY,inv(7)(q22936),t(9;22)(q34;q11.2),+19,
del(20)(q11).
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Anexo XII. Metéafase e cariograma ilustrativo. Caso #42: 47,XY,del(2)(p13),-5,+8,add(9)(q34),-12,-13,-

17,+4mar.
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Anexo XIV- Casuistica de pacientes com diagnéstico de SMD e doencas relacionadas.

Grupo . . VC % .
Leuc Se Mono PIt
# Sexo Data Coleta Idade Diagnostico Classificado | Hb 9 Risco

OMS2008 (g/dl) M (x109L) (10°/L) (x109L) (x10%/L) DRotoS  Canotipo ciggengtico

WHO 2008 (fL) MO

1 M 17/12/14 58 SMD CRDU-TR 132 88 5,6 3 04 32 2% normal bom

2 M 29/08/14 64 SMD CRDU-AR 84 85 93 59 08 327 3% normal bom

3 F 04/02/15 76 SMD CRDM 69 114 11 03 0 42 3% normal bom

4 F 27/08/14 73 SMD CRDM 113 89 46 17 0,2 74 1% normal bom

5 F 13/08/14 64 SMD CRDM 102 81 3 18 0,2 52 3% normal bom

6 F 26/11/14 37 SMD CRDM 108 84 21 05 01 169 2% normal bom

7 F 16/09/15 65 SMD CRDM 108 79 34 23 0,2 78 2% normal bom

8 F 22/10/14 57 SMD CRDM 98 9% 29 14 0,2 85 1% normal bom

9 F 10/06/15 46 SMD CRDM 123 111 33 16 0,2 11 3% normal bom

10 M 16/07/14 58 SMD CRDM 37 92 17 0,6 0,2 161 1 normal bom

1 M 09/05/14 72 SMD CRDM 96 79 2,7 02 03 363 1% normal bom

12 M 22/10/14 33 SMD CRDM 72 98 21 05 01 254 2% normal bom

13 M 17/06/15 29 SMD CRDM 75 9 2,7 1 0,2 205 1% normal bom

14 M 25/06/14 71 SMD CRDM 148 96 33 1 08 43 4% normal bom

15 M 04/06/14 70 SMD CRDM 89 110 48 23 05 333 1% alterado muito bom
16 F 14/05/14 75 SMD CRDM 75 103 37 18 01 411 2 alterado bom

17 F 25/02/15 81 SMD CRDM 92 92 31 1 04 245 1% alterado bom

18 F 24/02/15 58 SMD CRDM 103 91 2,7 1 04 29 1% alterado intermediério
19 M 06/08/14 64 SMD CRDM 101 106 23 11 01 47 1 alterado intermediério
20 M 20/05/14 67 SMD CRDM 11,8 108 14 0,2 0,1 12 3% alterado ruim
21 M 29/01/14 76 SMD CRDM 82 98 18 05 01 44 4 inconclusivo NA
2 F 23/07/14 62 SMD CRDM 126 92 26 12 01 78 1 inconclusivo NA
23 F 03/12/14 7 SMD CRDM 10 105 46 28 0,2 10 2% inconclusivo NA
24 F 27/08/14 56 SMD CRDM-SA 98 91 6,6 04 04 415 2% normal bom
25 M 02/07/14 84 SMD SMD-NC 69 84 2 08 0 82 2% inconclusivo NA
26 F 12/03/14 69 SMD ARSA 88 95 72 42 05 152 2% normal bom
27 F 01/04/14 80 SMD ARSA 88 9% 55 29 0,6 349 2 normal bom
28 F 19/02/14 81 SMD ARSA 96 92 42 25 03 170 1% normal bom
29 M 14/07/14 59 SMD ARSA 82 103 7 48 04 138 3 alterado intermediério
30 F 20/10/14 83 SMD ARSA 7,7 114 6 3,7 05 247 4% normal bom
31 F 17/06/15 69 SMD AREB1 105 99 13 0,6 01 63 5% normal bom
32 M 02/04/14 60 SMD AREB1 87 92 21 12 95 16 % normal bom
33 M 15/10/14 81 SMD AREB1 116 85 5 17 13 85 6% inconclusivo NA
34 F 16/09/15 75 SMD AREB2 81 8 138 76 21 29 10%  inconclusivo NA
3B F 23/07/14 67 SMD/NMP ARSA-T 45 110 25 09 0,2 534 1 normal bom
36 F 23/09/15 73  SMD/NMP ARSA-T 75 96 838 59 04 510 1% normal bom
37 M 13/08/14 85 SMD/NMP LMMC1 76 104 4 11 11 185 4 normal bom
38 M 15/04/15 73 SMD/NMP LMMC2 83 8 156 6,2 34 138 13% alterado bom
39 F 11/06/14 50 SMD/NMP SMD/NMP-NC 103 104 67 38 04 626 3% normal bom
40 M 29/10/14 72 LMA/SMD LMA/SMD 81 101 0,7 04 0,1 185 36% normal NA
41 M 08/07/14 82 LMA/SMD LMA/SMD 72 102 25 0,3 0 8 20% alterado muito ruim
42 M 09/02/15 79 LMA/SMD LMA/SMD 85 % 6 0,7 0,2 15 27% alterado muito ruim
43 F 12/03/15 17 LMA/SMD  LMA/SMD 74 88 12 02 0,2 24 66% alterado NA

Abreviagbes: F, feminino; M, masculino; SMD, sindrome mielodisplésica; SMD/NMP, sindrome
mielodisplasica/neoplasia mieloproliferativa, LMA/SMD Leucemia mieloide aguda com alteracdes
mielodisplasicas; subtipos ARSA, anemia refrataria com sideroblastos em anel; CRDM, citopenia refratéria com
displasia de mdltiplas linhagens; CRDM-AS citopenia refrataria com displasia de mdltiplas linhagens com
sideroblastos em anel; CRDU-AR, citopenia refrataria com displasia de Unica linhagem-anemia refratéria;
CRDU-TR , citopenia refrataria com displasia de Gnica linhagem —trombocitopenia refrataria; AREB-1, anemia
refrataria com excesso de blastos-1; AREB-2, anemia refrataria com excesso de blastos-2; LMMC, leucemia
mielomonocitica cronica, IPSS-R, Sistema Internacional de Escore Prognéstico Revisado; Hb, hemoglobina;
VCM, volume corpuscular médio; Leuco, leucdcitos; Mono, mondcitos; PIt, plaquetas; MO, medula 6ssea; NA,
ndo avaliado.



