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RESUMO

Tratouse de um estudo sobre uma doenca de baixa incdéacpopulacédo que é a
sindrome mielodisplasica (SMD). Esta doenca conmpieeum grupo de desordens
hematopoiéticas heterogéneas de natureza clonaéouem comum, graus variados de
insuficiéncia medular e niveis distintos de citapemo sangue periférico e displasias
na diferenciagcdo celular podendo apresentar vésrasas de alteragbes citogenéticas,
evoluindo algumas vezes para leucemia. Para SMDe-pe através das alteracdes
identificadas com auxilio do cari6tipo, determimaprognostico e classifica-las em
grupos de risco, cujo, cada paciente serd submetidam tratamento mais
individualizado. O objetivo deste estudo foi avales alteragbes citogenéticas nas
sindromes mielodisplasicas, utilizando a citogeaétionvencional, correlacionando os
achados citogenéticos encontrados com os dadasoslidos pacientes, na tentativa de
incrementar informacdes de valor prognostico pareasos de SMD. O presente estudo
foi conduzido no NPR — Nucleo de Pesquisa ReplidanUniversidade Catdlica de
Goias e no LaGene — Laboratério de Citogenética ahame Genética Molecular /
SulLeide — Superintendéncia Leide das Neves Fer8E®S-GO em parceria com o
Hospital das Clinicas, da Universidade Federal d&sse com Hospital Araudjo Jorge.
Foram avaliadas amostras de sangue periférico eulmeissea com auxilio da
citogenética convencional de 25 pacientes com agdic clinica de SMD, sendo que
somente os 15 casos confirmados com SMD foramigmduneste estudo. Os resultados
dos testes citogenéticos demonstraram uma grandersidiade de alteracOes
cromossOmicas, entre elas trissomias nos cromoss@hoe 22, monossomias dos
cromossomos 17 e Y, translocagdes entre o os cemmas 3(;10q e 8q;169 e uma
duplicacdo no cromossomo 1. As delecdes apareaayammmais frequéncia, entre elas
citamos dele¢cbes nos cromossomos 7p, 5q 10q, 1Pgp.eFoi observado também um
isocromossomo de 17, um cromossomo em anel e umossmmo marcador de origem
indeterminada além dos cariétipos normais. Estaergsigade de achados esta
relacionada com uma instabilidade génomica, sendoag monossomias e as delecdes
podem estar relacionadas com inativacdo de gemesssores tumorais (GST) e as
translocacdes podem ativar os oncogenes, logoattescdes estao relacionadas com a
hematopoiese ineficaz em SMD. Também apresentgéelzom o progndstico, o curso
clinico e a evolugdo da doenga, oferecendo aindarniacdes para auxiliar o

diagndstico, a classificacdo, o acompanhamento, seollea terapéutica e um
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entendimento mais adequado em funcdo da grandesidi@de bioldgica da doenca.
Esta pesquisa serd importante para estimular negtsdos nesta area podendo
estabelecer novas parcerias entre centros de pasqelide tratamento, principalmente

para oferecer uma melhor qualidade de vida pargagcsentes com SMD e seus
familiares.

Palavras-chave: Sindrome Mielodisplasica; Citogeaé€Convencional; Progndstico;
Tratamento
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ABSTRACT

This was a study of a low incidenced disease inpthrgulation that is myelodysplastic
syndrome (MDS). This disease comprises a groupetérogeneous hematopoietic
disorders of clonal nature that have in commonyiagrdegrees of bone marrow failure
and distinct levels of peripheral blood cytopergasl dysplasia in cell differentiation
and may provide various forms of cytogenetic chapgmmetimes progressing to
leukemia. For MDS, can be identified through thHerges with the aid of the
karyotype, determine prognosis and to classify thato risk groups, which each
patient will be subjected to a more individualizegatment.The objective of this study
was to evaluate the cytogenetic and correlateccyt@genetic findings found with the
clinical data of patientes in an attempt to imprgvegnostic information in cases of
MDS. This study was conducted at NPR — Nucleo deq&sas Replicon of
Universidade Catélica de Goias e LaGene - de Qiéiyga Humana e Genética
Molecular / SulLeide — Superintendéncia Leide daseNeFerreira, SES-GO in
partnership with the Hospital of the Universidagel€&ral de Goias and Hospital Araujo
Jorge. We evaluated samples of peripheral blood kmmé marrow with the aid of
conventional cytogenetics, of 25 patients withichhindication of MDS, with only 15
confirmed cases with MDS were included in this gtu@he results of cytogenetic tests
showed a wide range of chromosomal abnormalitretiiding trisomy of chromosomes
21 and 22, monosomy of chromosomes 17 and Y treaistm between chromosomes
3q, 8g and 10q, 16q and a duplication on chromosbm&he deletions appeared more
frequently, including deletions on chromosomes 5@,10q, 11g and 12p. We also
observed an isochromosome 17, a ring chromosomeaanthrker chromosome of
unknown origin in addition to the normal karyotypeJhis diversity of findings is

related to genomic instability, and the monosomy aeletions may be related to
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inactivation of tumor suppressor genes (TSG) ammhstocations can activate
oncogenes, so these changes are related to tliecined hematopoiesis in MDS. Also
associated with prognosis, the clinical course amogression of the disease, and
providing information to assist the diagnosis, sifasation, monitoring, treatment
choice and a more adequate understanding to tteal lahversity of the disease. This
research will be important to stimulate new redeancthis area and may establish new
partnerships between research centers and treatmpemarily to provide a better

quality of life for patients with MDS and their falies.

Keywords: myelodysplastic syndrome; ConventionalytoGenetics, Prognosis,

Treatment.
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1. INTRODUCAO

1.1 SINDROME MIELODISPLASICA

1.1.1 Aspectos Gerais

A sindrome mielodisplasica (SMD) compreende umpgrwe alteracbes
hematopoiéticas heterogéneas de natureza cloratéquem comum graus variados de
insuficiéncia medular e consequentemente difereniesis de citopenias no sangue
periférico e manifestacdes clinicas. No entantsepla-se hipercelularidade na medula
0ssea e displasia na diferenciacéo celular o qde pwoluir para uma leucemia aguda,
principalmente a Leucemia Mieldide Aguda (LMA). Apae de todo o conhecimento
acumulado em relacdo a clinica, ao diagnostico oftgico e as caracteristicas
bioldgicas da SMD seu tratamento ainda € precalesafiador (Ap&t al.,2006).

Alteracdes no genoma de forma acumulativa podeaitee em proliferacdo de
células hematopoiéticas com alteracbes morfologdamcionais, consequientemente a
hematopoese pode ser alterada e ineficaz, podengiaciente apresentar anemia e
citopenia persistentes e refratarias (Wells, 26@8mannet al.,2002).

Existem etapas diversas para explicar a patogétes8MD, sendo que a
exposicdo de individuos geneticamente predispostosagentes genotoxicos
ocupacionais ou ambientais pode determinar o apa@ato de uma fase da doenca,
considerada pré-SMD. Na fase denominada SMD pregbserva-se uma quantidade
inferior a 10% de blastos na medula 0ssea e apppiosientada. Na fase tardia, os
blastos estdo aumentados na medula Ossea, ocatabilidade cromossémica e
aumento de fatores epigenéticos como a metilagddAddo Desoxirribonucléico
(DNA) silenciando os genes envolvidos no contralecitlo celular. Quando a doenca
se encontra em um estdgio avancado ou de progress@&e perda ou inativacdo de

genes supressores e aumenta a instabilidade géna@wmme potencial evolugéo para



leucemia aguda. O processo de angiogénese ensentaainmentado em todos o0s
estagios da doenca (Ribegbal.,2004, Rosenfelét al.,2000).

Héa caréncia de alguns critérios minimos para gndistico, principalmente dos
pacientes que se encontram em fases mais precac8d. Dos critérios atuais, as
alteracOes citogenéticas clonais, a presenca giasiag em pelo menos duas linhagens
celulares, o aumento no percentual de blastos epassivel evolucdo para leucemia
aguda podem tornar mais dificil e desafiador o mbdafco da doenca (Rama
al.,1999; Kouidest al. 1996, Farhi, 1992).

Devemos entender que um clone celular, do pontuista da citogenética,
consiste na presenca de uma mesma alteracdo ngictoldu numérica em pelo menos
duas células analisadas. Outra informacao citogenghportante relaciona-se com a
presenca de mosaicismo. Assim deve ser analisadmior nimero de metafases
possivel, uma vez que quanto maior o numero defaseganalisadas, menor a chance
de um mosaicismo passar sem que seja identifié2alaliet al.,1997).

Na SMD a presenca de alteracbes morfoldgicas iaslsocom a citopenia,
somente, ndo podem ser tomadas como evidencia de dmenca clonal. E
fundamentalmente importante realizar um diagnogtiéerencial, seguindo-se alguns
critérios internacionalmente aceitos, como a aaalscariotipo (Aukt al.,1995).

E importante levar em consideragdo que algumascdsearéio clonais, que sio
secundérias e reversiveis podem evoluir para uswigiencia medular progressiva,
para uma leucemia aguda, ou para outras fofisiapatoldgicas de doencas de células
hematopoiéticas (Greenbeztal.,1998).

Para determinar o diagndstico e o prognésticoMB  importante estudar e
observar a idade do paciente, dados do hemogranuitolagia, a citoquimica e

histologia da medula éssea, a contagem de retitmdd@ dosagem de eritropoetina



endogena, a demonstracdo do carater clonal pelgeoitica convencional ou por
estudos moleculares das células neoplasicas, asdfpcias e carga transfusional e se
a doenca & de natureza primaria ou secundariapBriamte ressaltar que a analise em
conjunto dos resultados obtidos das variaveis acimmencionadas tera maior
significancia para o diagnostico e prognoéstico #DSdo que quando analisados de
forma independente (Malcovatt a.l,2005; Greenbergt al.,1997; Morelet al.,1993;
Lorand-Metze ket al.,1991).

Alguns critérios de exclusdo considerados basiomgerd ser levados em
consideracao. Assim, a deficiéncia de acido folicna exposicao recente a substancias
toxicas e ou agentes citotoxicos, sobretudo noogeridas Ultimas trés semanas, a
deficiéncia nutricional de vitamina B12 parecem pom o painel de variaveis
significativas e auxiliares no diagnostico de SNN@Kmanet al.,1993).

Citopenias e alteracbes morfologicas nas linhagehdares também podem
ser observadas devido ao etilismo, a restricAdcmuial, a ma absorcdo de vitamina
B12 secundéria a pancreatite crénica e dentre ©utecanismos. A titulo de exemplo,
a presenca de sideroblastos em anel também podbssewada em etilistas crénicos ou
em consequéncia da exposi¢cdo ocupacional ao chombaenzeno, sendo, portanto,
considerada uma variavel de excluséo. (Norptaal.,1993).

O protocolo de exclusao relata que a infeccdo parsvda Imunodeficiéncia
Humana (HIV) é uma varidvel importante. Pois, osigrges infectados geralmente
apresentam medula hipercelular e alteracdes disptad ais alteragbes na hematopoese
podem ser em decorréncia da infeccdo viral de aglplrogenitoras ou devido a
duplicacao celular causada por infeccbes opor@asisti por citotoxidades das terapias

antivirais prescritas ao paciente (Bain, 1997).



Para o diagnostico da SMD, quando excluidas asasau® clonais, torna-se
mais dificil. Nesta circunstancia, é preciso coasd a ocorréncia de doencas das
células progenitoras hematopoiéticas, que podesseptar achados similares e que se
correlacionam. Um bom exemplo pode ser o diagrwdiiiferencial entre anemia
aplasica e SMD hipoplasica, que consiste um defafieenberget al.,1998).

Nos casos em que se observam citopenias inexpdi@garsistentes e que nao
apresentam alteracfes morfoldgicas e citogenéticdggnostico para SMD deve ser
feito ap0s um acompanhamento do paciente por ufndzede no minimo seis meses
(Magalhaet al.,2004; Greenbergt al.,1998).

Vérias diferencas entre SMD primaria e secundas@em ser relacionadas.

A SMD secundéria pode se desenvolver em individoas jovens, ao contrario da
SMD priméria que acomete geralmente individuos ndosos. As displasias e as
citopenias em SMD secundaria sdo mais agressigadeocorrer um maior processo
de fibrose no ambiente medular. Todos estes fatoags agressivos aumentam o risco
relativo de transformacao para uma leucemia agertidp paciente com diagndstico
de SMD secundaria possuem em comparacdo com a $Mi@ar@a um progndstico
desfavoravel (Pinheiret al, 2006).

A grande importancia dos estudos dos fatores psiigod com relacdo ao
paciente de forma individual consiste em que apegalinica possa decidir sobre a
melhor estratégia terapéutica a ser adotada. Assintonjunto de variaveis de
progndstico permite definir se um paciente podarfsomente em acompanhamento e
ou receber medidas de suporte, ou se sera subnztdtratégias terapéuticas mais
agressivas, que podem ser de maiores riscos paaciente, como transplantes de

medula ou quimioterapia (Sasdial, 1999).



Na SMD, ndo apenas as manifestacdes clinicas beralariais sao
heterogéneas, mas a evolucao dos pacientes tambwrntcévariada. A variabilidade
individual e a heterogeneidade da condicdo tamb#itulta muito a escolha da
conduta terapéutica a ser seguida em cada casailihigs anos, tem-se melhorado o
conhecimento das caracteristicas clinicas e fisdtggicas da SMD, decorrentes de
um maior numero de estudos sobre os fatores eto®@ epidemioldgicos. Assim, 0
diagndstico tem se tornado mais preciso. No entantmmplexidade da doenca faz
com que muito da biologia da doenca ainda caregdudelacéo (Koet al.,1998).

Em 1982, o Grupo Cooperatiranco-Americano-BritanicdFAB) baseado
em caracteristicas morfoldgicas, propds uma cleas#do inicial para a SMD, que
compreendia cinco grupos (Tabela ).

Tabela |. Classificagdo FAB que compreende os cinco grupdSND.
Blatos no  Blastos na Sideroblastos Monaocitos/

Subtipo FAB SP MO  emanel (MO) mm3 (SP)
Anemia refrataria (AR) <1% <5% <15%
Anemia refrataria com 0 0 o
sideroblastos em anel (ARSA) <1% <5% >15%
Anemia refrataria com excesso 0 o
de blastos (AREB) <% 5-20%
Anemia refrataria com excesso
de blastos em transformagéao >5% 21-30%
(AREB-t)
Leucemia mielomonocitica 0 o >1000/mm
cronica (LMMC) <5% 1-20% 3

Fonte: (Bennetet al, 1982).

Com o decorrer dos estudos, observaram que algiamaas da SMD nao se
enquadram muito bem nos critérios FAB. Adicionaltegid, dentro de um mesmo
subtipo, evolucdo e prognostico diferentes. AssinQrganizacdo Mundial de Saude

(OMS) prop6s uma nova classificacao para SMD, capresenta a (Tabela Il).



Tabela Il. Classificagéo proposta pela OMS apresentandohiipes da SMD.

Tipo Sangue periférico Medula éssea
Displasia apenas na
Anemia refrataria Anemia, blastos< 1% linhagem eritroblastica,

<5% de blastos.

Displasia apenas na
Anemia refrataria com Anemia. Auséncia de blastos linhagem eritroblastica,
sideroblastos em anel ' <5% de blastos, < 15%
de sideroblastos em anel
Displasia em >10% das
células de duas ou mais

Citopenia refrataria com de blastqgs
?mhagens, <5% de

: A 0
displasia multilinhagem Bi ou pancitopenia < 1%

blastos.
Displasia em >10% das
Citopenia refrataria com células de duas ou mais
displasia de multilinhagens @i ou pancitopénia < 1% de blastdshagens, <5% de
sideroblastos em anel blastos e >15% de

sideroblastos em anel
Displasia uni ou de
multilinhagens 5%-9%
de blastos
Displasia uni ou de
multilinhagens 10%-
19% de blastos
Sindrome mielodisplasica  Neutropenia ou plaquetopenia, Displasia, unilinhagem
inclassificavel blastos raros ou ausentes. blastos <5%
Megacariocitos em
namero normal ou
elevado com nucleos
unilobulados <5%
blastos.

Anemia refrataria com excesso Bi ou pancitopénia <5 % de
de blastos -1 blastos

Anemia refrataria com excessdi ou pancitopenia, blastos 5%-
de blastos -2 19%Mondcitos <1000/mma3.

Sindrome mielodisplasica com Anemia, plaguetas normais ou
del (5q) isolada elevadas, <5% blastos.

Fonte: (Jaffeet al, 2001).

Sendo suprimido o subtipo anemia refrataria comess@ de blastos em
transformacgao e englobando os pacientes com m&6%ede blastos como leucemia
aguda. No entanto, aos subtipos anemia refratamemmia refrataria com sideroblastos
em anel, a classificacdo da OMS sugere que sejparag®s 0s casos de displasia
eritréide isoladas daqueles com displasia daslimBagens, pois estes ultimos tém
progndésticos mais especificos. Ja, os casos dengaanielomonocitica crénica por
apresentarem tanto caracteristicas proliferativa®oc displasicas, passaram a ser
definidos na categoria de sindrome mielodisplasieddproliferativa (Jaffeet al,

2001).



A citogenética também mostra diferencas basicase €MD primaria e
secundaria Tabela lll. Alteracdes genéticas clopadem ser detectadas de 30 a 50%
dos casos primarios e em mais de 80% da SMD secandm geral, os achados
cariotipicos incluem perda ou ganho de materiaétiem decorrentes de delecdes,

monossomias ou trissomias (Pinhestal, 2006).

Tabela Ill. Anormalidades citogenéticas mais frequentes reladas a SMD.

Alteracdes Casos primarios (%) Casos secundarios (o
Delecéo Parcial

del 5q 20 20

del 20q 3-5 <1

del 7q 1-2 20

del 11q 2-3 <1

del 12p 1-2 3-4

Monossomias

-7 10-15 50

(-11) 4 10

-Y) 3 5-7

Trissomias

(+8) 5 5-15

(+11) 15 10
(+21) 4 1
(+22) 2-5 1

Translocacbes
t(1;7) (p11; p11) <1 5
t(5;17) ou (7;17)(p11;p11) <1 2
Alteragcbes complexas 20 50

Fonte: (Fenauet al, 1996).

Como outras variaveis além do cariétipo tambénsyars valor progndstico,
Greenberg e colaboradores (1997) propuseranesgore,0 Internacional Prognostic
Scoring Systen{IPSS. Este sistema leva em consideracdo, além do ot
namero de citopenias e a porcentagem de blastonedala 6ssea. Pelos critérios
desteescoreos pacientes, com as suas diversas alteracOesmsst estratificados em
grupos de comportamentos evolutivos diferentess Tategorias citogenéticas foram
estabelecidas peld®’SS a saber: (1) bom progndstico, que inclui carttiprmal,
nulissomia do cromossomo Y, delecdo 5q e delec@pifiladas; (2) progndstico

desfavoravel, incluindo os cariétipos complexosge capresentam mais de trés



anormalidades e alteracdes do cromossomo 7, podeamdielecdo ou monossomia e
(3) prognéstico intermediario que contempla todasl@mais anomalias observadas e
que nao foram citadas nas categorias anteriongsr@nto seu significado, ainda néo
foi plenamente estabelecido (Greenbetrgl.,1997).

O IPSS ganhou um grande destaque pela sua udlicladca devido ao fato
de permitir a previsdo da evolucédo em séries intigdes de pacientes nao tratados.
Em (2005) Solé e colaboradores tentaram redefigimaas alteracdes citogenéticas,
em especial aguelas alocadas no grupo intermedé@rientificar outras previamente
ndo reconhecidas. Para tanto, foram propostasogoategorias, a saber: (1) bom
prognostico, incluindo cariétipo normal, nulissonda cromossomo Y, del(5q),
del(11q) e del(20q) isoladas; (2) prognostico miediario: trissomia 8, rearranjos
envolvendo 3921926, translocacdes 11q, del(17igsomia 18 e trissomia 19; (3)
prognoéstico desfavoravel: cariotipo complexo, maepnosia 7, del(7q) e i(17q) e (4)
prognostico desconhecido: as demais alteracdedesirap duplas. Tal estudo reforca
a nocao de que o cariotipo se constitui numa ferrdande prognoéstico importante.
Seu papel nesse conjunto complexo de doencas pgerkrer uma visdo global da
instabilidade gendmica das células malignas astaxiaa SMD, que afeta
conseqguentemente a sobre vida relativa do individometido pela condicéo.

O estudo dos cromossomos pode ser conduzido dwfoonvencional e ou
molecular. A citogenética classica ou convenci@sah relacionada com a andlise dos
cromossomos da célula em divisdo (mitose), espeadqiente nos de cromossomos
metéfasicos. FISH ou (Hibridizagdo Fluorescentsitu) € uma técnica de citogenética
molecular muito utilizada nos laboratérios, sendee e utiliza sondas, ou seja,
sequéncias de DNA, marcados com fluorocromos camgaiéares ao DNA alvo que se

pretende estudar. O estudo por citogenética maeqadssibilita a identificagdo tanto



em cromossomos metafasicos quanto interfasicosu(taliie, 2006; Botelho, 2006;
Lorand-Metze ket al.,1991).

Os resultados citogenéticos convencional e molealdwem sempre ser
elaborados de acordo com uma nomenclatura estatzlesto é, alnternational
System for Chromossome Nomencla{tBEN [ISCN, 2005].

Para cada tipo da SMD pode-se identificar uma #eqia de alteracdes no
caridtipo analisado. Em AR e ARSA, por exemplo, sBservadas alteracées em 18 a
30% dos casos, sendo que esta freqiiéncia pode taurpana 60% em LMMC. O
exame citogenético convencional, em geral estanaadogm 25 a 30% dos pacientes,
sendo que a monossomia do cromossomo 7 e/ou antissglo cromossomo 8 séo
alteracOes frequentes (Fenabal, 1996 ).

Alteracdes no cariotipo da SMD tém sido relaci@sacdom alguns aspectos ou
sindromes clinicas. Dentre estas podemos citardaosne 59-, incluida no subtipo AR
sendo caracterizada por uma anemia macrociticandepte de transfusdo além do
aumento de contagem de plaguetas. No exame de angzBda observa-se o numero de
megacariécitos aumentado. Esta alteracdo esta@ass@mm um bom prognadstico para
0 paciente e a baixa probabilidade de transformbgi®mica. Alteracdes do tipo 5g-
foram observadas principalmente em individuos d&o séminino com idade
aproximada de 60 anos. Os pacientes com 50- repaesecerca de 4% dos casos de
SMD (Balduiniet al, 1999; Olney HJ & LeBeau, 2001).

Delecdo 20qg esta associada a AR e tem bom pricgmoBor outro lado, a
delecéo de 17p € detectada em 6% dos casos de &itiddo associada com um mau
progndstico (Balduingt al, 1999).

Delecé&o parcial ou completa do brago curto do cesmmo 7 sdo achados

frequentes na SMD. Estas alteracbes sdo encontgadalsnente em pacientes adultos



gue apresentam o subtipo AREB ou AREB-t, sendcegtes pacientes apresentam uma
sobrevida curta ou evolucao para leucemia agudagido mais acometida € a 7922.1 e
nao se sabe quais genes especificamente estdo seudlvidos na patogénese da

doenca (Serio, 2002).

As delecbes de 11q foram observadas principabmemt mulheres com
ARSA, sendo descrita como bom progndéstico e oseptEs apresentaram uma maior
sobrevida. A delecdo de 119 envolve uma regidoima@a do centrébmero, geralmente
concentradas em 11g23. O braco longo do cromosddnapresenta varios genes que
podem estar relacionados com algumas desordenstdiégieas (Olney & LeBeau,
2001).

Aberracbes envolvendo o0 cromossomo 13 foram obdass em
aproximadamente 5% dos casos de SMD, podendo oaamequalquer subtipo da
doenca. Com relacdo ao cromossomo 17, a deleci@do curto, esta sendo observada
em pacientes em processo de terapia e € menoseffiteqém SMD primaria
Isocromossomo de 179 também foi descrito, do pdateista hematoldgico, os casos
com iso de 17q apresentaram algumas caracteripacasulares como vacuolizacdo de
neutroéfilos e eosinofilia, apresentando uma evawgEsfavoravel (Hirai, 2002).

Trissomia do cromossomo 19 em LMMC relaciona-se amifestacbes de
doenca mieloproliferativa. Alteragbes no cromosso2@ foram relatadas em
aproximadamente 5% dos casos de SMD primaria, wlrsgdo-se uma delecdo de seu
braco longo. Delecdo de 20q foi relacionada a uwgrgdstico bom. Os genes
supressores tumorais (GST) que se localizam em @dgo o TPOl e o PLC]
possuem fungéo de transducao de sinal (Hirai, 2R06&eoet al.,2002).

O isocromossomo de X foi descrito como uma alBeagelacionada

principalmente a ARSA, com progndstico intermediaA nulissomia de Y pode ser
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explicada pelo acumulo de erros no processo dsativielular. No entanto nulissomia
de Y pode ser associada a um bom prognéstico (Retradq2002).

As alteracdes consideradas complexas sao obserpgadeipalmente em SMD
secundaria e estao relacionadas com um prognagfavoravel. Estas alteracdes sao
caracterizadas por mais de trés anormalidades t8ineals, sendo que em grande parte
as alteracdes envolvem perda de material gené&lgomas translocacdes que podem
ocorrer em SMD provocam uma desregulacdo da exXjweds alguns genes, estando
relacionada com o aumento, diminuicdo ou perdd tlggprodutos protéicos normais
(Hirai 2002; Romeet al.,2002).

Os estudos a niveis moleculares principalmentalizeglos por FISH,
trouxeram informacdes valiosas para a compreensacaeterizacdo da SMD (Bennett
et al.,2005).

O GeneEGR-I localizado no cromossomo em 5q codifica uma pmnatejue
possui funcdo de diferenciagcdo das linhagens cekilanonocitio-macrofagica.
Também tem funcdo de diferenciacdo de blastos médde € um regulador de
crescimento celular. Com relacdo #®F-1 é considerado um GST e atua como
regulador negativo de proliferacéo celular (Se2@@)2; Preisleet al.,2001; Boultwood
et al.,1994).

Outro gene estudado que também esta localizad®dem@ o CSF-1R que
possivelmente ndo possui funcdo de supressdo tureorua na regulacdo de
crescimento de células mieldides (Mhawech P & $alag2001; Heimet al.,1995).

N&do sO os estudos de genes considerados GST pselemelacionados a
progressdo da SMD, mas estudos de microssatdjitessdo regides de repeticdes no

DNA de aproximadamente 100pb, sdo de extrema iidupcie (Maeclet al.,2000).
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Os teldmeros sé@o sequéncias de DNA repetitivo ikaidds nas extremidades
dos cromossomos e que sdo responsaveis pela mgiwtetla estabilidade
cromossOmica, logo na SMD a atividade da enzimporesavel pela recomposicao da
perda génica através do encurtamento dos telomeresomerase, esta possivelmente
insuficiente devido a correlagdo com os cariotipasplexos e as instabilidades que se
apresentam nesta doenca (Gur&aal.,2005).

Casos em que ndo ocorrem perdas de material gen@li quando ocorre
ganho que é menos frequente que as perdas em SM&nese enfocar os estudos dos
oncogenes que atuam paralelamente aos GST parar alteontrole do crescimento
celular. Genes com®AS, P53, PDGF e CSF-lguando se apresentam mutados,
podem contribuir para o surgimento e o desenvolrimda SMD (Hirai, 2002).

Como componente da via de sinalizacéo para prafi#® celular e ativado por
receptores de tirosino-quinase e sendo estimulpdodatores ligantes extracelulares
temos o oncogenRAS De 10 a 15% da SMD sao detectadas mutacdes @d\NgBAS
e dentro de uma classificacdo prognodstica apresentaomo desfavoravel e rapida
transformacao para Leucemia Mieloide Aguda (H2AD2).

A apoptose aumentada em SMD esta relacionada angeeslesregulada de
varias citocinas ou ligantes conhecidos por suadatie funcional pré-apoptotica.
Podemos citar como exemplo a Interleucifael o Fator de Necrose Tumoral na
medula que estédo ativados em pacientes com SMDe(baypm, 2004; Steensrea al.,
2004; Biesmaet al.,1997,).

Como codificador de um receptor-quinase, o genE3 esta relacionado com
diferenciacéo e proliferacdo de precursores hematmos. Em aproximadamente 10%
da SMD este gene apresenta mutacoes inlmg&ndemEsta alteracado apresenta-se

em um estagio avancado da doenca, sendo que o éptmgn é considerado
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desfavoravel e pode ocorrer transformacao pareemeiac aguda (Shiket al., 2004;
Stirewaltet al.,2003; Hirai, 2002,Look, 2005; Ligt al.,2004).

Ndo podemos deixar de enfatizar alguns processggoriamtes que
influenciam na expressao de alguns genes, ondevpedtar ligados ao surgimento e
desenvolvimento da SMD (Aggerholeh al., 2006; Laird, 2005). Tais processos como
metilacdo, hipermetilacdo e modificacbes na est@udias proteinas histonas no DNA
sdo conhecidos como alteracdes ou fatores epigeadipodem, por exemplo, causar o
silenciamento da expressdo de um gene (tisal., 2004; Laird, 2005; Chauffaille,
2006, apud, Aggerholmat al.,2006; Listet al.,2004).

A citogenética tanto convencional se mostra deeexd importancia para
definir e colaborar com o diagndstico, prognosacambém um melhor entendimento
bioldgico da sindrome mielodisplasica.

Os estudos relacionados com SMD ainda estdo loegelutidar e definir
todos 0os mecanismos para 0 seu desenvolvimenendimtento biologico e hipbteses
diagndsticas, mas desde os estudos iniciais apaeaensem ddvida um avanco e um
desafio muito grande.

Com certeza em breve estes estudos ofereceram araaterizacdo mais
abrangente que servira para aperfeicoamentos fytiznato clinicos como laboratoriais,
gue proporcionaram um processo terapéutico maisisprgpodendo oferecer uma
melhor qualidade de vida para o paciente.

1.1.2 Epidemiologia

Devido as inUmeras formas com que a SMD pode séestar, sua incidéncia
anual no Brasil ainda ndo é conhecida. A incidénos Estados Unidos, onde existe
um maior numero de estudos epidemioldgicos é da 20 mil casos por ano, 0 que

equivale a aproximadamente 40 a 80 casos por miledmbitantes, ou seja, 1 em cada
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12 a 25 mil individuos é portador de SMD. A incid@da doenca em individuos acima
de 60 anos, segundo a literatura médica, € ded pas cada 5.000 habitantes, e se
manifesta mais comumente em pessoas na faixa ekdriégD anos na Europa e nos
Estados Unidos. No Brasil, contudo, os dados epmégicos mostraram uma
tendéncia na SMD de surgir mais cedo, por volta5&oanos (Lopest al.,1999).

A precocidade no surgimento da doenca no Brasmilepestar associada a
alguns fatores ambientais. Tem sido atribuidosbaasileiros uma maior exposicao a
agentes toxicos, ja que a legislacdo de controlbieartal no Brasil é precaria e
insuficiente, quando comparada com as de paisepaus e dos EUA. No Brasil os
individuos nem sempre tém a consciéncia dos riscapacionais e acidentais a que
estdo submetidos. Consequentemente, ha desconhexide importancia da atitude
preventiva. Dai, portanto, a proporcdo de casosadeeres relacionada as exposicoes
ocupacionais pode variar de 4 e 40% no territéaicanal (Ribeircet al., 2004).

O numero de casos de SMD na idade infantii tem eatmlo
consideravelmente nos ultimos anos e dai a neeelssié a importancia de se
desenvolver mais estudos e consequentemente eapacdfissionais que tenham
interesse nos diferentes aspectos da doenca (lwesgl.,2000; Fenaux, 1996).

Um dos primeiros estudos publicados relacionanfnaia e mielodisplasia
no Brasil foi feito por Lopes e colaboradores end&@Mo Centro de Tratamento e
Pesquisa do Hospital do Cancer de Sao Paulo. Sgnelose tratou de um estudo
retrospectivo, obtidos de registros dos anos d& E8991. Os autores identificaram
oito casos de SMD entre 320 criangas que foramn@nbadas ao hospital com
diagnostico provavel de leucemia. Os demais casasnf diagnosticados como: LMC
(7/320); LLA (227/320); LMA (54/320); AA (7/320) osoutros com (17/320)

diagnosticos a uma reacdo de leucemogénese adefeggaves. Posteriormente foi
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realizado um estudo complementar acrescentando @dios casos de SMD
identificados na mesma instituicdo no periodo d8218 1994 também com SMD
(Lopeset al.,2006).

Criancas com SMD primaria apresentam aproximadames@% de
anormalidades citogenéticas clonais nas ceélulasgnaal. A frequéncia percentual
destas anormalidades € maior em pacientes comaarais avancadas, progressivas
e secundarias (Whitet al.,1992; Yuniset al.,1988).

O Brasil, por ser um pais grande e com tantasetif@s, as caracteristicas de
determinadas regifes e o0s aspectos epidemiologroasmvelmente influenciam tanto
na incidéncia e prevaléncia quanto nos diferempes e canceres e de mielodisplasias.
Exames mais refinados e disponiveis para a poplac@cipalmente as mais carentes,
sdo praticamente impossiveis de serem realizadogestnos com pPoOUCOS recursos
financeiros o sem recurso humano especializadotaDEsma, a capacitacdo de
profissionais para o desenvolvimento técnico e man@ensamento critico analitico
aplicado, sem duvida traria inUmeros beneficio&cjgralmente para a populacao
carente e menos assistida nas diversas regidesnagcie garantiria uma analise
epidemioldgica que retratasse melhor a realidadeagoavos da saude na populacao
(Lopeset al.,2006).

2. Justificativa

As anormalidades citogenéticas estéo intrinsectmetacionadas ao processo
neoplasico, representando tanto uma causa como camseqliéncia do tumor. A
presenca das anormalidades cromossémicas humétmasstruturais representa uma
importante informacdo no que diz respeito ao pretio® da doenca neoplasica, a
resposta ao tratamento quimioterapico e a problabidi de cura. Em alguns casos,

constitui importante parametro de orientacdo quaatoescolha da abordagem
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terapéutica. O tratamento do paciente com mieltaisggpdeve ser feito considerando o
risco biologico da doenca, definido pelas alteragi@iotipicas clonais da doenca, além
da idade e das condicdes clinicas do paciente.

No Estado de Goias, até 0 momento, nenhum estidredlizado visando
correlacionar os achados cariotipicos na sindromedodisplasica. Portanto, os dados
obtidos a partir do presente estudo contribuirda peforcar as comunidades médicas e
cientificas que de fato a avaliacdo citogenét@atot convencional como a molecular,
promovem informacdes valiosas que poderado contrgara a definicdo do diagndstico
e prognastico do paciente.

3. Objetivos

3.1. Geral

Avaliar as alteracdes citogenéticas na sindromedonisplasica, utilizando a
técnica de citogenética convencional correlacionarsl achados citogenéticos com 0s
dados clinicos dos pacientes, na tentativa de nmem&ar informacbes de valor
progndstico para os casos de SMD.

3.2. Especificos

- Determinar a diversidade das alteracOes citdg@sé nos pacientes em
estudo, que apresentar diagnéstico para sindroeledisplasica.

- Demonstrar a importancia das alteragbes cromusa8 nos quadros da
SMD como variaveis auxiliares ao diagnostico, dfesgdo, acompanhamento, escolha
terapéutica e entendimento mais adequado em fudgadiversidade biologica da
doenca.

- Correlacionar os resultados citogenéticos obtidom aspectos clinicos e

laboratoriais.

16



- Estimular as parcerias entre a Universidade IiCatde Goias - Laboratério
Nucleo de Pesquisa Replicon, Laboratorio de Citétyem Humana e Genética
Molecular — LaGene — Superintendéncia Leide dasebldwerreira da Secretaria de
Estado da Saude - (SES), Hospital Araujo Jorge epikdd das Clinicas da
Universidade Federal de Goias.

- Fornecer dados para um estudo prospectivo, gumifra uma analise
detalhada, a medida que se agregam novos casddlie S

- Capacitar recurso humano para o desenvolvimgatpensamento técnico,
critico e analitico aplicados, que visem apoiariagmbstico de SMD no Estado de
Goias.

4. Materiais e Métodos

4.1. Delineamento do estudo

O presente estudo foi conduzido no Nuacleo de RssqReplicon da
Universidade Catolica de Goias em cooperacdo nugoeo LaGene - Laboratério de
Citogenética Humana e Genética Molecular / SuLei@uperintendéncia Leide das
Neves Ferreira / SES — Secretaria de Estado dae34bolverno do Estado de Goias. As
amostras foram obtidas junto aos Servicos de Hdogg@odos Hospitais Araujo Jorge
(HAJ) e Hospital das Clinicas da Universidade Fald#e Goias (HC/UFG).

A avaliacdo do prognoéstico foi realizada a pattirobtencdo dos dados dos
prontudrios individuais, confrontados com os reslds do diagndstico citogenético
convencional dos pacientes.

4.2. Grupo amostral

Foram avaliadas amostras de 25 pacientes comagédicclinica para sindrome
mielodisplasica, sendo que somente 15 pacientes diagnostico confirmado para

SMD foram incluidos neste estudo. A participacadividual no estudo e as doacdes
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das amostras biologicas foram voluntarias. Todos16s pacientes participantes
preencheram e assinaram um termo de consentimerg lesclarecido (Anexo | e Il).

4.2.1 Critérios de Incluséo

- Pacientes com indicacao clinica para sindronedogtisplasica.

- Pacientes com diagndstico primario e secundania SMD.

- Pacientes com TCLE assinado.

4.2.2 Critérios de exclusao

- Pacientes que ndo apresentaram diagnosticdSpaita

- Pacientes que nao concordaram em participartddas

4.3 - Aprovacoes pelos comités de ética em pes@quis

O Projeto de pesquisa intitulado “Importancia dagdostico citogenético
convencional como fator prognostico na sindromeadigplasica” foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana do Hdsfsis Clinicas da Universidade
Federal de Goias (protocolo de registro N° 141/808/12/2008) e pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Aradjo Jorge da Aas@c de Combate ao Cancer em
Goias (protocolo de registro N° 033/08 em 07/083200

4.4. Coleta das Amostras

Os Servicos de Hematologia dos Hospitais Araudjogelee Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias realmaaa coletas de medula 6ssea e/ou
sangue periférico para o estudo morfolégico e/auniofienotipico destas amostras. Das
amostras bioldgicas aspiradas, 2,0 mL foram defdmaara o presente estudo. O risco
para os pacientes voluntarios foi relativo ao pidonento da coleta da amostra. Em
gual houve um desconforto para o paciente no mameatprocedimento, que foi
conduzido por profissionais capacitados do setdnaeatologia em que possuia todos

0S recursos ambulatoriais a procedimentos destaezat Ademais, a obtencédo das
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amostras fazia parte da rotina necessaria paragna@stico da doenca, ndo sendo
conduzida com fim especifica para pesquisa.
Os critérios de inclusdo que foram seguidos @damente para o teste
citogenético séo:
* A coleta foi realizada utilizando seringas e tulsterilizados exclusivamente
por raios gama.
* Heparina foi o anticoagulante utilizado.
 As amostras foram transportadas sob refrigerac@muadla para a correta
preservacao da viabilidade celular.
* As amostras foram processadas para a cultura deax@&m um periodo de no
maximo 2h ap0s a coleta.
Os critérios de exclusdo das amostras para odiéstenético foram:
* As coletas e transporte das amostras ndo foranzadas conforme descricdo
anterior.
* Amostras que chegaram ao laboratorio hemolizadasaguladas.
4.5. Citogenética Convencional
O protocolo conduzido foi obtido de Verma e B§b@05). As culturas foram
feitas em quadruplicatas.
4.5.1 Inicio da Cultura
- Protocolavam-se os dados dos pacientes nodspecifico de protocolo do
laboratorio.
- Utilizavam-se frascos aliquotados com meio déucalincompleto ou com
meio completo (Marrow GrowGytocel).
- Etiquetavam-se os frascos de cultura, com ogoode identificacdo das

amostras.
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- Para cultura de medula 6ssea heparinizada segue-
- Na camara de fluxo laminar, separava-se 2 mlam@stra enviada ao
laboratério em um tubo conico de 15 mL.
- Acrescentava-se 4 mL do meio de cultura.
- Centrifugava-se por 6 minutos a 1800rpm.
- Na camara de fluxo laminar, retirava-se o solitante e acrescentava-se
mais 2 mL do meio de cultura. As células eram igssudidas em meio de cultura.
- Em um tubo do tipo eppendorf de 2 mL contendo L1 do liquido de
Thomas, colocava-se 0,05 mL da suspensao celular.
- Com o auxilio de em uma cameraNwvbauerstimava-se o total de células
na amostra.
- Em um tubo de cultura incompleto que corgidhmL de meio de cultura,
adiciona-se:
-2 mL de SFB;
- 100 pL de L-glutamina;
- quantidade de amostra adequada;
- ndo acrescentar fitohemaglutinina para culturenddula 6ssea.
- para 0 meio de cultura completo para medula ¢ss®ascentar somente a
amostra adequada de medula.
- Homogeneizava-se lentamente, por movimentoslaires e de inversao.
- Incubava-se em estufa a 37°C e 5% deo048hs.
Para cultura de sangue periférico foi utilizadoiande cultura incompleto,
acrescentando: 1 mL da amostra, 1 mL de SFB, 10l -glutamina, 100uL de
fitohemaglutinina, enquanto para meio de culturageto acrescentar somente 1ml da

amostra de sangue.
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4.5.1 Bloqueio da Cultura

- Acrescentava-se b de colchicina (1Qg/mL) apds 47 horas do inicio da
cultura. A amostra era devolvida para estufa a 3@ de C@por 30 minutos.

- Posteriormente, o volume do frasco de cultusatemsferido para um tubo
conico de 15 mL devidamente identificado, que foestrifugado a 1800 rpm durante 6
minutos.

- Desprezava-se o sobrenadante por aspiracacescantava-se, lentamente
por gotejamento, 10 mL de solugcéo hipoténica desttode potassio a 0,075 M. Esta
suspensdao era incubada por 30 minutos a 37°Cae3%6).

- Completava-se o tubo até 14 mL com solucéo @xadeCarnoy (3 partes
de alcool metilico para 1 parte de acido acétitthmogeneizava-se a suspensao
lentamente por inverséo e deixava-se repousar(poriiutos a temperatura ambiente.

- Centrifugava-se por 6 minutos a 1800 rpm e aspise 0 sobrenadante,
deixando-se 2,0 mL da solucéo recobrindo o bastfidac.

- Acrescentava-se lentamente por gotejamento eagithcdo constante até
com solucao d€arnoyaté que completasse 14 mL no tubo.

- Repetiam-se os dois ultimos passos por duasrésuviezes, até que a
suspensao celular tivesse o sobrenadante limpido.

4.5.2 Preparagéo das Laminas

- Para preparacao das laminas, primeiramenteiftgaiva-se o material por 6
minutos a 1800 rpm e desprezava-se 0 sobrenadaimendo aproximadamente de 1,5
a 2,0 mL de solucao, dependendo da quantidadest@édoeelular.

- Limpavam-se muito bem as laminas para desengstds com uma solucéo
de alcool etilico a 70%.

- Identificavam-se as laminas com o cédigo cowadpnte a cada caso.
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- Preparava-se uma lamina teste e depois de @vsese 0 material preparar
no minimo, cinco laminas.

- No momento do gotejamento, umedecia bem as &ntom agua destilada,
preferencialmente a uma temperatura baixa e cdémcae banho-maria a 60°C.

- Esta diferenca de temperatura entre a aguadeoné superficie da lamina e
o vapor quente do banho-maria, ira facilitar o #spaento dos cromossomos.

- Homogeneizava-se a solucédo de células antesotjamento, utilizando
uma micropipeta de 250, sendo que o ideal éra gotejar 3 vezes, sendoemmeada
extremidade e uma no centro da lamina.

- Secavam-se as laminas em temperatura ambiendbservava-se no
microscopio invertido se ha a presenca de metafases

4.5.3 Bandeamento

- Faziam-se aliquotas de 0,5 mL de tripsina (2,8%)

- Completa-se esta aliquota para um g.s.p de 58entampéao PBS.

- Colocava-se a solugcédo de tripsina (0,025%) emhdyanaria até atingir
30°C.

- Usava-se metanol puro para inibir a acao daitrgp

- Usava-se o corante Giemsa a 4%

- Colocava-se a lamina gotejada com material haz8o de tripsina apds a
mesma ter atingido 30°C deixando por aproximadag@hisegundos.

- Mergulhava-se a lamina no metanol para tiraxaegeso desta enzima..

- Deixava-se por 3 minutos no corante.

- Mergulhava-se a lamina na agua para tirar o ssxcele corante e em

seguida secava esta lamina.
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4.5.4 Andlise Citogenética

Um sistema de microscopia 6ptica motorizada, ligeeto a um computador
equipado comSoftwareespecifico para andlise citogenética (IKARO8etasystems
Germany foi utilizado como ferramenta de apoio para a lis@acitogenética
convencional.

4.6 Preparo das Solucdes

4.6.1 Preparo de solucao hipotdnica

- Preparava-se uma solucéo hipoténica de cloeefmthssio a 0,075M.

Exemplo para uma cultura:

Agua destilada....... 10 M.

- Preparava-sel0 mL de solucao para cada amostra.

4.6.2 Preparo de solucao fixadora alcool-acida dgarnoy

- Preparava-se a solucéo fixadoraG#rnoy utilizando-se 3 partes de alcool
metilico para 1 parte de acido acético glacial.

Exemplo para uma cultura:

Alcool metilico.................. 30 mL

Acido acético glacial......... 10 mL

4.6.3 Preparo da solucao de Giemsa a 4%
Agua destilada (g.s.p)........ 50 mL

Guardar a solucéo de Giemsa a 4% ao abrigo da luz.

Se houver a formagéo de precipitados, filtrar et antes do uso.

23



5. RESULTADOS
Os dados descritivos obtidos dos 15 pacientes diagndsticos confirmados
para SMD incluidos no presente estudo foram refacios na Tabela IV

Tabela IV Dados descritivos dos pacientes estudados comdatiign de SMD.

Variavel n %
Sexo

Masculino 05 33,3

Feminino 10 66,7

Idade (anos)

12 -40 06 40,0
> 40 09 60,0
Total 15 100

O tamanho discreto do grupo amostral pode ser eaqdui pela incidéncia
reduzida da sindrome mielodisplasica na populacao.
As médias de idade para os individuos do sexo Hiagcsexo feminino e a
média geral foram 46,0, 52,4 e 49,2 respectivamente
Para a realizacdo do teste citogenético converigimoposto neste estudo, foram
utilizados como amostras bioldgicas dos paciergasgue periférico heparinizado e
medula 6ssea heparinizada. A distribuicdo perceédhspacientes com SMD quanto ao

tipo de amostra coletada encontram-se ilustradésguasa 01.

I Sangue periférico. Medula 6ssea

Figura 01. A distribuicdo dos pacientes com SMD quanto po die amostra coletada.
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Para obtencdo dos 15 pacientes incluidos nestaloestam diagndsticos
confirmados de SMD foram realizadas culturas desta® de sangue periférico ou
medula 0ssea de 25 pacientes encaminhados pdvarattario com indicacao clinica de
SMD. No teste citogenético convencional cultura$gecientes néo tiveram expansao
clonal e 4 pacientes tiveram resultado citogengtiws néo foi possivel obter o termo de
consentimento livre e esclarecido, logo estes tamii@o foram incluidos no estudo.

Os caridtipos podem apresentar-se de varias forprascipalmente quando
estiver associado a um tipo de disturbio relacioreatinhagens celulares sanguineas. No
caso de pacientes com diagnostico de sindrome digplasica ndo € diferente. As
alteracbes numeéricas, identificadas como trissoreiaaonossomias e as estruturais,
incluindo translocacdes e inversbes e outras afiem consideradas complexas, o0s
achados adicionais e os cariotipos normais, ideatibs neste estudo, estdo descritos na
Tabela V.

Tabela V. Alterag6es genéticas identificados nos pacientesi@ados com SMD.

AlteracBes Genéticas Descricao Cariétipo
47 XX,+22
Trissomia 47, XX,+ mar
Numéricas 47 XX,+21
45 XX,-17
45,X,- (Y)
46,XX,del(12)(p23)
46,XY,del(7p)
46,XY,del(11)(q13)
46,XX,del(11)(q23)
46,XX,del(10)(q26)
46,XX,del(5)(q13933)

Monossomia

Delecbes

Estruturais ~
Translocacotes 46,XX,t(3;10)(029;025)
46,XX,1(8;16(q22922)
Duplicacbes 46,XX,dup(1)(g3.2;4.2)
Isocromossomo i(17q)
Achados Adicionais Poliploidia 69,XX
46,XY
Normal Normal 46 XX
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Além da citogenética, dados obtidos através daisenalo hemograma e
mielograma sdo de extrema importancia para que re@ji&zada a classificacdo do
prognéstico e tratamento do paciente. Os resultatboscontagem dos leucdcitos,
neutréfilos, hemoglobina, plaquetas e blastos desieptes em estudo, estdo
demonstrados na Tabela VI.

Tabela VI. Resultados do hemograma e mielograma dos pacemeSMD.

Pacientes Leucécitos  Neutrofilos  Hemoglobina Plaquetas Blastos
(mm°) (mm?) (g/d)) (mm’) (%0)

1 2.900 2.465 14,3 180.000 0
2 3.800 2.128 15,5 132.000 0
3 3.900 1.322 15,1 129.000 0
4 3.100 992 13,4 272.000 0
5 2.800 1.344 12,0 132.000 0
6 2.900 609 11,0 231.000 0
7 2.100 1.161 13,8 241.000 0
8 2.100 1.302 12,1 234.000 0
9 800 782 9,0 50.000 0
10 2.800 1.532 8,5 221.000 0
11 11.600 4.060 8,8 104.000 6
12 3.600 2.092 8,7 242.000 0
13 2.900 810 9,1 236.000 0
14 3.300 1.287 11,3 310.000 0
15 3.200 1.310 9.0 235.000 0

Com a proposta de um novo sistema de classificad®sS (Internacional
Prognostic Scoring Systenppr Greenberg em 1997 foram definidos alguns éator
prognosticos de acordo com esta classificacdo,osqud suas respectivas pontuacdes

estdo representadas na Tabela VII.
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Tabela VII. ClassificagddPSS

Pontuacéo 0 0,5 1,0 1,5 2,0
Blastos na

M.O.(%) <5 5al0 - 11a20 21a30
Carittipo bom intermediario ruim

Citopenias Oal 2a3

Fonte: Greenberg 1997.

1 — Caribtipo de baixo risco: normal, delecdo danmassomo Y, delecdo do braco longo do
cromossomo 5 ou delecdo do braco longo do cromas20mCariétipo de risco intermediario:
todas as demais alteragfes citogenéticas. Caridépisco alto: alteracdes complexas (>3) ou
alteracdes citogenéticas envolvendo o cromossomo 7.

2 — Citopenias Neutréfilos <1500/mmu plaquetas < 100.000/miwu hemoglobina < 10g/dl.

De acordo com a soma de pontos da classificie&8 foram definidos grupos

de risco em que o0s pacientes estdo incluidos. [mttuacido esta representada na

Tabela VIII.

Tabela VIII. Grupos de risco de acordo conPRsS.
Grupo de Risco Pontuacéo
Baixo 0
Intermediario | 0,5a1,0
Intermediario Il 15a2,0
Alto >2,5

Fonte: Greenberg 1997.

As alteracdes citogenéticas identificadas por gmdei e suas respectivas

porcentagens neste estudo estao descritas a saguabela 1X.
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Tabela IX. Alteragcfes citogenéticas e suas respectivas pagmmg encontradas por paciente
com diagndstico para SMD.

Pacientes é\_mqst_ra Caridtipos n (%)
iologica
46,XX 80
1 SP 46,XX,del(12)(p23) 10
47 XX,+22 10
SP 46,XY 100
46,XY 52
£ =t 46 XY,del(11)(q13) 48
46,XX 85
4 MO 46,XX,del(10)(g26) 5
46,XX,del(11)(g23) 5
Poliploidia 5
5 MO 46,XX 100
6 SP 46,XX 100
7 sp 4(?‘,XX ' 95
46,XX,1(3;10)(q29;q925) 5
8 SP 46,XX 100
9 MO 46,XX o ‘ 49
46,XX,dup(1)(93.2;4.2); i(17q 51
10 MO 46,XY 100
46,XY 55,6
45,XY,-17 7,0
11 MO 47, XY,+21 10,0
46,XY,del(7p) 15,0
47 XY ,+mar 2,4
46,XX 94
12 SP 46,XX,t(8;16(q22922) 6,0
46,XY 6,6
I 19 45 X, del(Y) 93,4
46,XX 87
14 SP 46,XX,del(5)(q13933) 13
15 SP 46,XX 100

1- SP: Sangue Periférico Heparinizado.
2- MO: Medula Ossea Heparinizada.

A classificacdo IPSS tem como objetivo determinoamprognostico para
conseguentemente os médicos assistentes possammidateum tratamento mais
especifico e direcionado para cada paciente. AifleacaolPSSdos quinze pacientes
com diagnéstico de sindrome mielodisplasica indsiideste estudo estd demonstrada

na tabela X.
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Tabela X. ClassificacadPSSdos pacientes estudados de acordo com o grupscoedos quinze
pacientes com diagnostico para SMD.

Pacientes Pontuacéo (IPSS) Grupo de Risco (IPSS)
1 0,5 Intermediario |
2 0,0 Baixo
3 0,5 Intermediario |
4 1,0 Intermediario |
5 0,5 Intermediario |
6 0,0 Baixo
7 0,5 Intermediario |
8 0,0 Baixo
9 1,5 Intermediario |l
10 0,0 Baixo
11 2,0 Intermediario Il
12 0,5 Intermediario |
13 0,0 Baixo
14 0,5 Intermediario |
15 0,5 Intermediario |

Depois que os pacientes foram classificados npogde risco, os médicos
assistentes puderam determinar o protocolo tenapéuatais individualizado para o

paciente e observar a perspectiva evolutiva dagdo@omo esta sendo citado na Tabela

XI.
Tabela XI. Tratamento e evolucdo dos pacientes estudados.
Pacientes Tratamento Evolucéo

1 Suporte Estavel
2 Suporte Estavel
3 Suporte Estavel
4 Suporte Estavel
5 Suporte Estavel
6 Suporte Estavel
7 Suporte Estavel
8 Suporte Estavel
9 Suporte Obito
10 Suporte Estavel
11 Quimioterapico LMA/Obito
12 Suporte Estavel
13 Suporte Estavel
14 Suporte Estavel
15 Suporte Estavel

1 - Suporte - Vitaminas B-12, &cido folico e fatorde crescimento celular como
(eritropoetina).
2 — Quimioterapico — AraC.
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6. DISCUSSAO

Todo e qualquer estudo e analise com relacdo agna@stico, progndstico e
evolucdo da SMD é muito importante, pois a incigmeduzida na populacédo dessa
patologia, aliada a diversidade e complexidade gwadros clinicos, dificulta as
condutas terapéuticas, com impacto significativosnbarevida individual. Assim, o
sucesso terapéutico, que permite aos profissiomav®lvidos ampliar a sobrevida
individual e oferecer uma melhor qualidade de ads pacientes, depende de uma acao
multidisciplinar, que promova a definicdo correta grognodstico. Sob este ponto de
vista ha méritos nos resultados citogenéticos desaero presente estudo, pois ampliam
as chances de se compreender a complexa biolo§iandeome Mielodisplasica.

O diagnostico, de SMD para os pacientes, que cempd grupo do presente
estudo, foi baseado nos diversos tipos de altesagiemossomicas observadas,
juntamente com a presenca de alteracOes displasalatares em uma ou mais
linhagens hemopoéticas no estudo do sangue peoiféida medula 0ssea.

Em diversos estudos (Norma al., 1993; Bain, 1997) argumentam que um
protocolo de exclusédo para SMD deve incluir dosaderferro, acido folico e vitamina
B-12, além de realizar o teste anti-HIV. Todos asigntes com SMD que participaram
do presente estudo foram submetidos a estes ermagesidos para o protocolo de
exclusdo. A deficiéncia dos niveis séricos de fewwmido folico e vitamina B-12 pode
levar o paciente ao desenvolvimento de anemiasmfécgdo por HIV pode causar
alteracdes na hematopoese devido tanto a infedg@grvopriamente dita como efeito
colateral devido os medicamentos antivirais us@dog o tratamento dos pacientes.

De acordo com Pinheiro e colaboradores (2006), dpanobservada uma
sindrome mielodisplasica secundaria, as displas@sscitopenias sdo mais agressivas,

0 que possibilita um maior processo de fibrose mbiente medular, observa-se uma
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hipocelularidade da medula 6ssea e com carioti@s atterados e complexos. Todos
estes fatores sdo considerados mais agressivosi@entam a taxa de transformacao
para uma leucemia aguda. Assim, pacientes com a@biga de SMD secundaria
possuem, em comparacado com a SMD primaria, um psbigo desfavoravel. A SMD
secundaria também € o tipo da doenca que pode tmoimgividuos mais jovens, ao
contrario da SMD primaria que acometem geralmer®iduos com maior idade. Os
pacientes incluidos neste estudo ndo foram subosetidnenhum tipo de exposicao
recente a substancias toxicas e ou agentes citogdXilenhum paciente foi submetido
a quimioterapia ou radioterapia anteriormente agribstico de SMD. Portanto, todos
os casos foram diagnosticados como sindrome msgliddica primaria.

Para alguns casos nao foi possivel realizar aacdietmedula éssea. As causas
nao foram justificadas pelos médicos assistentsspnontuarios. No entanto, foram
realizadas coletas de sangue periférico. Em 60%pdoentes a analise cromossémica
foi conduzida em metéafases obtidas apartir da esgmaclonal de sangue periférico.
Nestas situacOes eleva-se o risco de andlise @x@eds clones normais, que nao
representam o processo alterado de hematopoesssiguecorrendo no paciente com o
diagndstico de SMD.

Com relacdo aos resultados citogenéticos indivijuas caridtipos podem
expressar uma variagdo muito grande de alteragdes,SMD. Esta diversidade
cariotipica evidencia aspectos importantes da cexagbiologia dos grupos de doencas,
comumente chamadas de SMD, demonstrando uma grestdkilidade genomica desta
doenca, o que conseqientemente influéncia sobréaaeprognéstico do paciente.

De acordo com Greenberg e colaboradores (19970, std as alteragbes
cromossOmicas, mas outras varidveis sdo de exirepmatancia para a classificacdo da

doenca e também possuem um grande valor prognostiomo os graus variados de
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citopenias no sangue periférico e a porcentageiadtos na medula 6ssea. Entéo foi
proposto um novo sistema que €IRSS sendo que atualmente é o sistema mais
utilizado para classificacéo e determinacéo dompistico em SMD.

A correta classificacdo da SMD tem como objetiverec¢er um tratamento mais
eficaz, direcionado e individualizado. Uma vez qada paciente com esta doenca pode
apresentar um comportamento evolutivo diferenciaglo consequientemente, se
enquadrar em um protocolo terapéutico mais especifi

Para os pacientes do presente estudo, a clagaiaentro de um grupo ou
categoria, buscou principalmente o direcionamerdoa o tratamento. Através da
descricdo das equipes que acompanhava 0s paciesteaiamentos oferecidos foram
de suporte ou quimioterapico. No tratamento de sepsendo (14/15) dos pacientes
incluidos foram utilizados farmacos com funcdes fd®res de crescimento, por
exemplo, estimulando a producdo de células verrsetha eritrécitos através da
administracdo de eritropoetina (EPQ)acobset al., 1989 e também receberam
administracdo de vitamina B-12 e acido félico. @amento de suporte tem como
objetivo manter a normalizacdo e a volemia dosdtecisanguineos, proporcionando
uma melhora na qualidade de vida do paciente.

O tratamento para SMD também pode ser mais ageessnediante a
administracdo de medicamentos quimioterapicos, corAcaC. Neste caso (1/15) dos
pacientes incluidos neste estudo, buscou elimmagkulas ou clones malignos. Porém,
a intervencdo quimioterapica pode causar muitogosf&olaterais nos pacientes. A
adversidade dos efeitos dos quimioterapicos € aint@s agressiva quando
administrada em pacientes de idade mais avancad@ni®, os efeitos deletérios do
tratamento sdo esperados nos pacientes com diegndstSMD, uma vez que a doenca

aparece mais freqientemente apos os 40 anos.
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Por outro lado, o tratamento quimioterapico, jurdate com transplante de
células-tronco hematopoiéticas, sdo as modalidagies podem oferecer uma
possibilidade de cura para o paciente.

Quando o teste citogenético revela perda de mhgeiético, por delecodes,
monossomias ou nulissomias cromossémicas, sendtieaacbes que ocorreram com
mais freqiéncia nos pacientes em estudo, pode eocarrinativacdo de genes
supressores tumorais. Por outro lado, os oncogs@iesgeralmente, ativados pelas
translocacoes, sendo que foram identificadas emasp2 pacientes em estudo. Logo,
perdas e ganhos de fungdes génicas sdo as cahgaestes a etiopatologia da SMD.

De acordo com List e colaboradores (2005), 12% ahss de SMD com
diagndstico recente e caridtipos normais, com mec do tempo podem adquirir
algum tipo de alteracdo tanto a nivel cromossorgicanto molecular. Entdo é muito
importante para 0s pacientes com cariotipos norisaisdos (6/15) incluidos neste
estudo, que os médicos assistentes solicitem nionmia cada seis meses um novo teste
citogenético se houver mudancas no curso clinicalaknca, porque alteracées no
cariotipo podem ser detectadas com a evolucéo da. SM

Uma informacéo importante é que as alteracdes péiend ser analisadas de
forma isolada pelos profissionais envolvidos e sievem ter uma visdo global da
instabilidade génomica da célula. Neste estudonfavlservados 60% dos pacientes
com mais de uma alteracdo e o restante apresergantente um cariétipo especifico.
O método de definicdo de prognostidSS utilizado pelos médicos assistentes que
acompanham os pacientes incluidos neste este etgudoem consideracdo esta
informacdo, fazendo com que o tratamento postericiassificacdo do grupo de risco

para cada paciente n&o seja interpretado e realdgmtbrma errbnea.

33



De acordo com Chauffaille (2006) a sindrome 5qg-sit@ na alteracao
cromossOmica mais frequentemente identificada emD.SMPara Balduini e
colaboradores (1999) a delecao parcial do braggolalo cromossomo 5 esta associada
com bom progndstico para o paciente e uma baixbapridade de transformacéo
leucémica. Neste estudo foi identificado apenas deh@®)(q13g33). De acordo com a
classificacdo de prognostid®SS o paciente foi classificado como pertencente ao
grupo de risco intermediario |, recebendo o tratamele suporte. Até 0 momento, 0
estado evolutivo deste paciente é estavel. MhaweBaleem (2001) ressaltaram que
pacientes com del(5g-) respondem melhor ao farmaéatdomida, tornando-se
independentes de transfusdo. O paciente ndo fhiidacno protocolo de tratamento
com Talidomida.

De acordo com Olney & LeBeau (2001) e Mhawech & Salg@601), em
sindrome 5g-, observam-se que varios genes saadperdAlguns destes genes
possivelmente estdo ligados ao mecanismo patogélaicdoenca. Em 5g- ha varios
genes responsaveis por codificar proteinas quematamo fatores de crescimento
hematopoéticos, por exempla=4, IL-5, IRF1, IL3, CSF-2, IL9, EGR-1, CD14 efES
1R. A perda destes genes pode desregular o procegsatdpmiético e levar
consequentemente ao desenvolvimento de displasitgpenias.

Foi identificada uma alteracdo envolvendo o0 cr@oo® 7, mais
especificamente del(7p), que relaciona-se com meato do risco relativo para a
evolucéo leucémica.

A expressdo clinica da monossomia do cromossomarifigipalmente em
criancas, estd associada para (Baldeinial, 1999), a Leucemia Miedide Crdnica
(LMC) juvenil. Portanto, vale ressaltar que nacsabe quais genes estao situados no

cromossomo 7 que seriam responsaveis pelo fendgipglmenca.
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Dentre os casos estudados, um paciente com 12denmade no periodo do
diagndstico apresentou juntamente com delecdopm® fissomia do cromossomo 21,
monossomia do cromossomo 17, um cromossomo mardadaiigem nao identificada
e linhagens de células normais. Um cariotipo corgpamo este indica alteracbes que
podem incluir varios genes candidatos, como osodéra@le de ciclo celular, apoptose,
replicacdo e genes que codificam proteinas quemattamo fatores de transcricao.
Todos estes genes alterados podem ter levado aag®spo hematopoiético ineficaz e
consequentemente ter sido a causa da evolucaomparaMA deste paciente.

A trissomia do cromossomo 21 em SMD tem sido olagkrvem casos mais
avancados de SMD com uma evolucdo mais agressikgpida transformacao da
doenca, possivelmente para leucemia.

Quando se identifica uma alteracdo envolvendo enassomo 17, sendo na
forma de monossomia ou isocromossomo, de acordo (Enheiro et al., 2006;
Steensmaet al., 2004) temos que relacionar e citar um gene muijgortante ogene
P53, devido ser um GST e por sua grande importanciaranscrever uma proteina
relacionada a regulacdo da replicacdo do DNA, feralgdo e apoptose celular. Em
aproximadamente 15% dos casos de SMD mostrageaeP53inativo, logo a doenca
apresenta-se em um estagio mais avancado, de gtmgndim e existindo uma grande
possibilidade de progressao para leucemia aguda.

Neste estudo foram identificados clones de célitasim paciente apresentado
i(17q) e uma alteragdo ndo conhecida que € umall{gf(2;4.2). Este paciente foi
incluido na classificacdo prognostica intermedidiri® tratamento suporte que estava
sendo realizado pelos médicos assistentes seguiamratocolo terapéutico, em nao
realizar tratamento agressivo para pacientes nuosns devido ao proprio processo e

resposta imunoldgica e também do ajuste fisiolédirmetabolismo.
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Monossomia do cromossomo Y de acordo com (Baldatnal, 1999), é
classificada como sendo uma alteracdo de bom pstigape foi identificada em quase
94% dos clones de um paciente classificado combaie risco de acordo com o
prognoésticdPSS.

Alteracbes no cromossomo 11 mais especificamemteld@l13) e del(11)(g23)
foram identificadas, sendo alterac6es consideradas de bom progndéstico para o
paciente com SMD. De acordo com (Olney & LeBeau)120 alteracdes do tipo
rearranjos através das translocacfes envolvendodifécentemente das delecbes 114,
sao indicativos de prognastico intermediario.

De acordo com (Appelbaum, 2004; Hirai, 2002), dewd grande numero de
alteracOes génicas que estdo envolvidas na SMxciest em genes que codificam as
citocinas, que atuam como Fator de Necrose Tunioh#F) também podem causar um
processo de hematopoese ineficaz, devido estasiqaet constituirem fatores
importantes na expressdao do recept@mz acelerando o programa de morte dos
precursores hematopoiéticos.

Todas as alteracdes que envolvam genes que exprgssteinas que atuam
como fatores de crescimento, controlam replicagdDMA, controle do ciclo celular e
apoptose podem desregular o processo hematopo@temr ao desenvolvimento das
displasias e citopenias celulares, fenotipos estesrvados nos pacientes em estudos
com diagndstico de SMD.

Alteracbes nao conhecidas e ndo citadas na litaratomo, por exemplo,
poliploidia, cromossomo marcador, algumas trangloes como t(8;16(q22922) e
t(3;10)(g29;925), trissomia do cromossomo 22, @{(i23) sao classificadas como de
prognostico intermediario, devido serem alteracfes apresentam ainda muitos

aspectos por serem entendidos e definidos.
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A citogenética por fazer parte do processo de iflzssio e fornecer
informacdes que contribuem para definicdo do prstiom, deve ser considerado um
teste diferencial e ser obrigatoriamente utilizgshva o diagndstico da sindrome

mielodisplasica.
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7. CONCLUSOES

- A identificacdo das alteragcbes cromossOmicastajuente com todos os
dados clinicos dos pacientes com SMD incluidosenestudo foram de extrema
importancia para que fosse definido o prognésticaliagnostico, a classificacdo, o
acompanhamento, a escolha terapéutica e um meititendgmento em funcdo da
grande diversidade e complexidade biologica da ghberconsequientemente determinar
um tratamento mais individualizado para cada pasien

- Também o cariotipo consiste em um dos fatoreslas peldPSSque € o
sistema internacional mais utilizado para clasaiio da Sindrome Mielodisplasica.

- Foi determinada uma diversidade muito grandeltiracdes citogenéticas
nos pacientes em estudo, possibilitando correlada®m com as diferentes
caracteristicas, formas variadas de apresentag&olecdo da doenca. Estas diversas
formas de alteracdes genéticas, demonstram umdegnastabilidade genbémica, o que
apresentam-se em curso clinico com a doenca.

- As parcerias entre a Universidade Catélica d&$s(Laboratorio Nucleo de
Pesquisa Replicon), Secretaria de Estado da Sdudbpratorio de Citogenética
Humana e Genética Molecular — LaGene), Hospitalu@ralorge e Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias, forapontantes para a realizacdo deste
estudo e serdo para estudos posteriores, a maakdfoigm agregados novos casos de
SMD e outras doencgas, podendo realizar pesquistesexer um servico de referéncia e
de qualidade, principalmente para a populacéo caaente da sociedade.

Também ir4 contribuir para realizacdo de estudtsds principalmente nesta
area, onde com certeza temos muito que pensaeedcgur

- A capacitagcdo profissional vem em consequén®@a ntuito estudo,

convivéncia no laboratério, em hospitais e com eEsgjue diretamente necessitam
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dela. Tudo o que foi realizado durante estes dws de curso foi com muito carinho e
dedicacdo, buscando oferecer para 0os pacientesegleente necessitam e merecem

uma melhor qualidade de vida e também para seukdi@s.
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8. ANEXOS
8.1 — Anexo |. Termo de consentimento livre e escézido.

UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
Pro-Reitoria de Pds-Graduagéo e Pesquisa

Departamento de Biologia - Mestrado em Genética

Termo de consentimento livre e esclarecido

Vocé estd sendo convidado (a) a participar, comint@io, em uma pesquisa
cientifica. Apds ser esclarecido (a), pelo respeglsda pesquisa, sobre as informacgdes
a seguir e caso aceite fazer parte do estudo,eaasirfinal deste documento. Vocé
devera assinar duas vias, uma delas é sua e aédtgesquisador responsavel. Em
caso de duvida sobre a pesquisa, vocé podera emrarontato com o pesquisador
responsavelCristiano Luiz Ribeiro, nos telefones 3201 1443 ou 84612665, ou no
momento da entrega do termo de consentimentodiesclarecido. Em caso de duvidas
sobre 0s seus direitos como participante nestauEasg/océ podera entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital diméc&s da Universidade Federal
de Goias telefone: 3254 4161.
Informagdes importantes que vocé deve saber sqiescuisa:

Titulo do Projeto: Importancia do diagndéstico citogenético convenaicgomo fator

prognoéstico na sindrome mielodisplasica.

Responséavel pela Pesquisa: Cristiano Luiz RibEisp,
Coordenador Geral: Dr. Aparecido Divino da CruzDPh
Co-Orientador: Claudio Carlos da Silva, MsC.

Telefone para Contato: 3201 1443 ou 84612665 (@nistLuiz Ribeiro)
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O estudo tem como objetivo avaliar as alteracoagtgas em pacientes com indicacao
clinica para sindrome mielodisplasica, incluindaneate os casos com diagnostico
confirmado, buscando correlacionar os achado geséticom o diagndstico,
acompanhamento e escolha terapéutica, permitindagumédicos tenham um melhor
entendimento sobre a doenca.

O Servico de Hematologia do Hospital das Clini@a$/diversidade Federal de Goias,
realizara as coletas de medula 0ssea e/ou sangigripe para o estudo morfolégico
e/ou imunofenotipico destas amostras, logo seriades 2,0 mL para o0 presente
estudo. Nao havera risco para vocé, apenas umrdegcono momento da coleta, pois
a coleta sera feita por profissionais do setor elmatologia com todos 0s recursos
necessarios e este procedimento ja faz parte d@arpara fazer o diagnéstico da
doenca, portanto a coleta ndo sera realizada aparaa pesquisa genética.

Vocé nao terd nenhuma despesa ao concordar emigertdo projeto e ndo havera
nenhum tipo de pagamento ou gratificacao finangeta participacao, ela € voluntaria.
Os seus dados pessoais serdo mantidos em absglldo@s resultados obtidos seréo
utilizados somente nesta pesquisa, se publicadaeeistas e jornais especializados,
igualmente sera guardado sigilo.

O presente estudo devera ser concluido até o masmge de 2009.

A equipe médica do Hospital das Clinicas da Unidade Federal de Goias assegurara
o tratamento adequado de todos o0s pacientes, imdeme destes optarem por
participar ou ndo no estudo. Vocé tera liberdadeedasar ou retirar o consentimento

sem penalizacao ou perda do tratamento habitual.

47



Declaracéao de Consentimento

declaro ter lido os Termos Desse ConsentimentoelévEsclarecido, ter entendido as

informacdes contidas nesse documento, cuja capaeiin meu poder. Declaro, ainda,

que fui devidamente informado e esclarecido petgpsador----
------------ sobre a pesquisa, 0s procedimentoa ealolvidos, assim como 0s possiveis
riscos e beneficios decorrentes de minha parti&gga€oi-me garantido que posso
retirar meu consentimento a qualquer momento, semsfo leve a qualquer penalidade
Ou prejuizo no tratamento e acompanhamento médico.

LOCal € data:-----m-m-mmm e oo e e e

A SINALUN A === === o oo e e e e

Assinatura Datiloscopia (Quando necessario)

Assinatura do Pesquisador Responsavel:------———--=---=---m-mmmmmm oo
Presenciamos a solicitacdo de consentimento, estta@nto sobre a pesquisa e aceite

de sujeito em patrticipar.

Testemunhas:
Nome:-------------------- AsSsinara------------=-==-mm-mm oo
Nome:-------------------- ASSINBUra---------=-==mmm o m oo
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8.2 — Anexo Il. Termo de consentimento livre e estlecido para menores.

UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
Pro-Reitoria de Pds-Graduagéo e Pesquisa

Departamento de Biologia - Mestrado em Genética

Termo de consentimento livre e esclarecido paraomesrde idade

Seu filho (a) estd sendo convidado (a) a particip@amo voluntario, em uma pesquisa
cientifica. Apds ser esclarecido (a), pelo respeglsda pesquisa, sobre as informacgdes
a seguir e caso aceite fazer parte do estudo,eaasirfinal deste documento. Vocé
devera assinar duas vias, uma delas é sua e aédtgesquisador responsavel. Em
caso de duvida sobre a pesquisa, vocé podera emrarontato com o pesquisador
responsavelCristiano Luiz Ribeiro, nos telefones 3201 1443 ou 84612665, ou no
momento da entrega do termo de consentimentodiesclarecido. Em caso de duvidas
sobre 0s seus direitos como participante nestauEasg/océ podera entrar em contato
com o comité de Etica em Pesquisa do Hospital iag@s da Universidade Federal de

Goiéas telefone: 3254 4161.

Informagdes importantes que vocé deve saber sqiesciisa:

Titulo do Projeto: Importancia do diagndéstico citogenético convenaicgomo fator

progndstico na sindrome mielodisplasica.

Responséavel pela Pesquisa: Cristiano Luiz RibEisp,
Coordenador Geral: Dr. Aparecido Divino da CruzDPh
Co-Orientador: Claudio Carlos da Silva, MsC.

Telefone para Contato: 3201 1443 ou 84612665 (@nistLuiz Ribeiro)
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O estudo tem como objetivo avaliar as alteracoagtgas em pacientes com indicacao
clinica para sindrome mielodisplasica, incluindaneate os casos com diagnostico
confirmado, buscando correlacionar os achado geséticom o diagndstico,
acompanhamento e escolha terapéutica, permitindagumédicos tenham um melhor
entendimento sobre a doenca.

O Servico de Hematologia do Hospital das ClinicadJdiversidade Federal de Goias
realizara as coletas de medula 0ssea e/ou sangigripe para o estudo morfolégico
e/ou imunofenotipico destas amostras, logo seriades 2,0 mL para o0 presente
estudo. Nao havera risco para seu filho, apenadastonforto no momento da coleta,
pois a coleta sera feita por profissionais do sé¢ohematologia com todos 0s recursos
necessarios e este procedimento ja faz parte d@arpara fazer o diagnéstico da
doenca, portanto a coleta ndo sera realizada aparaa pesquisa genética.

Vocé e seu filho ndo terdo nenhuma despesa ao rdamcem participar do projeto e
nao havera nenhum tipo de pagamento ou gratificiagdioceira pela participacao, ela é
voluntaria. Os dados pessoais de cada voluntarém seantidos em absoluto sigilo. Os
resultados obtidos serdo utilizados somente nestqupsa, se publicada em revistas e
jornais especializados, igualmente sera guardailo.si

O presente estudo devera ser concluido até o masmge de 2009.

A equipe médica do Hospital das Clinicas da Unidade Federal de Goias assegurara
o tratamento adequado de todos o0s pacientes, imdeme destes optarem por
participar ou ndo no estudo. Os participantes dgusa terdo liberdade de recusar ou

retirar o consentimento sem penalizacao ou perdeationento habitual.
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Declaracéao de Consentimento

declaro ter lido os Termos Desse ConsentimentoelévEsclarecido, ter entendido as
informacdes contidas nesse documento, cuja camaeiin meu poder. Declaro, ainda,
que estou de acordo que meu filho (a) participestado que me foi apresentado. Fui
devidamente informado e esclarecido pelo pesquisage---------------=-==--=-=--m-m-—-
sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidsn como 0S possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo. Fogarantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto d&\galquer penalidade ou
prejuizo no tratamento e acompanhamento meédico.

Local e data:- --------m-mmmmm e -
Assinatura do responsavel (pais, tULOr)------==mm=mmmm oo

Assinatura:- LR e

Assinatura Datiloscopia (Quando necessario)

Assinatura do Pesquisador Responsavel:- ----———------=-m-mmmmmmmmmmm oo
Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esttanto sobre a pesquisa e aceite

de sujeito em patrticipar.

Testemunhas:
NOME:- ---mmmmmmm oo ASSINAUra--------==-=-mmm oo
NOME:- ---mmmmmmmm oo ASSILUra--------=-===mmmm e
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