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Método de coleta de evidéncias:

Esta diretriz seguiu padrdao de uma revisdo sistematica com recuperacao de
evidéncias baseada no movimento da Medicina Baseada em Evidéncias
(Evidence-Based Medicine), em que a experiéncia clinica € integrada com a
capacidade de analisar criticamente e aplicar, de forma racional, a informacé&o
cientifica, melhorando assim a qualidade da assisténcia médica.

Utilizamos a forma estruturada de formular a pergunta sintetizada pelo acrénimo
P.I.C.O., onde o P corresponde aos pacientes com Sindrome Mielodispléasica,
| de indicador com exames e O de desfecho sobre o diagnostico.

A partir da pergunta estruturada, identificamos os descritores que constituiram a
base da busca da evidéncia nas bases de dados: Medline-Pubmed. Assim, 38
estudos foram achados e selecionados para responder a duvida clinica (Anexo

).



Duvida Clinica:

Quais exames sao necessarios para confirmacao da Sindrome Mielodisplasica?

Grau de recomendacao e forca de
evidéncia:

A: Estudos experimentais ou observacionais de melhor consisténcia.
B: Estudos experimentais ou observacionais de menor consisténcia.
C: Relatos de casos / estudos néao controlados.

D: Opinido desprovida de avaliacdo critica, baseada em consensos, estudos
fisiolégicos ou modelos animais.



Objetivo:
O objetivo desta avaliagdo é discutir as recentes contribuicdes

encontradas na literatura para o campo do diagndstico das SMD.

Conflito de interesse:

Nao ha conflito de interesse relacionado a esta revisao a ser declarado autores.



INTRODUCAO

Sindromes Mielodisplasicas (SMD) sdo um grupo heterogéneo de
doencas clonais das células-tronco hematopoéticas (CTH), resultado de uma
sequéncia de alteracdes genéticas adquiridas e geracdo de um clone anémalo e
geneticamente instavel, com potencial para evolucdo para leucemia mieldide
aguda.

Ndo ha, até o momento, um Unico marcador biolégico ou genético
confiavel para diagnostico. As alteracdes displasicas do sangue periférico e da
medula 6ssea ainda sédo fundamentais para diagnostico e classificacdo desse
grupo de doencas.

A deteccdo do aumento de blastos facilita o diagnéstico nas formas mais
avancadas; sendo nas mais iniciais, com anormalidades morfolégicas leves, o
diagnostico € baseado, sobretudo, na exclusdo de outras doengas nao clonais.

Estes disturbios clonais podem ocorrer em qualquer idade, mas tém maior
frequéncia em adultos, com crescimento exponencial apés a 5% década, com



média de idade, ao diagndstico, de 70 anos. A maioria dos pacientes adquire a
anomalia clonal da CTH de novo, mas uma parte desses pacientes a adquire
algum tempo apds exposicdo a genotoxicos, tais como quimioterapia e/ou
radioterapia para outras neoplasias, por mutacfes somaticas impostas por estes
tratamentos.

O hemograma com a contagem de reticulécitos e a analise citomorfolégica
sdo os primeiros passos de fundamental importancia para o diagndstico de SMD.
Sao comuns as citopenias isoladas ou combinadas, persistentes e inexplicadas.
A anemia, a citopenia mais comum, é geralmente macrocitica, associada a uma
significativa reducdo da contagem de reticuldcitos. Todas outras causas de
citopenias/displasias devem ser excluidas, assim como outras doencas clonais
e anormalidades congénitas. Na sequéncia, vem a analise citomorfolégica
através do mielograma e a pesquisa de sideroblastos em anel por meio da
coloracdo de Perls. A biopsia de medula déssea (MO) complementa a
investigacdo, pois permite a andlise histolégica das células da medula pela
coloragdo por hematoxilina—eosina, assim como do grau de fibrose pela
impregnacgao (pela impregnagao pela prata que cora em negro as fibras de



reticulina). Seguem-se a analise citogenética, classica e molecular e a
imunofenotipagem?*(D).



EXTRACAO DOS RESULTADOS

DIAGNOSTICO MORFOLOGICO

Os critérios morfolégicos tém, como principal achado, a observacao de
dispoese ou atipias celulares, encontrados num percentual igual ou superior a
10% das células da linhagem considerada?(D)3(B). Em citologia: perda da
uniformidade das células, individualmente, em relacdo a sua contrapartida
normal. Em histologia: perda da orientacdo arquitetural do setor hematopoético
em relacdo a sua contrapartida normal. Nenhum achado morfolégico Unico é

diagnéstico de SMD.

Citologia de medula 6ssea




A despeito da citopenia em sangue periférico (SP), a MO € ricamente
celular. Na linhagem eritroide observam-se: retardo maturativo, falhas de
hemoglobiniza¢éo, assincronismo maturativo entre nucleo-citoplasma, formas
megaloblastéides, mitoses anémalas, multinuclearidade, pontes internucleares,
fragmentos nucleares e sideroblastos em anel. Na linhagem granulocitica
observam-se: retardo maturativo, traduzido pelo acumulo nas fases de
mieloblastos (MB) e mielocitos (MC), ou mesmo metamiel6citos (MMC)
nucleolados, assincronismo maturativo ndcleo-citoplasma, alteracdes
megaloblastéides (alteracéo de Tempka-Brain), disgranulacdes
(hipogranularidade e/ou distribuicdo heterogénea dentro do citoplasma), formas
pelgeroides (hiposegmentacéo, hipogranulacdo), “donut cells” (células em rosca)
e formas imaturas bizarras, atipicas, aberrantes. Pode haver presenca de
bastonete ou corpo de Auer. A contagem de blastos na MO é importante ndo



apenas como critério para diagnostico e classificacdo, mas também tem forte
impacto no progndstico. Mieloblastos tipos I, 1l e 1ll, podem coexistir no mesmo
paciente e na mesma amostra. Em caso de contagem de eritroblastos superior
a 50%, a classificacao revisada da Organizacao Mundial de Saude preconiza a
contagem de blastos entre todas as células nucleadas da MO. A linhagem
megacariocitica € a que se apresenta como fiel marcador de dispoese, quando
presente. Podem ser observados nudcleos hipersegmentados, bilobados,

monoformas grandes ou pequenas e microformas*(D).

Histologia de medula 6ssea

A celularidade deve ser conferida pela histologia, sendo estabelecida pela

porcentagem entre parénquima e adipocitos e permite classificar a medula em



hipoplasica, normoplasica e hiperplasica. A interpretacdo deve considerar a
variacdo normal para a idade. Eventualmente pode ocorrer uma distribuicdo
anormal dos espacos. Ectopias de nichos significam atipia do setor envolvido:
megacariocitos e eritroblastos em localizacdo paratrabecular, mieloblastos e/ou
promielécitos, em numero acima ou igual a 5, agrupados ao redor de capilar
central (ALIPs- Abnormal Localization of Immature Precursors). A avaliacdo da
rede de reticulina € importante e tem impacto prognéstico. Agregados linfoides

estdo presentes em cerca de 20% dos casos®’(D).

O subtipo SMD hiperfibrotica apresenta graus significativos de fibrose
medular, graus Il e Ill do Consenso Europeu, ocorre em 10% dos casos e tem
curso clinico mais agressivo, frequentemente associado com excesso de
blastos®(D),>19(B). O diagnéstico é firmado sempre pela histologia. Como a

ocorréncia de fibrose de MO néo é prerrogativa apenas de SMD, mas ocorre



também em outras doencas mieldides, sugere-se avaliacao clinica acurada, bem
como busca da evidéncia de dispoese em SP e imprint de bidpsia que possam
auxiliar neste critério, uma vez que a citologia ndo permite material para
avaliacdo, pela propria fibrose!(D). Em casuistica expressiva observou-se
fibrose focal em 17% de casos, sendo apenas 5% com distribuicdo difusa e

compacta'?(B).

A SMD hipoplasica é caracterizada por celularidade < 30% em pacientes
com idade superior de 60 anos, sendo mais comum pdés-quimioterapia e/ou
radioterapia. Este subtipo corresponde a 10-15% dos casos e comumente
demanda atencdo especial no diagnostico diferencial com anemia aplastica
severa (AAS) o que pode ser decisivo para correto condicionamento pré-
transplante de MO*3(D)418(B). A distincdo entre SMD hipoplasica e anemia

aplastica é desafiadora em termos de diagnéstico morfolégico.



Recomendacéo:

Embora inegaveis desenvolvimentos tenham mudado o papel e a significancia
da morfologia no diagnostico hematoldgico, haja vista as classificagbes WHO-
2008 e WHO-2016, a morfologia ainda € a fronteira inicial para encaminhamento
diagnéstico mais refinado; ou seja, hd que se reconhecer clinica e
morfologicamente os indicativos de SMD, para seguir a investigacdo com a

citogenética e a citometria de fluxo.




CITOGENETICA CONVENCIONAL E MOLECULAR

A analise citogenética tem papel importante na determinacdo de
clonalidade em pacientes com suspeita de SMD. Anormalidades citogenéticas
sdo observadas em 50% a 60% dos pacientes, sendo as mais frequentes a
del(5qg), monossomia ou delecao (7q), trissomia 8 e del(20q). O diagndstico de
SMD pode ser feito na auséncia de displasia morfolégica, quando existem
citopenias e anormalidades citogenéticas recorrentes conforme descritas pela
OMS 2008'/(D) (tabela 1). Entretanto, a nulissomia do cromossomo Y, a
trissomia do cromossomo 8 e a delecao 20q sdo anormalidades citogenéticas
que, na auséncia de displasia, ndo sédo consideradas evidéncias definitivas de
SMD417(D).

No caso de falha repetida do estudo citogenético convencional
(cariétipo por banda G), por auséncia ou ma qualidade das metéafases, a



Hibridac&o in situ por Fluorescéncia (FISH) pode complementar a analise

citogenética.

Amostras de medula éssea de 48 pacientes com SMD (43 baixo risco)
foram avaliadas por cariotipo e FISH com sondas para regides génicas dos
cromossomos 5, 7, 8, 11, 13 e 20. Dezoito das 48 amostras (37,5%) tiveram
clone anormal identificado pela analise cromossémica metafasica, enquanto
que 17 dos 48 (35,5%) apresentaram clone anormal detectado pela anélise
por FISH. Cariétipo normal foi detectado em 30 dos 48 pacientes (62,5%).
Vinte e nove destes 30 apresentaram resultado por FISH normal. A
sensibilidade das duas metodologias (FISH e cari6tipo) foi muito proxima,
portanto o FISH pode ser uma boa ferramenta para estudar o aspirado de

medula éssea quando a andlise citogenética ndo esta disponivel¥(B).



Tabela I: Anormalidades citogenéticas recorrentes e sua frequéncia nas
SMD ao diagnéstico'’(D).

-5/5q- 10 40 (SMD-T)
-717q- 10 50 (SMD-T)
+8 * 10
del(99)
i(17qg) /t(17p) 3-5
-13/13qg- 3
del(11q) 3

del(12p) t(12p) 3



del(20q)* 5-8

Idic(X)(q13) 1-2
-y* 5%
t(11;16)(q23;p13,3) 3 (SMD-T)
£(3;21)(q26.2;022.1) 2 (SMD-T)
1(6;9)(p23;934) <1
t(2;11)(p21;923) <1
inv(3)(q21g26.2) <1
t(1;3)(p35.3;921.2) <1

Legenda: SMD —T - SMD secundaria a terapia



Em outro estudo, 433 amostras de medula 6ssea de pacientes com
suspeita de SMD ou LMA foram submetidas a cariétipo e FISH para -5/50-, -
7/79-, +8 e 20qg-. Caribtipo anormal foi identificado em 114 casos (26,3%) e
resultado anormal do FISH de ao menos um locus foi obtido em 94 casos
(21,7%). Resultado anormal pelo FISH ou cariotipo foi detectado em 136/433
amostras (31,4%). Dos 136 casos com qualquer achado anormal, 22 (16,2%)
foram identificados apenas pelo FISH. Os dois métodos tiveram concordancia
em 96,5%, 96,5%, 93,9% e 93% dos casos de anormalidades nos

cromossomos 5, 7, 8 e 20, respectivamente’®(B).



GENETICA MOLECULAR

A cariotipagem baseada em arranjos € uma nova técnica que tem
permitido a detecgao de anormalidades cromossOmicas n&o observadas pela
citogenética convencional, particularmente com o uso de arranjos de
polimorfismo de nucleotideos Unicos (SNP-arrays) 2°(D)?}(B). Observam-se
mutacBes somaticas em 80 a 90% dos pacientes com SMD, sendo 0s genes
mais comumente afetados: SF3B1, TET2, SRSF2, ASXL1, DNMT3A, RUNX1,
U2AF1, TP53 e EZH2. Entretanto, estas mutacdes, além de serem observadas
em outras neoplasias, particularmente mieloides, também podem ocorrer em
pacientes idosos aparentemente saudaveis na denominada “Hematopoese
clonal de potencial indeterminado ("clonal hematopoiesis of indeterminate
potential”, CHIP)??(D). Apesar de alguns pacientes poderem evoluir para SMD,

a evolucédo natural destes casos ainda ndo esta elucidada e a presenca destas



mutacBes somaticas associadas a SMD néo esta incluida ainda como critério
diagndstico na classificacdo da OMS 2016%D). A semelhanca das
anormalidades citogenéticas, o tipo e niumero de muta¢des estdo associados
a evolucao/progressao da SMD. A mutacao do TP53 esta associada a doenca
mais agressiva, sendo indicada a sua avaliacdo particularmente nos
portadores de delecao (5q), nos quais a deteccao identifica progndstico menos

favoravel e parece predizer resposta desfavoravel a lenalidomida?3(B).

A mutagcdo do SF3B1 foi descrita em 30% dos casos de SMD, porém
em 80% das SMD com sideroblastos em anel, ou seja, trata-se mutacao
preditiva da presenca de sideroblastos em anel (Papaemmanuil et al, 2011).
De acordo com a classificacdo da OMS 2016, casos de SMD com
porcentagem de sideroblastos em anel entre 5 e 15% devem ser investigados
para essa mutacao e se presente, permite a conclusédo diagnéstica.



Geralmente, os pacientes com SMD com sideroblastos em anel e
SF3B1 mutado (em geral, no exon 15, K700E) s&o idosos, com IPSS de baixo
risco, apresentam melhor sobrevida global, maior sobrevida livre de eventos e
cariotipo favoravel (Lavallée et al, 2012), Pacientes com SMD com
sideroblastos em anel e SF3B1 ndo mutado em geral apresentam mutac&o no

TP53 e pior desenlace.



Recomendacdes:

A analise citogenética convencional (cariotipo por banda G) é parte
integral da avaliacdo de pacientes com suspeita de SMD. Pode,
eventualmente, ndo ser informativa quando um nudmero insuficiente de
metafases celulares (<20 metafases) € obtido por avaliacgdo de amostra

hipocelular ou na auséncia de crescimento celular.

Estudo com FISH, particularmente para cromossomos 5, 7, 8 e 20, pode
ser Util em pacientes com falha repetida na obtencdo de metéafases. Pode
auxiliar ainda no esclarecimento de anormalidades cromossémicas
complexas. A analise por FISH ndo deve substituir o cariotipo convencional,

pois a analise de todo o conjunto de cromossomos é essencial.




Estudo de cariotipo baseado em arranjos é complementar a
cariotipagem metafésica, e pode ser adicionado aos testes de diagndstico,
entretanto € de alto custo e pouco disponivel em nosso meio. Além do que, a
deteccdo de mutacdes somaticas, apesar de observadas em 80-90% dos
casos de SMD, ainda ndo tem seu papel claro na avaliacdo diagndstica das
citopenias inexplicadas. A pesquisa de mutacdo de TP53 estd indicada
particularmente nos portadores de del(5q) e de mutacdo SF3B1 para

portadores de sideroblastos em anel na MO em percentual entre 5-14%.

CITOMETRIA DE FLUXO MULTIPARAMETRICO PARA DIAGNOSTICO DE
SMD E PESQUISA DE FATORES PROGNOSTICOS




A imunofenotipagem por citometria de fluxo multiparamétrica (FCM) permite
analisar a expressao antigénica de células hemopoiéticas relacionadas a

linhagem e grau de maturacdo em hematopoiese normal e anormal*(B).

7

Fisiologicamente, esta expressdo antigénica € fortemente controlada por
mecanismos geneéticos e epigenéticos, levando a um padrao normal previsivel

de expresséo de antigenos em diferentes estadios de maturacdo?>(B).

Na SMD, existe uma diferenciacdo anormal nas séries granulocitica, monocitica
e eritroide, resultando em desvios do padrao de expressao do antigeno normal.
Pode haver diminuicdo ou aumento da expressao de um antigeno, assincronia
das expressdes ou expressdo aberrante de antigenos de linhagem diferente.
Isso pode ser detectado pelo FCM. Portanto, esta técnica é uma importante

ferramenta auxiliar para o diagnéstico de SMD nos casos em gque apenas



algumas anormalidades morfolégicas sdo encontradas na citologia e histologia

da medula 6ssea (MO) e o cariétipo é normal®>26:27.28(B)29(D).

Vérios trabalhos foram publicados sobre esse assunto nos ultimos 15 anos e
grupos de estudo internacionais como European LeukemiaNet (ELN)
padronizaram esse tipo de analise com painéis de 4 cores e 8 cores?’(D)%°(B).
Em contraste com a morfologia, que inclui a avaliacdo subjetiva do observador,
a analise FCM é um método mais objetivo, se bem padronizado. Além disso, na
analise citolégica recomenda-se contar 500 células, enquanto na FCM para o
diagnéstico de SMD, recomenda-se analisar mais de 100.000 células (e > 250
células CD34+). A imunofenotipagem de células MO é capaz de detectar varias
anormalidades de maturacdo nas linhagens mielomonocitica e eritroblastica,

bem como dos progenitores mieloides e linfoides 31(B).



O aumento dos progenitores mieldides CD34+, que muitas vezes representam
expressdes antigénicas aberrantes e crosslink, podendo ser encontradas
especialmente em Anemia Refrataria com Excesso de Blastos (AREB)?6:27:28.31-
35(B). Além disso, os progenitores de células B (hematogdnias tipo 1) estdo
diminuidos em comparacdo com o0s valores normais para a idade do

paciente30:35(B).

N&o sdo recomendados painéis ou combinacgdes de anticorpos fixos 2°(D)3%(B).
A andlise realizada deve ser sempre comparada com os achados de MO normal
(doadores de MO, pacientes de cirurgia ortopédica, etc.) e controles na faixa
etaria do paciente?®(D)%6:28.30-3236(B), Os dados FCM devem ser sempre
interpretados no contexto dos achados clinicos e outros resultados laboratoriais,

como a citologia e o cariétipo MO.



N&o ha nenhum parametro citométrico patognomaénico para SMD. Assim, todas
as aberracdes devem ser relatadas e o diagnostico de MDs é suspeitado se
forem encontradas pelo menos duas anormalidades. Varios esforgcos foram feitos
para estabelecer scores (conjuntos de parametros) diagndsticos. No entanto, ha
muita controvérsia na literatura sobre esta questdo e nenhuma das pontuacdes

descritas é universalmente recomendada?’(D) 3°(B).

Os mais utilizados na pratica clinica sdo o sistema de escore por citometria de
fluxo (FCSS)%’(B) e uma pontuacédo de 4 parametros (escore Ogata) que foi
validado pelo European LeukemiaNet (ELN). O primeiro € baseado em uma
pontuacdo que valoriza mais a porcentagem de progenitores mieloides que as
alteracbes de maturacdo mielomonocitica. O segundo é baseado em: (1)
tamanho de cluster de células CD34+ mieloides, (2) tamanho do cluster de
hematogonias (progenitores B), (3 e 4) expressao de CD45 e dispersao lateral



(side scatter) das células CD34+ comparados com os valores normais. Esses
parametros apresentaram sensibilidade de 70% e uma especificidade de 93%

para o diagnostico de SMD 38(B).

Nos primeiros estudos publicados sobre FCM em SMD, havia muita preocupacao
em correlacionar esses achados com o grau de atipia celular encontrada em

citologia e com anormalidades citogenéticas?>2"33(B).

No entanto, em artigos mais recentes, como o FCM foi bem padronizado, o foco
da interpretacdo dos dados foi a comparagdo com os achados na MO normal e
quanto os valores dos pacientes diferem dos controles (exemplo: um ou dois
desvios padrbes para a intensidade de expressao de um antigeno ou o0 uso de

um limiar fixo para a porcentagem normal de células CD34+)%8(B)2°(D).



Os painéis e recomendacdes sdo trabalhosos e exigem bom treinamento e
experiéncia para serem executados na rotina diaria. Foram feitos humerosos
esforgos para procurar as anormalidades mais importantes que séo capazes de
discriminar entre MO normal e citopenias reacionais (ndo clonais) ou SMD de

baixo grau?6.30:37.38(B).

A andlise dos precursores hemopoiéticos pela citometria de fluxo
multiparamétrica nas SMDs também mostrou fornecer parametros prognosticos
(associados a sobrevida, resposta ao tratamento e transplante de MO) 3337.39(B)
29(D).

Em uma coorte de 101 pacientes brasileiros, o numero de células CD34+
mieloides foi um parametro prognostico independente quando comparado com
0s escores clinicos WPSS e IPSS-R e teve um valor progndstico mais forte do
que IPSS*(B).



A citometria de fluxo multiparamétrica é considerada uma técnica auxiliar para o
diagnéstico de SMD e deve ser sempre interpretada juntamente com os valores
de sangue periférico, morfologia MO e citogenética. No entanto, estas ultimas
caracteristicas continuam a ser o padrdo-ouro para o diagndstico, de acordo com
as recomendacdes da OMS?5(B). A FCM é uma técnica valiosa para confirmar o
diagnéstico quando o cariétipo € normal e a morfologia do BM nédo é

conclusiva*(D).

Recomendacgdes:

A imunofenotipagem de precursores hemopoiéticos deve ser realizada em
pacientes em que um diagndstico claro de SMD néo pode ser estabelecido com
base em dados clinicos, morfologia de MO e citogenética. E uma ferramenta
valiosa para confirmacao de diagndéstico. Também é util para avaliar progndstico

e seguir a resposta do tratamento.
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ANEXO I

1. Questao Clinica

Quais exames sdo necessarios para confirmacdo da Sindrome
Mielodisplastica?

2. Pergunta estruturada (PICO)
Paciente — Pacientes com SMD
Intervencéo — Hemograma com reticuldcitos e citomorfologia
Mielograma com coloracéo para ferro (Perls)
Biopsia de medula 6ssea (hematoxilina —eosina e reticulina)

Cariotipo de medula éssea



Painel de FISH (hibridizacdo in situ por fluorescéncia para
pesquisa de monossomia /delecdo dos cromossomos 5 e 7 e
trissomia 8)

Imunofenotipagem de medula 6ssea por citometria de fluxo
para pesquisa de alteragbes quantitativas e alteracdes de
expressao de antigenos nos precursores hemopoiéticos na medula
0ssea.

Comparacédo -0
Outcome — diagnéstico, confirmacao

3. Critérios iniciais de elegibilidade dos estudos
e Componentes do PICO

e Sem limite de periodo consultado



e Sem limite de idiomas considerados

e Texto completo disponivel obrigatorio

4. Fontes de informacgdao cientifica consultadas
Medline (via PubMed), EMBASE, Central (Cochrane), Lilacs (via BVS), busca
manual.

4.1.Estratégias de buscas utilizadas
#1: (Myelodysplastic Syndrome OR Myelodysplastic Syndromes OR
Dysmyelopoietic Syndromes OR Dysmyelopoietic Syndrome OR Hematopoetic
Myelodysplasia OR Hematopoetic Myelodysplasias) = 22.751
#2: (Myeloid Neoplasms OR Pancytopenia OR Anemia, Refractory OR Lymphoid
Neoplasms OR Primary Myelofibrosis OR Bone Marrow = 362.675



5. Selecdo dos estudos
Inicialmente selecionados pelo titulo, sequencialmente pelo resumo, e por fim
através de seu texto completo, sendo este Ultimo submetido a avaliacéo critica

e extracdo dos resultados relativos aos desfechos.

6. Avaliacao critica e forca da evidéncia

A forca da evidéncia dos estudos foi definida levando em consideracdo o
desenho do estudo e os correspondentes riscos de vieses, 0s resultados da
analise (magnitude e precisdo), a relevancia e a aplicabilidade
(Oxford/GRADE)*0:4L,



