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Resumo

A imunofenotipagem por Citometria de Fluxo multiparamétrica (CF) é uma
técnica que tem sido utilizada para o diagnostico, classificacdo, prognostico e
monitorizagdo da terapéutica de neoplasias hematoldgicas. Nos critérios minimos de
diagndstico, a analise de células da medula 6ssea (MO) por CF foi sugerida como um co-
critério para o diagndéstico de Sindromes Mielodisplasicas (SMD) pela Classificacdo da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de Neoplasias Mieloides e Leucemia Aguda de
2016. A sensibilidade e especificidade das técnicas moleculares e citogenéticas,
principalmente a técnica de hibridagdo in situ por fluorescéncia (FISH), utilizada no

diagnostico da SMD, podem ser melhoradas atraves da separacgéo celular por CF.

Apesar das suas varias vantagens, a imunofenotipagem por CF ainda enfrenta
varias limitagdes ao nivel da contribuicdo para o diagnostico das SMD, nomeadamente o
reduzido conhecimento sobre a maturacdo da linha eritroide, na MO normal e a falta de
marcadores para a caracterizacdo desta mesma linha, o que torna o estudo de displasias
associadas pouco sensivel. O painel de diagndstico de Doencas Linfoproliferativas
Crdnicas de células B (DLPC-B) inclui marcadores cuja expressao mostrou ser alterada

na linha eritroide em casos de SMD, nomeadamente 0 CD43 e 0 CD49d.

Este trabalho engloba dois grandes objetivos. O primeiro consistiu na separacao
das células das linhas granulocitica (neutréfilo), monocitica e eritroide, e das células
(CD34*/CD117*) da MO de 55 casos com suspeita de SMD (71 * 12 anos),
correspondendo a 21 mulheres e 34 homens, de forma a aumentar a sensibilidade da
técnica de FISH (32 casos processados) e detetar a incidéncia das alteracdes genéticas
mais frequentes nesta entidade, contribuindo desta forma para o diagnéstico e
prognoéstico. Foram detetadas anormalidades cromossémicas em apenas 17 dos casos
processados, nomeadamente a del (20 q), monossomia do 7, del (7q), del (5q), anomalia

(-Y), e a trissomia do 8.

O segundo objetivo consistiu no estudo do padrdo de expressao dos marcadores
CD43 e CD49d no compartimento CD34" da MO normal e na linha eritroide, sendo esta
ultima estudada na MO normal e em casos diagnosticados com SMD. Para isso, foram
analisadas 31 amostras de aspirados medulares referentes a 13 amostras de MO normal e
18 amostras de doentes com diagnostico de SMD. O grupo SMD foi dividido em SMD |
(que inclui casos de SMD com displasia unilinha (n=2) e casos com displasia multilinha



(n=6)); SMD Il (que inclui casos de SMD com excesso de blastos do tipo 1 (n=3) e tipo
2 (n=7)). Ainda, tendo em conta todos o0s casos de SMD (n=18), foi definido um terceiro
grupo de SMD onde se observou displasia eritroide por morfologia (n=7).

No compartimento CD34" normal, a expressdo de CD43 e CD49d mostrou ser
bastante mais elevada nos percursores hematopoiéticos comprometidos a linha eritroide
em comparagdo com 0s percursores comprometidos as outras linhas hematopoiéticas. Na
linha eritroide normal, observou-se uma diminuicédo da expressao de CD43 ao longo da
maturacdo, com uma elevada expressao no estadio | e com uma consequente diminuigdo
até ao Ultimo estadio. O padrao de expressao de CD49d foi caracterizado por um aumento
de expressdo do estadio | para o estadio |1, por uma expressao mantida entre o estadio 11
e Il e por uma diminuicdo constante do estadio Il até ao ultimo estadio, que apresentou
a menor expressdo deste marcador. No grupo SMD, a expressdo de CD43 e CD49d
mostrou seguir o0 mesmo padrédo observado na MO normal, no entanto, observou-se uma
diminuicdo estatisticamente significativa nos valores da média da intensidade de
fluorescéncia (MIF), em todos os estadios maturativos, para ambos 0s marcadores, em
comparagdo ao grupo de controlo. Esta diminui¢cdo mostrou ser mais acentuada, e com
significado estatistico, nos grupos SMD Il e SMD com displasia eritroide, quando

comparado com o grupo controlo, para ambos 0s marcadores.

Os resultados obtidos ao longo do trabalho reforcam o contributo da CF no
diagndstico das SMD e apontam para a utilidade dos marcadores CD43 e CD49d na
caracterizagdo da maturacéo eritroide, contribuindo deste modo para expandir o painel de
marcadores utilizados para o estudo desta linha, e uma vez que ambos os marcadores
estdo incluidos no painel de diagnostico DLPC-B, poderiam contribuir para o diagnostico

concomitante de uma neoplasia cronica de células B e uma possivel SMD.
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Sindromes Mielodisplasicas; Citometria de Fluxo; Separacdo celular (FACS); FISH;
CD43; CD49d; Displasia eritroide



Abstract

Immunophenotyping by multiparameter flow cytometry (FC) is a technique that
has been used for the hematologic neoplasm diagnosis, classification, prognosis and
therapy monitoring. In the minimum diagnostic criteria, FC analysis of bone marrow
(BM) cells was suggested as a co-criterion for the diagnosis of Myelodysplastic
Syndromes (MDS) by the 2016 World Health Organization (WHO) Classification of
Myeloid Neoplasms and Acute Leukemia. The molecular and cytogenetic techniques
sensitivity and specificity, especially fluorescence in situ hybridization (FISH), used in
MDS diagnosis, can be improved by FC mediated cell sorting.

Despite its several advantages, FC immunophenotyping still faces several
limitations in the contribution to the MDS diagnosis, namely the reduced knowledge
about the erythroid maturation in normal MO and the lack of erythroid characterization
markers, which makes the study of associated dysplasia less sensitive. The diagnostic
panel for B-cell Chronic Lymphoproliferative Disorder (B-CLPD) includes markers
whose expression shown to be altered in the erythroid lineage of MDS cases, namely
CDA43 and CD49d.

This work consisted of two major objectives. The first consisted on the separation
of the cells from the monocytic, granulocytic (neutrophilic) an erythroid lineages and the
(CD34*/CD117") cells from the BM of 55 cases with suspected MDS (71 + 12 years),
corresponding to 21 women and 34 men, in order to increase the FISH technique
sensitivity (32 processed cases) and to detect the incidence of the most frequent genetic
alterations in this entity, thus contributing to the diagnosis and prognosis. Chromosomal
abnormalities were detected in only 17 processed cases, namely del (20q), monosomy 7,
del (7q), del (59), (-Y), and trisomy 8.

The second objective was to study the expression pattern of CD43 and CD49d
markers, both included in the diagnostic panel of B-CLPD, in the normal BM CD34*
compartment and in the erythroid maturation, being the latter studied in the normal BM
and in MDS diagnosed cases. For this, 31 samples of BM aspirates were evaluated, of
which 13 samples from normal BM and 18 samples from patients diagnosed with MDS.
The MDS group was divided into MDS | (which includes MDS cases with single lineage
dysplasia (n=2) and with multilineage dysplasia (n=6)); MDS Il (which includes MDS
cases with excess blasts 1 (n=3) and excess blasts 2 (n=7). Also, among all MDS cases



(n=18), a third group of MDS with erythroid dysplasia demonstrated by morphology
(n=7) was defined.

In the CD34* compartment, the expression of CD43 and CD49d shown to be much
higher in the hematopoietic precursors compromised with the erythroid lineage compared
to the precursors involved with the other lineages. In normal erythroid maturation, there
was a decrease in the expression of CD43 across the different stages, with a high
expression in stage | and a consequent decrease until the last stage. The expression pattern
of CD49d was characterized by an increase in expression levels from stage | to stage I,
by maintained expression between stage Il and 111 and by a constant decrease from stage
Il to the last stage, which presented the lowest expression of this marker. In the MDS
group, the expression of CD43 and CD49d showed to follow the same pattern observed
in normal BM, however, a statistically significant decrease in mean fluorescence intensity
(MFI) values was observed in all maturation stages for both markers, compared to the
control group, particularly in MDS Il and MDS with morphologic erythroid dysplasia.

The results obtained during this study reinforce the contribution of FC in the MDS
diagnosis and point to the usefulness of CD43 and CD49d markers in the erythroid
maturation characterization, thus contributing to expand the panel of markers used for the
study of this lineage, and since both markers are included in the B-CLPD diagnostic
panel, could contribute to the concomitant diagnosis of a chronic B cell disorder and a
possible MDS.

Keywords:

Myelodysplastic Syndromes; Flow Cytometry; Cell separation (FACS); FISH; CD43;
CDA49d; Erythroid dysplasia
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1. Introducéo

1.1. Sindromes Mielodisplasicas

As Sindromes Mielodisplasicas (SMD) constituem um grupo heterogéneo de
neoplasias mieloides com ampla variedade de manifestacGes clinicas e patoldgicas, que
tém em comum um defeito clonal nas células progenitoras hematopoiéticas (CD34"). Sdo
caracterizadas por uma hematopoiese ineficaz, que resulta clinicamente em citopenias
periféricas de uma ou mais linhagens hematopoiéticas e num risco aumentado de
progressao para Leucemia Mieloide Aguda (LMA), o que sucede em cerca de 30% dos
casos. S&o observadas displasias que podem afetar uma ou mais linhas, refletindo-se néo

S0 em termos quantitativos como em termos qualitativos. [1, 2]

Neste grupo de patologias as células estaminais passam por um processo de
maturacdo anormal e podem acumular-se na medula éssea, passando esta a ser rica em
células progenitoras, tornando-se hipercelular. Uma sequéncia de alteragcdes genéticas
adquiridas resulta no desenvolvimento de um clone anémalo e geneticamente instavel de
células estaminais. Este clone andmalo apresenta alteracdes na proliferacdo e maturacao,
como o aumento da apoptose, responsavel pelas citopenias nos estadios iniciais da
doenca, [3]. A apoptose decresce e a proliferagdo aumenta a medida que a SMD evolui
para fases mais avancadas até progredir para LMA, [2]. A ineficicia do processo de
hematopoiese resulta de varios fatores, como uma funcdo anormal das células
progenitoras hematopoiéticas devido a presenca de mutacdes em um ou mais genes que
controlam o DNA e histonas, e da supressdo da funcdo de células progenitoras

hematopoiéticas residuais normais pelo clone neoplasico. [1]

A falha na fun¢do medular em produzir células maduras funcionais saudaveis é
um processo gradual e sendo assim a SMD n&o é necessariamente uma doenca terminal.
A maioria dos doentes sucumbe principalmente devido aos efeitos diretos da doenga,
nomeadamente as citopenias, uma vez que um numero reduzido de células sanguineas
pode levar a uma perda da capacidade do organismo em combater infegcdes e controlar

possiveis hemorragias. [4]



1.1.1. Etiologia

As SMD sdao classificadas de acordo com a sua origem em primarias ou
secundarias, [5]. A maioria dos casos em adultos é primaria (de novo) com anomalias
citogenéticas em 40% a 60% dos casos, [2]. O desenvolvimento da SMD primaria ocorre
em consequéncia a uma exposicao prolongada a agentes toxicos, sendo associada

principalmente & exposicao sistemética ao benzeno. [6]

Uma minoria € secundaria, relacionada com a exposicdo a quimioterapicos,
radioterapia e radiacdo ionizante, consequéncias de uma quimioterapia ou radioterapia
anterior, [2]. As SMD secundarias geralmente sdo mais agressivas e estdo frequentemente
relacionadas com anomalias citogenéticas complexas (80%) e podem ser de dois tipos,
do tipo classico com inicio tardio, em geral sete anos apds a exposicdo a agentes
alquilantes, e com alterac@es citogenéticas complexas envolvendo o cromossomo 7, e do
tipo rapidamente progressivo com historico de exposigao principalmente a inibidores da
topoisomerase, com frequente expressdao da proteina p53 e frequentemente com

translocagbes do 11923 e 21g22. A evolucgdo para LMA pode ser muito rapida. [2]

Em pacientes pediatricos, as SMD podem ser secundéarias a anomalias
hematoldgicas congénitas, como a anemia de Fanconi, neutropenia congénita severa,

sindrome de Shwachman-Diamond e anemia de Diamond-Blackfan. [2, 7]

As SMD sdo maioritariamente diagnosticadas no sexo masculino e numa faixa
etaria superior a setenta anos, [8, 9]. Esta faixa etaria € mais sensivel ao desenvolvimento
da patologia devido a acumulacéo gradual e ao acaso de danos no genoma, por parte de
carcinogeneos enddgenos e exdgenos, no decorrer da vida, [10]. Por norma, a faixa etaria
em que surge a SMD secundaria € inferior a da SMD primaria, [11]. A incidéncia aumenta
com a idade e é maior naqueles expostos a agentes mutagénicos terapéuticos,

ocupacionais e/ou ambientais. [2]

A etiologia da SMD permanece desconhecida na maioria dos casos. Ha evidéncias
de que algumas infecBes virais ou a exposi¢do a quimicos como tintas, diluentes,
inseticidas ou fungicidas possam estar implicados na origem da SMD, assim como causas
ambientais, toxicidade associada a xenobidticos e predisposicfes genéticas de baixa

frequéncia, que podem ser responsaveis por alguns dos casos. A compreensao da etiologia



torna-se fulcral para a elucidacdo dos mecanismos patogenicos, melhoramento dos

métodos de diagnostico e para a diferenciacdo em grupos. [8]

1.1.2. Fisiopatologia

A patogénese das SMD ainda é pouco compreendida, uma vez que ha participacédo
de um conjunto complexo de eventos anormais que impedem as células percursoras de
funcionarem corretamente. Uma sequéncia de alteracGes genéticas adquiridas resulta no
desenvolvimento de um clone andmalo e geneticamente instavel de células estaminais.
Este clone anomalo apresenta alteracdes de proliferagdo e maturacdo, com aumento da
apoptose, responsavel pelas citopenias nos estadios iniciais da doenca. A apoptose detém
um papel essencial na homeostasia dos tecidos, incluindo no sistema hematopoiético, [3].
A apoptose decresce e a proliferacdo aumenta a medida que a SMD evolui para fases mais
avancadas até progredir para LMA, devido a instabilidade gendmica e lesdes genéticas
adicionais, [2, 12]. Nesta patologia, o recetor FAS é expresso em niveis elevados na
superficie de percursores eritroides maduros e hd aumento da ativacdo de caspases, 0 que
pode estar subjacente a uma alteragdo nos mecanismos de diferenciagdo celular. Esta
modificagdo contribui para o aumento da apoptose e alteragdo no processo de
diferenciacdo das linhagens celulares, [13]. As respostas imunes e de microambiente
anomalas parecem representar um fendmeno secundario, também envolvido na

fisiopatologia das alteraces clinicas deste grupo de doencas. [2]

1.1.3. Alteragdes cromossdmicas

Na SMD sé&o comuns alteracdes do cariotipo, presentes em cerca de 40% a 60%
dos casos de SMD primaria e em 80% de SMD secundaria, [2, 14]. N&o se sabe se as
alteracbes cromossomicas detetadas na SMD constituem eventos iniciais que levam ao
desenvolvimento da doenca (causa) ou se sao apenas fendmenos secundarios associados
a mesma (consequéncia), [15]. O conjunto de alteracdes genéticas mais frequentes na
SMD inclui dele¢des e/ou amplificacbes genéticas, mutacdes que alteram a sequéncia ou
a expressdo de genes individuais, translocacdes e anomalias epigenéticas, [16]. As



alteracdes cromossomicas mais comuns consistem na del (5q) (mais comum), del (7q),

del (20q), monossomia 7, (-Y) e por fim na trissomia 8. [14, 17]

A frequéncia dessas anomalias aumenta com o aumento do risco associado a
doencga. A probabilidade de sobrevivéncia de pacientes com anormalidades envolvendo
0s cromossomas 5, 7, e 8 mostrou ser reduzida em comparagdo a casos com cariotipos

normais. [18]

Acredita-se que as alteracdes cromossdmicas como a delecdo do braco longo do
cromossomo 5 (sindrome 5g-), envolva genes relacionados com citocinas e seus
recetores, reguladores do ciclo celular, fatores de transcricdo, mediadores de sinalizacao
e, mais recentemente, proteinas ribossomais, como a RPS14. A alteracdo ou delecdo de
um grupo de genes que desempenham um papel no controle da hematopoiese parece

desencadear os fendmenos vistos clinicamente. [2]

1.1.4. Classificacéo

As manifestacdes clinicas das SMD néo sdo especificas e sdo altamente variaveis,
cada uma das quais com caracteristicas especificas com respeito a contagem de células e
a sua morfologia, mas também a caracterizacdo da medula 6ssea e as alteragdes genéticas
observadas. Estas caracteristicas permitem estratificar o risco e o0 progndéstico associado
a doenca. Propostas de classificacdes morfoldgicas com implicacdes progndsticas visam
identificar subgrupos de doentes, orientar diferentes opcdes terapéuticas e permitir a
analise comparativa de resultados. [2]

O tempo de sobrevivéncia, progndstico, estipulado apo6s o diagnéstico da SMD
pode variar de alguns meses até mais de 10 anos, tendo em conta a idade/sexo
correspondente a populagGes normais. Este progndstico altamente varidvel destaca e
sublinha a importancia da elaboragéo e uso de um sistema de classificacdo, suplementado
por um indice de progndstico, para prever a taxa de sobrevivéncia dos doentes
diagnosticados com SMD e o tempo de progressdo para LMA. Em adi¢cdo, com 0s
recentes desenvolvimentos e disponibilidade de varias opcdes de tratamentos eficazes, a
necessidade de um sistema de classificacdo para prever a capacidade de resposta aos

tratamentos de pacientes individuais tem sido da maxima importancia. [19]



O aumento do conhecimento acerca das SMD esteve associado a estipulacéo de
varios sistemas de classificagcdo que sdo utilizados atualmente no diagnostico da SMD,
[20]. Durante os ultimos 20 anos, vérios sistemas de classificacdo e de estipulacdo de
prognosticos tém sido propostos. Ajustes na classificacdo sdo necessarios a medida que

ocorrem avangos nas investigacoes sobre a etiologia e a patogénese das SMD. [19]

1.1.4.1. Classificacdo FAB

O surgimento da classificacdo proposta pelo grupo FAB (do inglés: French-
American- British) em 1982 e modificada mais tarde em 1985 trouxe grandes progressos
para a melhor compreensdo das SMD. A classificacdo FAB baseava-se nas alteracfes
morfolégicas observadas, considerando significativos os seguintes parametros, displasia
em pelo menos duas linhagens hematopoiéticas, no sangue ou na medula Gssea, a presenca
ou auséncia de sideroblastos em anel, o nimero de blastos no sangue e na medula 6ssea
e a presenca de bastonetes de “Auer”. Os pacientes eram divididos em cinco subgrupos:
anemia refrataria (AR), anemia refrataria com sideroblastos em anel (ARSA), anemia
refrataria com excesso de blastos (AREB), anemia refrataria com excesso de blastos em
transformacdo (AREB-T) e leucemia mielomonocitica cronica (LMMC). A classificacdo
FAB permitiu delinear claramente grupos de baixo risco (AR e ARSA), com um tempo
de sobrevivéncia de gquatro a cinco anos, risco intermédio (AREB), com sobrevivéncia de
aproximadamente um ano, e alto risco (AREB-T) com rapida transformacéo para LMA e

sobrevivéncia muito curta. [21]

A classificacdo FAB foi bem aceita pelos clinicos e pelos patologistas e, embora
houvesse inimeros casos que ndo podiam ser classificados dentro dos parametros por ela
propostos, por falha da classificacdo FAB em ndo considerar a intensa heterogeneidade
das SMD, resultando em 5% a 10% de casos que ndo se encaixavam em nenhuma das
categorias, foi extremamente Gtil nos Ultimos 25 anos, ajudando a estabelecer abordagens

diagnosticas e terapéuticas e a uniformizar a linguagem usada em todo mundo. [21]



1.1.4.2. Classificagdo da Organizagdo Mundial de Saude

A classificacdo da Organizacdo Mundial de Satde (OMS) de neoplasias mieloides
e leucemia aguda, criada em 2008 e atualizada em 2016, representa 0 método de

classificacdo mais utilizado. [22]

Em 2008 a OMS prop6s um sistema de classificacdo para a SMD que integrou
carateristicas clinicas, morfologicas, citoquimicas, genéticas e outras informagdes

bioldgicas pertinentes, de forma a definir entidades com relevancia clinica. [23, 24]

A classificacdo da OMS, de tumores dos tecidos hematopoiéticos e linfoides, foi
atualizada pela ultima vez em 2008 e desde entdo, varios avangos no estudo destas
patologias e avancos na identificacdo de biomarcadores unicos, associados a algumas
neoplasias mieloides e leucemias agudas, que podem melhorar significativamente os
critérios de diagndsticos bem como a relevancia prognostica das entidades atualmente
incluidas na classificacdo da OMS, sugeriram modificagdes e novas entidades que deviam
ser adicionadas. Sendo assim, foi necessaria uma revisdo a esta classificacdo de 2008 que
reflete um consenso de opiniGes de hematopatologistas, hematologistas, oncologistas e
geneticistas. Esta edicdo de 2016 representa apenas uma revisao a classificacdo anterior
e ndo uma nova classificacdo por completo e tem por objetivo incorporar novos dados,
clinicos, prognosticos, morfoldgicos, imunofenotipicos e genéticos que foram
descobertos desde a Gltima classificacdo estabelecida. Assim, esta nova classificacdo
tenta incorporar novos conhecimentos acerca das SMD obtidos desde 2008 e enfatizar as
alteracOes e interpretacbes morfoldgicas, o numero de citopenias e a acumulacdo de

alteracdes genéticas para o diagnastico e classificacdo das SMD. [25, 26]

A identificacdo de citopenias constitui um parametro importante para o
diagnostico das SMD e pré-classificagdo, porém a classificacdo da OMS baseia-se
principalmente no grau de displasia e na percentagem de blastos para a classificagéo da
patologia, sendo que citopenias especificas apenas possuem um reduzido impacto na
classificacdo. Alem desse facto, as linhagens hematopoiéticas que manifestam displasia
morfoldgica frequentemente ndo se correlacionam com a citopenia especifica em casos
individuais de SMD.

A nova classificacao substituiu o termo “citopenia refrataria” e “anemia refrataria”

por “SMD” e considera 0s seguintes grupos: SMD com displasia unilinha (SMD-DU),



SMD com displasia multilinha (SMD-DM), SMD com sideroblastos em anel (SMD-SA)
que se pode subdividir em SMD-SA com displasia unilinha (SMD-SA-DU) e SMD-SA
com displasia multilinha (SMD-SA-DM), SMD com excesso de blastos (SMD-EB) que
mediante a percentagem de blastos se pode subdividir em SMD-EB-1 (5% a 9% de
blastos) e SMD-EB-2 (10% a 19% de blastos), SMD associada a delecdo do braco
comprido do cromossoma 5 (SMD del (5q)) e SMD inclassificavel (SMD-1). N&o existem
alteraces na SMD da infancia, a citopenia refrataria da infancia permanece como uma
entidade provisoria dentro desta categoria, [25, 26]. A Figura 1 representa os diferentes
grupos acima mencionados, e caracteristicas associadas aos mesmos, considerados na
classificacdo das SMD proposta pela OMS em 2016. [25]

Dysplastic Ring sideroblasts as % of Cy ics by con
Mame lineages Cytopenias® marrow erythroid elements BM and PB blasts karyotype analysis
MDS with single lineage dysplasia 1 lor2 <15%/<5%t BM <5%, PB <1%, no Auer  Any, unless fulfills all criteria for
(MDS-SLD) rods MDS with isolated del{5q)
MDS with multilineage dysplasia 2or3 1-3 <15%/=5%F BM =5%, PB <1%, no Auer Any, unless fulfills all criteria for
(MDS-MLD) rods MDS with isolated dal{5q)
MDS with ring sidercblasts
(MDS-RS)
MDS-RS with single lineage 1 lor2 =15%/=5%t BM <5%, PB <1%, no Auer  Any, unless fulfills all criteria for
dysplasia (MDS-RS-SLD) rods MDS with isolated dal{5q)
MDE-RS with multilineage 2or3 1-3 =15%/=5%t BM =5%, PB <1%, no Auer Any, unless fulfills all criteria for
dysplasia (MDS-RS-MLD) rods MDS with isolated dal{5q)
MDS with isolated del{5q) 13 1.2 Mone or any BM <5%, PB <1%, no Auer  del{5q) alone or with 1 additional
rods abnormality except —7 or del
(7a)
MDS with excess blasts
(MDS-EB)
MDS-EB-1 03 1-3 MNone or any BM 5%-9% or PB 2%-4%. no  Any
Auer rods
MDS-EB-2 0-3 1-3 Mone or any BM 10%-15% or PB 5%-19%  Any
or Auer rods
MDS, unclassifiable (MDS-U)
with 1% blood blasts 1-3 1-3 Mone or any BM <5%, PB = 1%.f no Any
Auver rods
with single lineage dysplasia 1 3 MNone or any BM =5%, PB <1%, no Auer Any
and pancytopenia rods
based on defining cytogenetic 1] 13 <15%§ BM <5%, PB <1%, no Auer MDS-defining abnormality
abnormality rods
Refractory cytopenia of childhood 1-3 1-3 MNone BM <5%, PB <2% Amy

“Cytopenias defined as: hemoglobin, <10 g/dL; platelet count, <100 * 10%/L; and absclute neutrophil count, <1.8 x 10%L. Rarely, MDS may present with mild anemia or
thrombocytopenia above these levels. PB monocytes must be <1 x 10%L

1if SF3B1 mutation is present.

$One percent PB blasts must be recorded on at least 2 separate occasions.

&Cases with =15% ring sideroblasts by definition have significant erythroid dysplasia, and are classified as MDS-RS-5LD.

Figura 1: Classificacdo de 2016 das SMD proposta pela Organiza¢do Mundial de Saude
(OMS). [Adaptado de 25]



1.1.4.3. Indice Progndstico Internacional

Em 1997, foi proposto o indice Prognéstico Internacional (IPSS) (do inglés:
International Prognostic Score System) com base exclusivamente em SMD primaria,
complementando assim a classificacdo FAB, adicionando parametros relevantes para o
prognostico como a citogenética, nimero de citopenias e idade dos pacientes, [21]. O
indice proposto considerava a percentagem de blastos na medula 6ssea, a presenca e tipo
de anomalia citogenética e o numero de citopenias no sangue periférico, de forma a
estratificar os doentes em subgrupos distintos que prevém a taxa de sobrevivéncia e o

risco de progressao para LMA. [2, 26]

O sistema proposto em 1997 estratificava os pacientes em 4 grupos de risco: baixo,
intermédio 1, intermédio 2 e alto. O grupo de baixo risco apresentava o melhor
prognostico, sendo caracterizado por uma percentagem de blastos inferior a 5%, cariétipo
normal ou com alteracdes isoladas e apenas uma ou auséncia de citopenias. A taxa de
sobrevivéncia desse grupo era de aproximadamente 5 anos e a média de progressao para
LMA erade 9 anos. O grupo de risco intermédio 1 era caracterizado por uma percentagem
de blastos de 5% a 10% e por duas a trés citopenias. A taxa de sobrevivéncia desse grupo
era de 3 a 4 anos e a média de progressdo para LMA era de 3 anos. O grupo intermédio 2
era caracterizado pela presenca de um cariétipo com altera¢cdes no cromossoma 7 ou com
mais de trés alteracdes cromossomicas. A taxa de sobrevivéncia era de apenas 1 ano e
dois meses e a progressdo para LMA de 1 ano. Por fim, o grupo de alto risco possuia uma
percentagem de blastos de 21% a 30%, uma taxa de sobrevivéncia de 4 meses e um tempo
médio de progressdo para LMA de 2 meses. [27]

Devido aos avangos nos conhecimentos acerca das SMD nos ltimos anos, foi
necessario examinar o impacto prognostico das novas variaveis clinicas e citogeneticas,
descobertas ao longo dos anos, e assim melhorar o sistema IPSS incorporando subgrupos

citogenéticos mais diferenciados. [28]

O sistema de 1997 apresentava diversas limitagcdes, pois 0 mesmo era valido
apenas para pacientes adultos exclusivamente com SMD primaria, tratados com cuidados
de suporte ou fatores de crescimento hematopoiéticos. Além disso, ndo considerava a

severidade das citopenias, descrevia o cariétipo de forma muito limitada, e ndo incluia



fatores de risco como a dependéncia de transfus@es, [29]. Sendo assim, em 2012, o (IPSS)

sofreu uma reviséo (IPSS-Revisto). [28]

As maiores diferencas entre o IPSS e o IPSS-R séo que este ultimo inclui uma
variedade mais ampla de anormalidades citogenéticas do que o IPSS de 1997, além disso,
o0 IPSS revisto d& enorme importancia aos dados citogenéticos, contrariamente ao IPSS
classico que atribuia mais peso a contagem dos blastos. O IPSS-R estratifica os doentes
em 5 categorias de risco em comparacdo as 4 categorias do IPSS, e o grau de citopenias
é considerado no sistema revisto, contrariamente ao classico que apenas considerava o
namero. Apesar dessas melhorias, 0 IPSS-R continua a ser valido apenas para pacientes
com SMD priméria. [29]

O novo sistema permite dividir os pacientes diagnosticados com SMD em cinco
subgrupos consoante os fatores de progndstico: (I) Muito baixo, (II) Baixo, (IlI)
Intermédio, (IV) Bom e (V) Muito bom. O grupo | é caracterizado por um cariotipo
extremamente complexo com mais de 3 alteracdes genéticas, um tempo médio de
sobrevivéncia e de progressdo para LMA de 7 meses. O grupo Il inclui cariétipos como
(-7), alteracdes duplas (-7)/del (7q) e cari6tipos complexos com mais de trés alteragdes.
A taxa de sobrevivéncia é de 1 ano e 5 meses e a progressdo para LMA de 1 ano e 7
meses. Este grupo ainda é caracterizado por uma percentagem de blastos na medula 6ssea
superior a 10%. No grupo 11l é carateristico um cariotipo de trissomia 8 ou 19 e/ou del
(79). A taxa de sobrevivéncia é de 2 anos e 7 meses e a progressdo para LMA de 2 anos
e 5 meses. Este grupo ainda é caracterizado por uma percentagem de blastos na medula
de 5% a 10%, uma hemoglobina inferior a 8g/dL e uma contagem de plaquetas inferior a
50x1079/L. O prognéstico 1V é dado por um cari6tipo normal ou del (5q), delecdo do
braco curto do cromossoma del (12p) e del (20q). A taxa de sobrevivéncia é de 4 anos e
8 meses e o risco de progressao para LMA de 9 anos e 4 meses. A percentagem de blastos
na medula é de 2% a 5%, a hemoglobina varia entre 8 e 10 g/dL, a contagem de neutrofilos
é inferior a 0,8x1079/L e a contagem de plaquetas varia entre 50x10"9/L e 100x10"9/L.
O grupo com prognédstico V é dado por um cariétipo com del (11qg) e auséncia do
cromossoma Y bem como, uma taxa de sobrevivéncia de 5 anos e 4 meses. Neste
subgrupo a percentagem de blastos é inferior a 2%, a hemoglobina superior ou igual a 10
g/dL, a contagem absoluta de neutréfilos superior ou igual a 0,8x1079/L e a contagem de
plaquetas superior a 100x1079/L, [28, 29, e 30]. A Tabela I representa os grupos de risco,

e caracteristicas associadas aos mesmos, propostos pelo IPSS-R em 2012, [26]. A cada
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grupo de risco esta associada uma pontuacdo IPSS-R, como representado pela Tabela Il.

[29]

Tabela I: Classificagdo IPSS-R proposta em 2012. [Adaptado de 26]

Classificacdo IPSS-R

(2012)

Blastos Hemoglo
Cari6tipo naMO -bina
(%) (g/dL)

de
neutroéfilos
(x10%/L)

Grupo de
risco

Contagem Contagem

de
plaquetas
(x109/L)

Taxa de

Progresséo

sobrevivéncia para LMA

(anos)

(anos)

del (11q),
(-Y)

Muito bom <2 >10 >0.8

>100

5.4

Normal,
del (50),
del (12p),
del (20q)

Bom 2-<5 8-<10 <0.8

50-100

4.8

9.4

(+8),
Intermédio  (+19), del 5-10 <8 -
(79)

<50

2.7

2.5

7).
alteracdes
duplas
incluindo
Baixo (-7)/del >10 - -
(79),
complexo
com >3
alteragdes

15

1.7

Complexo
com >3 - - -
alteracdes

Muito
baixo

0.7

0.7

LMA, Leucemia Mieloide Aguda; MO, Medula dssea.

Tabela Il: Pontuacdo IPSS-R, proposta em 2012, para os diferentes grupos de risco.

[Adaptado de 29]

Grupo de risco Pontuacao IPSS-R

Muito bom 0-15
Bom 2-3

Intermédio 3.5-4.5
Baixo 5-6

Muito baixo >6
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Apesar da disponibilidade de classificagdes como a classificacdo da OMS e o
IPSS, continua a ser necessario, devido a complexidade da doenca e ao crescente niumero
de alvos emergentes e abordagens terapéuticas, melhorar os valores de diagndstico e
prognostico e definir padrdes para a avaliacao, selecdo de pacientes e uso de farmacos

direcionados nos varios subgrupos de SMD. [5]

1.2. Diagnostico das Sindromes Mielodisplasicas

Na Sindrome Mielodisplésica a grande maioria dos doentes € assintomatica num
primeiro tempo e, dependendo da progressdo da patologia, 0s sintomas que se vao
desenvolvendo constituem uma ampla variedade de manifestacdes clinicas. Os sintomas
apresentados pelos doentes sdo inespecificos devido a possivel associacdo dos mesmos
outras situagdes clinicas ndo clonais que podem, de uma certa forma, partilhar algumas

das caracteristicas de displasia da SMD. [20]

Deste modo, a associacdo de varios métodos de diagndstico € necessaria de forma
a estabelecer o diagnostico, classificacao, estratificacdo progndstica e proceder a escolha
da terapéutica mais adequada. Assim, para o diagnostico da SMD, o conjunto dos
resultados obtidos atraves de varias avaliacBes clinicas e laboratoriais tem de ser

corretamente interpretado. [2, 29]

O processo de diagnostico de doentes com suspeita de SMD inclui o exame
clinico, a analise morfoldgica de esfregacos de sangue periférico e medula 6ssea (aspirado
medular e biopsia 6ssea), estudos de citogenética e, em alguns casos particulares, a
imunofenotipagem por citometria de fluxo (CF). Além desses exames, um diagnostico
diferencial deve ser considerado de forma a excluir outros distdrbios ndo clonais como
possivel causa dos sintomas apresentados, por possuirem caracteristicas semelhantes as
observadas na SMD, [2, 29]. Varios desses disturbios da hematopoiese normal e néo-
clonal devem-se ao uso de certos medicamentos, a alteracdes na fungéo renal, hepatica e
tireoidiana, a alteragGes dos niveis de ferro, folato e vitamina B12, a certas infe¢Oes virais
como o VIH (na infecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana observa-se com
frequéncia citopenias isoladas e até pancitopenia com medula dssea hipercelular) e a
presenca de doencas autoimunes, dai a importancia em avaliar todos esses parametros

através de exames laboratoriais de forma a descartar estes disturbios. [11, 29]
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O diagnostico da SMD é na maioria das vezes realizado numa consulta de rotina
para situagdes, tais como insuficiéncia cardiaca ou doenca renal, quando as caracteristicas
do sangue periférico e da medula 6ssea tipicas da SMD sdo encontradas acidentalmente,
[20, 29]. O diagndstico é desencadeado por uma série de sintomas apresentados pelos
pacientes, consequéncias diretas das citopenias e anormalidades na funcéo celular, [31].
Estes sintomas correspondem a um quadro clinico de anemia, neutropenia e
trombocitopenia, carateristicos da doenca. A anemia (tipicamente macrocitica) € a
anormalidade do sangue periférico mais comum, ocorrendo em aproximadamente 80% a
85% dos casos. [20]

Deve haver um alto indice de suspeita de SMD em situacdes relacionadas com
pacientes idosos com anemia inexplicavel isolada ou citopenias progressivas
inexplicadas, aqueles com exposi¢cdo prévia a quimioterapia e radioterapia, bem como
aqueles com historico de exposicdo a toxinas ambientais. Estima-se que 1 em cada 6
pacientes mais velhos, com anemia inexplicada, é diagnosticado com SMD, [20]. A
maioria dos doentes apresenta fadiga, falta de energia, alguns apresentam falta de ar apos
esforcos fisicos, fendmenos relacionados com a anemia. Alguns pacientes vdo notar
hematomas, mais frequentemente na parte de baixo das pernas, e hemorragias frequentes
indicativos de trombocitopenia e alguns irdo sofrer infecdes recorrentes (10%, a maioria
de etiologia bacteriana) indicativo de neutropenias, [20, 31]. Assim, analises apropriadas
sd0 necessarias em todos o0s casos onde a SMD é suspeitada com a finalidade de realizar

um diagnostico preciso. [20]

A falta de sintomas caracteristicos € um dos maiores desafios no diagnéstico e
avaliacdo de doentes com uma suspeita de SMD de baixo risco. Pacientes com SMD de
alto risco, que corresponde a cerca de 30% de todos os casos de SMD e que esta associado
tanto a um pior prognostico como a uma maior probabilidade de progresséo para LMA,
sdo de diagnostico facil e direto. O quadro clinico desses ultimos € tipicamente mais
severo com infecdes recorrentes e hemorragias inexplicaveis, devido & presenca de

celulas mieloides imaturas e blastos em circulagéo. [29]

O diagnéstico das SMD no contexto de uma situagdo clinica é dificil, constitui um
desafio e depende de uma correta interpretacdo e analise, pelo hematologista, de todos os
dados clinicos, citoldgicos, anatomicos, biologicos, citogenéticos, de citometria de fluxo,
de marcadores genéticos, exclusdo de outras patologias, de caracteristicas fenotipicas e
estudos moleculares. A avaliacdo deve tentar estabelecer a duracdo e a gravidade das
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citopenias, das infecdes e hemorragias. Também se devem conhecer tratamentos prévios
e possiveis exposicdes a toxicos, como agentes de uma quimioterapia anterior ou
radioterapia, para descartar a hipotese de um SMD secundério. Neste ultimo caso €
importante conhecer os farmacos e a duracao entre a administracdo do mesmo e a atual
avaliacdo. Todos esses dados irdo permitir estabelecer o prognostico e decidir a forma de
terapia adequada. A correta avaliacdo ird permitir conhecer melhor os riscos associados a
cada caso, e ira permitir melhorar a qualidade de vida, prolongar o tempo de

sobrevivéncia e em alguns casos alcancar a cura. [32]

1.2.1. O contributo da Morfologia

Embora o esfregaco sanguineo possa sugerir SMD, a observacdo do aspirado
medular é essencial para estabelecer o diagndstico, [10]. A colheita do aspirado medular
tem como principal objetivo a realizacdo do esfregaco para estudo morfoldgico e
contagem diferencial das células, também designado por mielograma, [33]. A bidpsia do
nicleo da medula Ossea fornece informagfes complementares relevantes sobre a
celularidade e a arquitetura, a morfologia dos megacariécitos e a presenca de fibrose,
informacdes Gteis que podem auxiliar nas decisdes terapéuticas. [10]

As caracteristicas displasicas frequentemente observadas na SMD incluem a
maturacdo megaloblastoide do eritrdcito, células precursoras de eritrocitos binucleares e
outras anormalidades de nucleacdo, sideroblastos em anel, hipolobulacdo ou
hipogranulacdo de neutrofilos e megacaridcitos de tamanho reduzido com nucleos
anormalmente segmentados, [29]. Essas caracteristicas também sdo observadas em outras
neoplasias mieloides, bem como em certos disturbios hematoldgicos metabolicos e n&o-
clonais. Assim, o diagnéstico da SMD, como ja referido anteriormente, passa por um
processo de exclusdo de outras patologias que podem partilhar algumas dessas

caracteristicas da displasia. [20]

Pacientes com SMD apresentam anormalidades na contagem de ceélulas
sanguineas sendo que, tipicamente apresentam algum grau de anemia (80% a 85% dos
casos), sendo esta frequentemente detetada de forma acidental num hemograma de rotina.
Os doentes também apresentam sintomas associados a anemia ou trombocitopenia, bem

como infecdes recorrentes. [6, 7]
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A analise morfoldgica e histopatoldgica de esfregacos sanguineos e de biopsias da
medula Ossea permite avaliar a celularidade e aceder aos diferentes estadios de
diferenciacdo das linhagens hematopoiéticas, permitindo assim realizar uma contagem
relativa das células nos diferentes estadios de maturacdo, reconheciveis pelas suas
caracteristicas morfoldgicas, e realizar uma contagem diferencial das células normais e
aberrantes. [29, 33]

A morfologia pode ser dificil de avaliar em alguns pacientes, devido a
hipocelularidade ou fibrose da medula. Devido ao facto de medulas hipocelulares, no
cenario da pancitopenia, poderem ser observadas tanto na SMD como na anemia
apléastica, a diferenciacdo entres essas duas patologias baseando-se apenas nos estudos
morfoldgicos pode ser impossivel no caso dos aspirados da medula éssea ndo produzirem
um numero suficiente de células para uma avaliacao precisa. A distingdo entres as duas
patologias € bastante importante pois o risco de progressdo para LMA é muito maior na
SMD. Além disso, a fibrose da medula dssea, uma descoberta inespecifica em uma série
de transtornos agudos e cronicos, pode obscurecer caracteristicas morfoldgicas

especificas e fazer com que o diagnostico da SMD se torne ainda mas dificil. [34]

Apesar da analise morfologica fornecer dados relevantes para o diagndstico da
SMD, é um método pouco sensivel pois permite apenas estudar quantidades reduzidas de
células nos diferentes tipos de amostra, ndo permitindo identificar de forma sensivel
células anormais mais raras ou alteracfes que afetam um numero reduzido de células, o
que ocorre nas fases iniciais da doenca. Além disso, constitui um método sujeito a
interpretacdes subjetivas. Deste modo, outros métodos de andlise sdo necessarios de

forma a aumentar a sensibilidade do diagnéstico da SMD. [29, 33]

1.2.2. O contributo da Citogenética

A citogenética € a anélise das alteracfes genéticas que envolve culturas de células
da medula 0ssea e diferentes técnicas de bandeamento cromossémico, e pode ser dividida
em classica e molecular. Algumas alteracGes cromossomicas associadas a SMD podem
ser analisadas através da citogenética classica, mas quando o clone é reduzido umatécnica
de citogenética molecular mais sensivel é necessaria para detetar uma determinada
alteracdo, nomeadamente a técnica de hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH), [14,
15]. A vantagem desta técnica molecular reside no fato de a mesma poder avaliar as
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células tanto em interfase como em metéafase (a citogenética classica so estuda as células
em metéafase), sendo por isso um método mais sensivel e utilizado preferencialmente para
o diagndstico da SMD, [10]. A definicdo de clone, do ponto de vista citogenético, é a
presenca da mesma anomalia estrutural em pelo menos duas células, ou a auséncia do

mesmo cromossoma em pelo menos trés metafases. [15]

O estudo das alteragdes cromossémicas na SMD é de extrema importancia pois
auxilia no diagndstico, classificacdo, prognostico, decisdo terapéutica e no melhor

entendimento biologico da doenca. [15]

Na SMD sdo comuns alteracGes do cariotipo, como ja referido, estdo presentes em
cerca de 40% a 60% dos casos de SMD primaria e em 80% dos casos de SMD secundaria,
[2, 14]. As alteracOes cromossémicas mais comuns consistem na del (5q), del (7q), del
(20q), monossomia 7, (-Y) e por fim na trissomia 8, [14, 17]. A classificacdo da OMS
tornou obrigatoria a analise do cari6tipo para a completa avaliacdo da SMD recém-

diagnosticada e definiu a sindrome 5g- como uma entidade especifica. [15]

Com base na citogenética as alteragdes cromossdmicas associadas a SMD podem
ser divididas em cariotipo normal, perdas isoladas, translocac@es balanceadas e cariétipos
complexos (mais de trés anomalias), sendo este Ultimo associado a um pior progndstico.
As SMD secundarias sdo geralmente mais agressivas e estdo frequentemente relacionadas
com anomalias citogenéticas complexas. [15]

Apesar da contribuicdo das técnicas descritas anteriormente, nomeadamente a
morfologia e a citogenética, para o diagndstico da SMD, num grande nimero de casos 0
grau de atipias encontrado € discreto e sujeito a interpretacdes subjetivas e as alteracdes
citogenéticas, importante indicador de doenca clonal, apenas constituem 50% das
anormalidades observadas em doentes com SMD, sendo que em muitos casos o cariotipo
é normal, [22, 35]. Assim, embora os estudos morfoldgicos, para detetar displasia na
medula dssea e sangue periférico, e estudos citogeneticos, para detetar anormalidades
cromossomicas caracteristicas, sejam adequados para o diagnostico da SMD na maioria
dos casos, em casos em que os estudos combinados de morfologia e citogenética sejam
inconclusivos, o auxilio de uma técnica mais sensivel revela-se importante no

estabelecimento do diagndstico e progndstico. [34]
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1.2.3. Critérios minimos

Os dados hematoldgicos e morfologicos nas SMD podem variar bastante e o
diagnostico € muitas vezes dificil, especialmente em estadios precoces. Além disso, em
muitos casos com citopenias, pode ser dificil estabelecer ou excluir o diagndstico de
SMD. De modo a ajudar nessas situacdes, foram estabelecidos critérios minimos de
diagnostico para os quais a condigdo de SMD ¢ estipulada, [5].

Os critérios minimos de diagndstico sdo definidos pela introducéo de dois critérios
do tipo pré-requisito para SMD, denominados (critérios-A), pelo menos por um dos trés
critérios adicionais (decisivos) relacionados com as SMD (critérios-B) e por varios co-
critérios (critérios-C). Os pré-requisitos necessarios para o diagndstico sdo (a) citopenia
marcada e constante (>6 meses a ndo ser que estudos citogenéticos revelem alteracoes
tipicas da SMD) em, pelo menos, uma das seguintes linhas hematopoiéticas: linha
eritroide (<10 g/dL), neutrofilo (<1,8x109/L), megacariocitica (<100x109/L); e (b)
exclusdo de outra doenca hematoldgica clonal ou ndo clonal ou de doenca ndo
hematol6gica como principal causa da citopenia e/ou displasia. Em adi¢do pelo menos
um dos seguintes critérios de decisao, (i-iii), deve ser cumprido de modo a ser considerado
SMD: (i) displasia morfoldgica, em pelo menos 10% de todas as células, em uma ou mais
das seguintes linhas celulares: (a) eritroide (sideroblastos anelados (>15%) também
contam como critério de displasia), (b) neutréfilo, (c) megacariocitica; (ii) anomalias
citogenéticas tipicas (relatadas frequentemente em SMD); (iii) uma contagem constante
de blastos de 5% a 19%. [25, 36]

Em doentes subdiagnosticados ou com resultados questionaveis em (i-iii) (devido
a por exemplo, alteragdes cromossomicas atipicas, displasia em <10% das células, 4% de
blastos, entre outras) mas com outras caracteristicas clinicas relacionadas com a SMD
(como a anemia macrocitica dependente de transfusdo), testes adicionais (co-critérios)
deverdo ser realizados para se concluir sobre a existéncia de uma neoplasia mieloide
clonal com falha medular, [36]. Esses testes adicionais podem incluir a CF, teste de
Humara, gene chip analysis, unidades formadoras de colonias (CFU), e analise de
mutacdes. Quanto maior o nimero de anormalidades encontradas ao longo desses testes
adicionais, maior é a probabilidade de se tratar de um caso de SMD, mas na auséncia de

displasia morfologica, o diagnostico ndo pode ser estabelecido. Se os ensaios adicionais
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mostrarem resultados negativos, o padrdo recomendado é de seguir o percurso clinico e

de repetir os testes de diagndstico apds algum tempo. [5]

Nos critérios minimos de diagndstico a analise de células da medula d6ssea por
citometria de fluxo foi sugerida como um co-critério para o diagnéstico das SMD.
A citometria de fluxo é proposta para aperfeicoar o diagnostico e/ou para distinguir SMD
inicial de citopenia idiopatica de significado indeterminado (ICUS) (inclui casos com
citopenias constantes (> 6 meses) de uma ou mais linhagens que nao vao ao encontro dos
critérios minimos para SMD e que ndo podem ser explicados por outras doencas
hematoldgicas ou ndo) devido a sua capacidade de contar blastos, avaliar anormalidades
na populacdo de blastos e distinguir anormalidades mieloides em maturagdo. Varios
grupos tém-se focado na caracterizacdo, mediada por citometria de fluxo, das células da
medula 6ssea saudavel e displasica, incluindo blastos mieloides e células mieloides em
maturacao. [36]

Atualmente, ndo existe nenhuma técnica que por si s6 seja capaz de estabelecer
um diagndstico exato, pois, o diagnostico é estabelecido da interpretacdo, integracao e

interligacdo de todos os dados da avaliacdo diagndstica. [32]

1.3. Abordagem a Citometria de Fluxo

A técnica de Citometria de Fluxo convencional é utilizada para separar, contar,
examinar e classificar particulas microscépicas suspensas em meio liquido em fluxo,
permitindo assim estudar as varias caracteristicas celulares de forma rapida, mediante
varios parametros (multiparamétrica). [37]

A técnica consiste na passagem de uma suspensdo de células previamente
marcadas com anticorpos monoclonais (AcMo) associados a fluorocromos, de uma unica
amostra, em frente a um ou varios raios laser. Cada célula suspensa que passa atraves do
feixe vai dispersar a luz tendo em conta as suas caracteristicas intrinsecas, [26]. Assim,
as células sdo analisadas segundo trés parametros: o FSC (Forward Scatter), que nos da
informacdes acerca do tamanho relativo da célula, o SSC (Side Scatter), que nos da
informacdes acerca da granularidade ou complexidade da célula, e por fim um ultimo

parametro que nos da a intensidade da fluorescéncia. O FSC deteta a dispersao frontal do
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laser ao atingir a célula e 0 SSC deteta a disperséo lateral do laser e em conjunto esses
dois parametros dao-nos informacdes acerca da morfologia celular. [37]

A quantidade de luz e de fluorescéncia dispersas dependem diretamente das
carateristicas fisicas e intrinsecas de cada célula e da presenca de fluorocromos naturais
ou artificiais ligados, respetivamente. Através desta técnica e tendo em conta alguns
parametros, podem ser geradas e medidas entre trés a dez diferentes emissdes de
fluorescéncia para cada evento celular. Seguidamente, a luz proveniente de emissdes com
diferentes comprimentos de onda é orientada de forma a atingir diferentes detetores. Esses
ultimos vao gerar sinais luminosos que vao ser convertidos em sinais elétricos, e
seguidamente transformados em eletronicos. [26]

O poder da CF reside na sua capacidade Unica de analisar cada célula
individualmente sem interferéncias de outras células e avaliar cada uma para muitos
parametros funcionais diferentes, tudo num curto espaco de tempo (miscosegundos). Este
tipo de técnica oferece taxas de andlise celular muito maiores do que qualquer sistema de
imagem disponivel hoje, incluindo todos os instrumentos HCS (High-content screening)
mais frequentemente utilizados. [38]

Outra grande vantagem dessa técnica em relacdo a outras utilizadas é a sua
habilidade para estudar, medir e analisar popula¢des heterogéneas de células, uma célula
de cada vez. Essa sua capacidade de classificar células individuais em populacdes
definidas com base em diferencas fenotipicas constitui uma grande forca da CF, e permite
assim o estudo de misturas complexas de células sem que por isso haja perda de
informacdes importantes. [38]

Tradicionalmente, o diagnostico hematoldgico depende de uma combinacdo da
analise citomorfoldgica e histoldgica. No entanto, técnicas de imunofenotipagem como a
CF e outras fornecem dados relevantes ao diagnostico, como o estadio de maturacdo das
populacdes celulares analisadas, a presenca de células com fenotipo anormal, e permitem
avaliar a presenca de marcadores associados ao prognostico ou até mesmo marcadores

que sao alvos terapéuticos. [39]
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1.3.1. Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo

Vérias técnicas moleculares tém permitido obter informacGes relevantes para a
classificacdo das diferentes patologias e para a monitorizacdo da terapéutica. Contudo,
existem varias desvantagens associadas, como serem demoradas, ndo serem aplicaveis

em todos os doentes e ndo focarem em subpopulagdes celulares especificas. [40]

Uma técnica que se tem revelado importante e preferencial na rotina diagndstica
é a imunofenotipagem por CF. Este método € o Unico que associa uma alta performance
auma elevada rapidez, auxiliando no processo de diagnéstico e monitorizacdo terapéutica
de diferentes hemopatias malignas, permitindo focar numa determinada populagéo celular

anormal, usando para este fim proteinas intracelulares e de superficie como alvos. [40]

A imunofenotipagem por CF constitui uma técnica mais rapida do que a
citogenética, relativamente barata e reprodutivel, [17]. E um método altamente sensivel
usado na detecdo de anormalidades quantitativas e qualitativas nas células
hematopoiéticas. Tem a capacidade de analisar, simultaneamente, diversas caracteristicas
fisicas das células em suspensdo com grande objetividade, sensibilidade e rapidez.
Permite medir diversas caracteristicas na célula como o tamanho celular, complexidade
citoplasmatica, contetdo em acidos nucleicos e permite detetar uma grande variedade de
proteinas de superficie, citoplasmaticas e nucleares, expressas pelas células, [14, 33].
Assim, a CF tem-se tornado uma excelente ferramenta para analisar uma grande variedade

de tipo de amostras, incluindo a medula 6ssea. [33]

A imunofenotipagem por CF é uma técnica que tem sido utilizada para o
diagnéstico, classificacdo, progndstico e monitorizacdo da terapéutica de neoplasias
hematoldgicas, [40]. E uma técnica bem caracterizada para a classificacio e progndstico
dos diversos subtipos de leucemias. Esta requer uma selecdo especifica de combinacdes
de marcadores individuais para a identificagdo de linhagens celulares, estadios
maturativos e fendtipos aberrantes. No entanto, a performance de combinagdes de
diferentes marcadores apresenta maior relevancia clinica do que a de marcadores
individuais. [40]

19



1.3.2. O contributo da Imunofenotipagem no diagnostico das Sindromes
Mielodisplasicas

Nos critérios minimos de diagndstico a analise de células da medula dssea por
citometria de fluxo foi sugerida como um co-critério para o diagnostico da SMD pela
OMS, podendo também ser usada sequencialmente no mesmo doente para rastrear a
progresséo do clone anormal (nimero de CD34" e aumento do nimero de anormalidades
fenotipicas), [35, 36]. Desta forma, a analise celular por citometria de fluxo
multiparamétrica tornou-se uma ferramenta atil no diagndstico e na monitorizacdo da
SMD, [35]. A CF constitui uma ferramenta importante no diagnoéstico de SMD pois
permite obter informacGes relevantes que ndo podem ser obtidas por outras técnicas,

nomeadamente a morfologia, citogenética e biologia molecular. [22, 35]

A CF multiparamétrica tem sido utilizada para analisar percursores
hematopoiéticos, tanto nas medulas 6sseas sauddveis como em outras patologias, na
analise de linhagens celulares, de assincronismos maturativos e anormalidades na
expressao de antigénios, [41]. Os estadios de diferenciacdo podem ser analisados por CF
multiparamétrica através da identificacdo de padrGes de expressdo de antigénios. O
conhecimento dos niveis de expressdo de varios marcadores celulares especificos de cada
linhagem e de cada estadio maturativo, no desenvolvimento hematopoiético normal,
fornece uma referéncia para o reconhecimento de padrdes de maturacdo anormais
presentes na SMD. [35, 41]

Esta metodologia tem também sido utilizada no diagnostico diferencial entre SMD
e desordens ndo clonais, especialmente nos casos em que o0 doente apresenta cariétipo

normal e alteragcdes morfoldgicas displasicas pouco caracteristicas. [10]

Na SMD tém sido descritas vérias alteracfes na expressdo de antigénios
associados a linhagem e maturacdo celular nas trés séries hematopoiéticas maioritarias,
granulocitica, monocitica e eritroide, [35]. Assim, o foco da CF no contexto da SMD
incide principalmente nessas linhas hematopoiéticas maioritarias e no compartimento
CD34", [36]. Em adigdo, estas linhas além de serem as mais representadas celularmente,
séo as linhas em que o processo de hematopoiese foi estudado de forma mais aprofundada

e por isso se encontra descrito em maior detalhe na literatura. [36]
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A CF no contexto do diagnostico da SMD permite uma contagem precisa de
mieloblastos (mesmo em medulas com menos de 5% de blastos), a identificagcdo de
mieloblastos com fendtipos anormais (com base no perfil antigénico), reconhece
alteracdes imunofenotipicas em células maduras de diferentes linhas hematopoiéticas e

quantifica essas anormalidades para fins prognosticos. [40]

Sendo a SMD um grupo heterogéneo de doencas, ndo existe um marcador
especifico de diagndstico. Assim, em 2008 a OMS sugeriu que o diagnostico desta

patologia requer a presenca de pelo menos trés anormalidades imunofenotipicas. [22]

Quando certas aberracdes imunofenotipicas sdo definidas com o auxilio da CF, os
doentes também podem ser monitorizados por essa mesma técnica, mesmo apos inicio da
terapéutica, para determinar a progressao da doenca, que se caracteriza pelo aumento das
anormalidades, ou para determinar a resposta & intervencdo terapéutica, [22, 40]. Estudos
demostram que anormalidades avaliadas por CF, relacionadas com a SMD, nas células
da medula dssea, deixam de ser detetadas ou sofrem uma reducdo no nimero em doentes
com resposta positiva aos tratamentos em comparagdo com os resultados pré-tratamento.
A resposta efetiva a terapias intensivas pode levar a reconstituicdo de células normais
apos a eliminacdo das células neoplasicas, sendo que esta resposta a terapia pode ser
demonstrada pela técnica de CF. Além disso, muitas formas de terapia podem alterar as
anormalidades ou até mesmo introduzir novas devido a toxicidade associada aos
tratamentos, sendo que a estabilidade das anormalidades, demostrada pela CF, durante o
tratamento pode poupar 0s pacientes a terapias de longo prazo que ndo surtem qualquer

efeito e que se podem revelar toxicas para 0s mesmos. [1]

Embora os critérios de diagndstico estejam bem definidos para a SMD, um
namero significante de pacientes tém dados relativos ao sangue e medula Gssea que
causam alguma dificuldade na estipulacdo de qualquer diagnostico. Assim, embora 0s
estudos morfoldgicos e citogenéticos sejam adequados para o diagnostico da SMD na
maioria dos casos, a CF pode detetar anormalidades imunofenotipicas em casos em que
os estudos combinados de morfologia e citogenética sejam inconclusivos, levando assim

ao estabelecimento do diagndstico. [34]

Apesar das suas varias vantagens, a imunofenotipagem por CF ainda enfrenta
varias limitagBes, como o numero reduzido de estudos que relacionam esta técnica com

o diagnostico da SMD, o uso de antigénios isolados, € muito focada em subpopulagdes
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celulares (ex: CD34") e o conhecimento ainda limitado sobre o processo de hematopoiese
normal, [38]. A principal limitagdo ¢ a falta de “standardizagdo” no seu uso ao nivel
clinico e nos parametros considerados, falta de marcadores especificos para descriminar
a SMD de outras patologias, e a falta de conhecimento sobre a linha eritroide, ainda pouco
descrita. [22]

1.3.2.1 Imunofenotipagem das amostras de medula 6ssea

Em 2012, o Consércio EuroFlow criou e propbs painéis de anticorpos para o
diagndstico e classificacdo imunofenotipica das diferentes neoplasias hematoldgicas.
Esses painéis foram desenhados de maneira a poderem ser utilizados de forma
“standardizada” por diversos laboratorios de diagnostico, podendo ser aplicados num
unico ou multiplos passos sequenciais. Esses painéis de anticorpos sdo utilizados em
combinacdo com o software Infinicyt de forma a otimizar a caracterizagdo
imunofenotipica por citometria de fluxo, podendo ser utilizados em todos os citdmetros
de fluxo atualmente disponiveis que permitem a avaliacdo de 8 parametros de

fluorescéncia. [40]

Assim, a selecdo de diferentes anticorpos monoclonais que ligam a proteinas
expressas na superficie das células ou no seu citoplasma e conjugados a diferentes

fluorocromos, permitiu a criacdo de painéis de anticorpos para uso clinico. [40]

Na imunofenotipagem a estratégia seguida varia consoante o0 caso a analisar. No
caso em que a populacdo celular alvo nédo seja previamente conhecida, uma etapa de
screening baseada num namero limitado de anticorpos, de preferéncia num anico tubo, e
dirigidos para a identificacdo diferencial de todos os subconjuntos celulares relevantes na
amostra, é normalmente mais eficiente. Nos casos em que a populacdo celular alvo tenha
sido definida anteriormente, com base em outros dados de diagnostico, o uso de um painel

completo de anticorpos é recomendado para o diagnostico desse grupo de patologias. [40]

O grupo EuroFlow desenvolveu um painel de diagndéstico, para SMD/LMA, [40].
Tanto a LMA como a SMD constituem patologias bastante heterogeneas, que podem
afetar maltiplas linhagens celulares e multiplos estadios de maturacdo. Assim, o painel
desenvolvido permite identificar a linhagem celular e definir o perfil de maturagdo das
células neoplasicas. O foco do painel SMD/LMA assenta nas linhagens hematopoiéticas
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maioritarias, nomeadamente a neutréfilo, monocitica e eritroide, mas também permite o
estudo de outros compartimentos hematopoiéticos como a linhagem megacariocitica,
basofilica e dendritica plasmocit6ide. O painel também permite a detecdo de alteragdes
na maturacdo e/ou expressdes aberrantes de marcadores associados a linhagem linfoide.
O perfile imunofenotipico das células neoplasicas vai permitir a subsequente classificacdo

da patologia e nalguns casos pode estar relacionado com anormalidades genéticas. [40]

1.3.3. Identificacdo de populag6es celulares na medula 6ssea por Citometria
de Fluxo

O compartimento da medula dssea € um tecido complexo que contém células de
multiplas linhagens hematopoiéticas em varios estadios de maturag&o.

O compartimento CD34" da medula é constituido por células estaminais
pluripotentes CD34" que irdo dar origem a todos os componentes celulares, sendo esta
populacdo celular bastante heterogénea. [42]

Em individuos saudaveis as células percursoras da medula éssea garantem a
producdo continua das varias linhagens hematopoéticas. A hematopoiese € um processo
complexo em que ocorre uma expressao diferenciada de determinados antigénios ao
longo do processo de maturacéo e diferenciacao. [42]

A CF multiparamétrica permite, através da identificacdo de padrdes de expressao
de antigénios, o estudo dos diferentes estddios maturativos e linhas hematopoiéticas. O
conhecimento dos niveis de expressdo de varios marcadores celulares especificos de cada
linhagem e de cada grau de diferenciacdo, no desenvolvimento hematopoiético normal,
fornece uma referéncia para o reconhecimento de padrdes de maturacdo anormais
presentes na SMD. [42]

1.3.3.1. Caracterizagdo imunofenotipica da medula 6ssea normal

Na literatura o uso da expressao do antigénio CD45 e do parametro SSC, que nos
permite analisar a complexidade celular, tém sido utilizados como o principal método
para distinguir as linhas hematopoiéticas maioritarias na medula dssea. [43]

Na monopoiese, que corresponde a formacdo dos mondcitos, as células maduras

expressam uma quantidade de CD45 normalmente igual aos linfécitos, mas os mondocitos
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sdo caracterizados e assim distinguidos dos linfocitos pela sua maior granularidade. Além
disso, estas células também expressam CD11b, CD14, CD33 e HLA-DR. Alguns
marcadores linfoides como 0 CD3, CD19 e CD56 ndo séo normalmente expressos pelos
monocitos, [26, 43, 44].

A mielopoiese, processo de formacdo de células granulociticas, eosindfilos,
baséfilos e neutrofilos, com foco nos neutréfilos, pode ser subdividida em 4 estadios
principais de maturagdo com base na expressdo de CD11b e CD13: mieloblastos,
promieldcitos e mieldcitos, metamieldcitos, e neutrofilos em bastdo e maduros. Os
neutrofilos mais maduros sdo caracterizados por uma maior expressao de CD45. Os
neutrofilos expressam também elevados niveis de CD11b, CD15 e CD16. Estes ultimos
sdo distinguidos dos mondcitos por expressarem menores niveis de CD33, CD64 e
também por ndo expressarem HLA-DR e CD14. Alguns marcadores linfoides como
CD19 e CD3 ndo sdo expressos pelos mesmos. [26, 43, 44]

Em termos da eritropoiese, processo que corresponde a formacao dos eritrocitos,
as células da linha eritroide apresentam niveis reduzidos ou auséncia de expressao de
CD45, auséncia de antigénios linfoides e mieloides e uma elevada expressédo de CD71.
[26, 43, 44]

1.3.3.2. Principais alteragc6es fenotipicas na Sindrome Mielodisplésica

Em neoplasias como a SMD, a sincronizacéo e regulacdo da expressao de genes,
parametros essenciais para o processo de hematopoiese normal, encontram-se alterados,
[26]. Assim, as células da medula dssea na SMD mostram frequentemente alteracfes
fenotipicas. Essas alteracfes podem ser numéricas e/ou na expressdo de antigénios quer
nas células CD34" quer nas CD34 nos diferentes compartimentos maturativos. [26]

Na linha granulocitica/neutréfilo, verifica-se uma diminuigdo da granularidade
dos neutrofilos, uma redugdo na expressdo de CD11b, CD15, CD16 e CD64, um aumento
de expressdo de CD13, uma expressdo anormal de CD33 e a auséncia de expressdo de
CD10 nos neutrofilos maduros. Na linha monocitica verifica-se um aumento da
percentagem celular, uma expressdo alterada de CD13, uma expressao aberrante de
CD56, um aumento de expressao de CD64 e ainda a auséncia de expressao de CD14 e
CD33. [26, 41, 45]
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Na linha eritroide, é observado um aumento na expressdo de CD105 e de H-

Ferritina citoplasmética e uma diminuicdo na expressdo de CD71 e de Glicoporina A. [26,

46]

No compartimento CD34", verifica-se um aumento absoluto e relativo da

percentagem de células CD34" tendo em conta a celularidade global da medula 6ssea. Os

percursores CD34" podem apresentar uma diminui¢do na expressdo de CD38 e CD45 e

uma alteracdo na expressdo de CD34, que pode estar aumentada ou diminuida. [26, 47]

A Tabela 11l representa as anormalidades imunofenotipicas frequentemente

detetadas nas linhas hematopoéticas maioritarias e no compartimento CD34" descritas

anteriormente.

Tabela Il1: Alteragdes celulares e anormalidades imunofenotipicas frequentemente
identificadas na SMD, no compartimento CD34" e nas linhas granulocitica/neutréfilo,
monocitica e eritroide. [26, 41, 45, 46, 47]

Alteracdes celulares e imunofenotipicas detetadas por CF

Compartimento Linha
P N granulocitica/ Linha monocitica Linha eritroide
CD34 -
neutrofilo
Aumento da [slrg::ﬂ qu;rgizgdd: perc'::tr;ge:raocdee;ular exgrlgégs Igzocd[;l
percentagem celular [47] [41, 45] [41, 45] e Glicoporina A [46]
Diminuicéo de Aumento de Aumento de Aumento de
. expressdo de CD105
expressdo de CD38e  expressdo de CD13  expressdo de CD64 |Oe H- Ferritina
CD45 [47] [41, 45] [41, 45] . .
citoplasmatica [46]
Alteracdo na expressdo ex '22:;20(;2 dCTZ) 10 Auséncia de
de CD34 rF:os neutr6filos expressdo de CD14
(aumentada/diminuida) q ou CD33
[47] maduros [41, 45]
[41, 45]
Diminuicao de
expressdo de CD11b, Expressao aberrante
CD15,CD16 e de CD56
CD64 [41, 45]
[41, 45]

Alteracdo na

expressao de CD33
[41, 45]

Alteracdo na

expressao de CD13
[41, 45]

25



1.3.4. O contributo da separacdo celular no diagnostico das Sindromes
Mielodisplasicas

A separacgdo celular tornou-se nos ultimos anos uma técnica indispensavel no
diagnostico clinico e na investigacdo basica e clinica, permitindo reforcar o conhecimento
acerca da organizagdo hierarquica do processo de diferenciacdo hematopoiética, aumentar
0 conhecimento sobre as propriedades moleculares das células de diferentes populagdes
e permitiu estudar alteracdes na hematopoiese em situacdes de neoplasias hematologicas.
[48, 49]

O Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) € um citdbmetro de fluxo
especializado na separacdo celular e tem sido revolucionario no diagnostico das
neoplasias hematologicas, [48]. O FACS permite realizar a separacao (sorting) fisica de
células de determinada populacdo ou subpopulacdo de interesse, de varios tipos de
amostra, com um elevado grau de pureza (95% a 100%). Atualmente, os separadores
celulares conseguem separar 4 a 8 subpopulacdes celulares simultaneamente na mesma
amostra, [49, 50]. Os separadores celulares permitem separar uma suspensdo heterogenea
de células em fracdes puras de células de interesse com base em caracteristicas de
dispersio de luz (tamanho e complexidade celular) e fluorescentes, [48, 49, 50]. E um
instrumento Gtil para uma analise rapida, objetiva e quantitativa de sinais fluorescentes
provenientes de cada célula individual, com base na marcacdo associada as mesmas, de
forma a realizar a separacdo, uma célula de cada vez, das células de interesse consoante

as suas caracteristica imunofenotipicas. [48, 49]

O FACS pode ser utilizado em diversas situacfes clinicas e com diferentes
objetivos, permitindo realizar separacOes de células de uma determinada amostra para
subsequentes estudos citogenéticos (FISH) ou estudos moleculares, e também realiza

separagdes assépticas de células para a realiza¢éo de culturas celulares. [49, 50]

De forma a separar as células de interesse, as mesmas séo primeiramente marcadas
com anticorpos monoclonais associados a fluorocromos, que vao reconhecer e ligar-se a
marcadores especificos nessas células. Os fluorocromos mais brilhantes devem ser
utilizados para marcar antigénios pouco expressos, € 0s menos brilhantes devem ser
utilizados para antigenios com alta expressdo nas células de interesse. Além disso, 0s
anticorpos devem ser selecionados de forma a minimizar a sobreposicdo dos seus

espectros de emissao. [50]
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1.3.4.1. Separador celular- Funcionamento

Os principios de funcionamento da separacao celular sdo os seguintes: a amostra
celular, da qual se pretende realizar a separacdo de uma ou mais populacdes celulares, é
aspirada e as particulas séo incorporadas no centro de uma corrente de liquido, estreita e

de fluxo rapido, criando-se assim um stream (fluxo) de células. [48, 49, 50, 51]

Seguidamente, o stream continuo de células intercepta um ou mais lasers, sendo
que os fluorocromos conjugados aos diferentes anticorpos monoclonais ligados aos
recetores nas diferentes células de interesse vdo emitir fluorescéncia, mais precisamente,
vao emitir um pulso de fotbes mensurdvel de um comprimento de onda especifico. A
intensidade de emisséo depende do numero de moléculas de fluorocromo em cada célula.
Além disso, os lasers vao permitir medir parametros como o SSC e o FSC. Os sinais
fluorescentes emitidos de cada célula individual véo ser analisados através de detetores
de fluorescéncia. Os detetores vdo permitir a obtencdo de diversos graficos e a
identificacdo das diferentes populacbes celulares de interesse, com base nas suas

caracteristicas fluorescentes. [48, 49, 50, 51]

Posteriormente, o fluxo continuo de células passa por um nozzle com um orificio
de diametro muito reduzido (normalmente de 70pum). O qual vai permitir controlar os
parametros do stream, nomeadamente o diametro, velocidade e pressdo, de forma a
permitir a passagem de uma unica célula de cada vez. No nozzle um mecanismo de
vibracdo vai levar a quebra desse stream continuo de células criando um stream regular
de goticulas (droplets), as quais sdo constituidas apenas por uma Unica célula. O sistema
esta configurado de forma a existir uma baixa probabilidade de ocorrer mais de uma
célula por goticula. Exatamente no local onde ocorre a quebra do stream existe um anel
de carga elétrica que vai associar uma carga a cada goticula que se cria consoante as
caracteristicas fluorescentes das células que estdo presentes nas mesmas, medidas
anteriormente pelos detetores. Assim, é associada uma carga a cada goticula constituida

por uma célula de interesse. [48, 49, 50, 51]

Seguidamente, cada goticula formada passa por um sistema de deflex&@o
eletrostatica correspondente a duas placas de deflexdo. No momento em que as goticulas
passam no meio das duas placas, as mesmas vao ser desviadas consoante a carga

associada, atraves de atracdo ou repulsdo eletrostatica. As goticulas que contém células
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de interesse vao ser atraidas para a placa de carga oposta a sua e assim desviadas para
recipientes apropriados a sua recolha. As goticulas que ndo tiverem carga, por ndo
incluirem células de interesse, passam pelas placas sem serem desviadas e sdo aspiradas
por um sistema em direcdo a um recipiente de recolha das células ndo separadas. [48, 49,
50, 51]

Esta técnica apresenta varias vantagens em comparagdo com outros métodos de
purificacdo. Quando uma elevada pureza de separacdo da populacdo de interesse é
necessaria, como em casos em que as células alvo precisam de ser separadas com base
num marcador pouco expresso ou quando duas ou mais populagdes celulares requerem
uma separacdo com base na expressdo diferente de um mesmo marcador, 0 FACS

constitui o método preferencial de separacéo. [50]

1.3.4.2. Utilidade clinica

A sensibilidade e especificidade das técnicas moleculares e citogenéticas,
principalmente a técnica de FISH utilizada no diagnostico da SMD, podem ser
melhoradas através da separacdo celular, que permite a separacdo e andlise de uma
determinada populacdo de interesse sem qualquer contaminacdo com outras células
residuais. Assim, o estudo por FISH ndo incide na amostra total mas apenas na populagéo
separada e pura de células neoplésicas, sendo a analise mais sensivel e especifica. [48,
50]

A sensibilidade do FACS permite isolar populagdes clonais muito reduzidas de
forma a possibilitar o estudo das alteragcbes cromossoémicas associadas, bem como,
separar diferentes subpopula¢Bes clonais numa mesma amostra. Também, permite a
avaliacdo da extensdo da doenca e a confirmacdo da doenca residual minima, esta Gltima

importante no contexto da monitorizacdo da terapéutica. [48, 50]
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1.4. A Sindrome Mielodisplasica associada a outras neoplasias
hematolodgicas

Recentemente, alteracfes imunofenotipicas comuns na SMD tém sido detetadas
em neutrdfilos maduros residuais e em monadcitos (e de forma menos significativa em
células da linhagem eritroide) de casos de LMA diagnosticada de novo e em casos de
Gamapatias Monoclonais de significado indeterminado (MGUS) e de Mieloma Mdltiplo.
[52, 53]

Apesar da sua origem mieloide, varios casos de SMD apresentam anormalidades
fenotipicas nas células B, frequentemente relacionadas com uma diminui¢do na producéao
das mesmas, presenca de bloqueios maturativos e aumento no processo de apoptose, [54].
De facto, uma diminuicdo, ou mesmo auséncia, de células CD34" comprometidas a linha

linfoide B, é um achado muito frequente na MO de casos de SMD. [34, 52]

A associacdo entre doencas Linfoproliferativas Crénicas de células B (DLPC-B)
e patologias da linhagem mieloide é pouco comum, tendo sido descrita de forma
esporédica ao longo dos anos, incluindo casos de LLC (Leucemia Linfoide Cronica)
associados a LMA, SMD e/ou mastocitose sistémica. [54, 55]

Casos de LLC com sequéncias de aminodacidos estereotipados no gene da IGHV
(regido varidvel da cadeia pesada da imunoglobulina) versus ndo estereotipados,
apresentam uma maior incidéncia de alteracdes fenotipicas tipicas de SMD em mondcitos

e/ou neutréfilos do sangue periférico. [55]

A associagéo entre a SMD e DLPC-B pode ser de novo ou em alguns casos, a
SMD pode ocorrer de forma secundéria, devido a terapéutica administrada. Este tipo de
associacdo pode dificultar a escolha da terapéutica adequada além de conferir pior

prognostico. [56]

Assim, a utilizagdo de um unico painel de diagndstico que permita classificar as
DLPC-B e que também possibilite a identificacdo de fendtipos alterados e bloqueios
maturativos nas diferentes linhas mieloides, o que ocorre na SMD, revela-se importante

para o diagndstico concomitante destas duas entidades.
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1.4.1. Relevancia do painel de diagndstico de Doencas Linfoproliferativas
Cronicas de células B no diagnéstico das Sindromes Mielodisplasicas

Atualmente, o painel de diagndstico de DLPC-B, recomendado pelo consorcio
Euroflow, inclui uma combinacdo de varios marcadores que permitem a classificacao
deste grupo de patologias de forma sensivel. Este painel inclui marcadores que mostraram
ser relevantes na identificagdo de rasgos fenotipicos displasicos nas linhas a neutrdfilo,
monocitica e eritroide. [56]

Em estudos realizados anteriormente, a expressdo da molécula CD10 (também
presente no painel de diagndstico para LMA/SMD), que permite a identificacdo do dltimo
estadio maturativo da linha a neutréfilo, mostrou ser reduzida em casos de SMD quando
comparado ao normal, [40, 56, 57]. Ainda nesta linha hematopoiética, os marcadores
CD305 e CD95 também revelaram alteracbes na sua expressdo em casos de SMD,
nomeadamente um aumento de expressdo nos neutrofilos maduros. [56]

No estudo de displasias associadas a linha monocitica, os marcadores CD39 e
HLA-DR revelaram-se Uteis. A expressao destes dois marcadores revelou ser diminuida
nos monacitos de doentes com SMD em comparac¢do ao normal. [56]

Por sua vez, os recetores CD43, CD49d e CD95, apresentaram alteracfes na sua
expressao na linha eritroide em casos de SMD. Foi relatada uma diminui¢do da expressdo
dos recetores CD43 e CD49d, e tal como observado na linha a neutréfilo, um aumento da
expressao de CD95. [56]

Alteracbes na expressdo de CD43 e CD49d em casos de SMD ja se encontram
descritas na literatura. [58, 59, 60, 61, 62, 63]
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2. Objetivos do estagio

Os objetivos do meu estagio consistiram em 2 principais:

1. Separacdo celular de amostras de medula 6ssea com suspeita de SMD,
realizando a separacdo das populacdes maioritarias (linha a neutr6filo, monocitica e
eritroide) e dos blastos CD34*7/CD117*, através do uso de anticorpos monoclonais
especificos, com a finalidade de melhorar a sensibilidade e especificidade da técnica de
FISH.

2: Andlise do padrdo de expressdo do CD43 e CD49d, marcadores do painel
DLPC-B, ao longo da maturacdo da linha eritroide, na medula 6ssea normal e displasica
(SMD), de forma a identificar a utilidade desses 2 recetores na identificacdo de rasgos

fenotipicos displasicos na linha eritroide.
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2.1. Objetivo 1- Separacdo celular de amostras de medula o0ssea
com suspeita de Sindrome Mielodisplasica

No contexto das SMD, foram identificadas e seguidamente separadas as células
das linhas granulocitica (neutrofilo), monocitica e eritroide, as que normalmente

apresentam rasgos displasicos, e também os blastos CD34*-/CD117".

ApoGs a separagdo das diferentes populagdes celulares de interesse, as mesmas
foram analisadas pelo método FISH, para avaliar da presenca ou ndo das alteracoes
genéticas mais frequentes nesta entidade, permitindo aumentar a sensibilidade deste
método e quantificar em cada populacdo o nimero de células com e sem alteracao

genética, contribuindo desta forma para o diagnostico e prognostico.
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2.1.1.Material e métodos

2.1.1.1. Amostras

Foi realizada a separacdo das células das trés linhagens maioritérias e do
compartimento CD34*-/CD117*, da MO de 55 casos com suspeita de SMD,
correspondendo a 21 mulheres e 34 homens. A idade média dos doentes por género esta

descrita na Tabela IV.

Tabela IV: Dados relativos a idade média dos doentes por género.

Feminino Masculino
N=21 N= 34 N total= 55
Idade média = DP 72+12 70 £13 71+12

Resultados expressos em idade média + desvio padrédo (DP).
N, nimero de casos.

2.1.1.2. Combinacdo de anticorpos monoclonais para a identificagdo das
populacdes celulares de interesse

De forma a proceder a identificacdo de cada populacdo maioritéaria de interesse e
dos blastos CD34*/CD117*, com base no perfil imunofenotipico, foi utilizada uma
combinacdo de 5 anticorpos monoclonais ligados a diferentes fluorocromos. A

constituicdo desta combinacgdo esta descrita na Tabela V.
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Tabela V: Combinacdo de anticorpos monoclonais conjugados a diferentes fluorocromos
para a identificacdo das células das linhas granulocitica (neutrofilo), monocitica e
eritroide e também dos blastos CD34*/CD117".

Fluorescéncias Anticorpo monoclonal
CD45
PO
(clone VV500-c; BD Biosciences, USA)
CD117
PE-Cy7
(clone 104D2D1; Beckman Coulter, France)
CD34
PerCP-Cy5.5
(clone 8G12; BD Biosciences, USA)
CD33
PE
(clone P67.6; BD Biosciences, USA)
CD36
FITC

(clone FA6.152; Beckman Coulter, France)

PO, Pacific Orange; PE-Cy7, Phycoerythrin-Cyanine 7; PerCP-Cy5.5, Peridinin Chlorophyll
protein-Cyanine 5.5; PE, Phycoerythrin; FITC, Fluorescein Isothiocyanate.

2.1.1.3. Processamento das amostras

De forma a proceder a marcacgdo imunofenotipica das amostras de aspirado
medular, para consequente separacao das populagfes de interesse, nomeadamente das
células das linhas granulocitica (neutréfilo), monocitica, eritroide e blastos CD34*"

/CD117*, foi realizado o seguinte protocolo:

Num primeiro passo, cerca de 1mL de amostra de aspirado medular foi colocada
num tubo de Falcon de 15 mL de forma a obter o maximo de células de interesse no
momento da separacdo. As amostras foram de seguida lisadas com Cloreto de Amonio
pH 7.3 (8,29 gramas de Cloreto de Amonio (marca comercial: PANREAC) + 1.0 grama
de Bicarbonato de Potassio + 0.037 gramas de Na2 EDTA diluido em 1 litro de agua
destilada) (até encher o tubo de Falcon) com o tubo deitado durante 20 minutos de forma
a permitir a atuacdo do lisante. No final do periodo de lise, foi realizada uma centrifugacéo
durante 5 min (minutos) a 540 x g, de forma a precipitar as células no fundo do tubo.

Apbs a centrifugacdo foi feita uma decantacdo de forma a retirar o lisante em excesso.
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Seguidamente, foi realizada a marcacdo imunofenotipica das amostra de aspirado
medular com a adi¢do do volume adequado de cada anticorpo monoclonal indicado na
Tabela VI.

Tabela VI: Volume de cada anticorpo monoclonal utilizado para 1 mL de amostra.

CD34
] ) CD36 CD33 CD117 CD45
Anticorpos Monoclonais PerCP-
FITC PE PE-Cy7 PO
Cy5.5
Volume (uL) ) ) 5 2,5 2

FITC, Fluorescein Isothiocyanate; PE, Phycoerythrin; PerCP-Cy5.5, Peridinin Chlorophyli
protein-Cyanine 5.5; PE-Cy7, Phycoerythrin-Cyanine 7; PO, Pacific Orange.

Segue-se uma incubacgdo durante 20 minutos no escuro a temperatura ambiente.
Este tempo de incubacdo permite que os anticorpos se liguem aos respetivos antigénios
de superficie nas células, e tendo em conta o facto de os anticorpos estarem conjugados a
moléculas fotossensiveis, a incubacdo no escuro € essencial para evitar a perda de

intensidade de fluorescéncia.

Num ultimo passo, realizou-se a lavagem das amostras, com a adi¢do de PBS
(Tampao fosfato salino) 10 x pH 7.4 (até encher o tubo de Falcon) seguido de uma
agitacdo e centrifugagdao durante 5 min a 540 x g. No final da centrifugacéo foi realizada
uma decantacdo de forma a retirar 0 PBS em excesso. Finalmente foi realizada uma

ressuspencao com 1mL de PBS.
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2.1.1.4. Identificacdo das populacdes celulares de interesse para consequente
separacéo

A identificacio de cada populacdo maioritaria de interesse e dos blastos CD34*"
/CD117*, com base no perfil imunofenotipico, foi realizada da seguinte forma: o CD33
permitiu distinguir os neutrofilos (expressdo intermédia) dos monadcitos (expressao forte);
0 CD34 permitiu identificar as células progenitoras hematopoiéticas CD34", assim como
0 CD117, também expresso nessas células e em células mais comprometidas as diferentes
linhas hematopoéticas, mas que ja perderam a expressdo de CD34; o CD36 permitiu
identificar os eritroblastos (expressdo forte) e os mondcitos (expressdo forte); por fim, o
CD45 permitiu identificar os eritroblastos (expressao negativa), assim como auxiliou na
detecdo de todas as outras populacdes a separar em conjunto com as caracteristicas de
dispersdo de luz (granularidade e tamanho celular). Cada uma das populacdes de interesse

esta identificada na Figura 2.

SSC-A
SSC-A
SSC-A

»

CD36 FITC

CD45 PO

e — SR e

CD33 PE

SSC-A
SSC-A

CD117 PE-Cy7

Figura 2: Identificacdo imunofenotipica das populac@es celulares maioritarias (linha a
neutr6filo, monocitica e eritroide) e dos blastos CD34*/CD117* para posterior separacio
celular.

Os neutrdfilos (SSCeevado/FSCeevado/CD45*/CD33*ermédio/CD1177) estéo representados a azul; os
mondcitos (CD33*¢/CD36*™"¢/CD117-/CD45*™") estdo representado a violeta; os eritroblastos
(SSCreawzido/CDA45/CD36*™)  estdo  representados a vermelho; os blastos (CD34*"
/CD45tinermédio/CD117+) estdo representados com a cor laranja.
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2.1.1.5. Separacéao celular

Com recurso ao separador celular BD FACSAria™ 1l (Becton Dickinson (BD)
Biosciences; San Jose, USA) equipado com o software BD FACSDiva (v6.1.2; BD
Biosciences; San Jose, USA), foram separadas as células das linhas granulocitica
(neutréfilo), monocitica e eritroide e os blastos CD34*/CD117".

2.1.2. Resultados e discussao

A analise por FISH, dos blastos CD34*-/CD117", foi apenas processada em 58%
dos 55 casos separados (11 mulheres e 21 homens). Foram detetadas anormalidades
cromossomicas em 53% dos 32 casos processados com sucesso, como descrito na Tabela

V11, o que corresponde ao reportado na literatura. [64]

Tabela VI1: Incidéncia de alteraces cromossémicas por género.

Feminino Masculino
N=21 N= 34 N total= 55
FISH 11/21 21/34 32/55 (58%)
Alteracéo 3/11 (27%) 14/21 (67%) 17/32 (53%)

FISH, hibridacdo in situ por fluorescéncia (do inglés: fluorescence in situ hybridization).

A técnica permitiu identificar alteracGes genéticas tipicas de SMD em cerca de
metade dos casos processados com sucesso (n=17), o que fortalece a hipbtese de
diagndstico. Ainda, permitiu quantificar nos blastos CD34*"/CD117* separados o niimero
de células com e sem alteracdo genética, o0 que pode vir a contribuir para o progndstico,
uma vez que quantifica em cada compartimento a frequéncia do clone SMD e das células
normais. A Tabela VIII apresenta as alteragdes cromossomicas detetadas nos blastos

CD34*-/CD117* analisados e a frequéncia das mesmas.
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Tabela VIII: Frequéncia das alteragcbes cromossoémicas detetadas pela técnica de FISH
nos 32 casos processados.

. Com uma Parte de um % Células**
. N total Anomalia . e ~
Anomalia (%) icolada. n anomalia  caridtipo complexo com alteracgdo +

' adicional, n =3),n DP

Del (5q) 2 (6%) - 1 1 94+3

Monossomiado 7 4 (13%) 1 2 1 76 + 23

Y 2 (6%) 1 - 1 71+ 25

Del (79) 4 (13%) 2 1 1 49 + 28

Trissomia do 8 1 (3%) - - 1 46

Del (20q) 12 (38%) 7 4 1 27 £ 17

N, nimero de casos; DP, desvio padrao.
* Tendo em conta o numero total de casos em que a técnica de FISH foi realizada (n total=32)
** Blastos (34*/117*) analisados.

Foram observadas uma série de alteracbes cromossomicas nas amostras
processadas com sucesso, podendo as mesmas apresentar-se como alteragcdes isoladas
(n=11), ou como parte de um conjunto de duas (n=4) ou trés alteracdes (n=2) (cariétipo

complexo).

Anomalias complexas na SMD caracterizam um grupo de doentes com um
prognoéstico e um tempo de sobrevivéncia média reduzidos e uma elevada probabilidade
de progressao para LMA. A presenca de trés anomalias em simultaneo mostrou reduzir o
tempo de sobrevivéncia para 17 meses e a presenca de 4 ou mais, para menos de 9 meses.
Anomalias complexas podem ser resultado de um processo de acumulagao sequencial de

alteracdes, conhecido como evolucao cariotipica. [65, 66]

Constatou-se que a alteracéo genética mais frequente, presente em 38% dos casos,
foi a del (20 q), isolada, com uma anomalia adicional ou como parte de um caridtipo
complexo (Tabela VI11). Esta alteragéo foi detetada numa percentagem muito reduzida
de blastos (27% * 17), o que poderia dificultar a sua identificagdo caso ndo se tivesse

procedido a separacéo dos blastos, aumentando assim a sensibilidade do FISH.

A incidéncia desta alterag&o foi maior do que a descrita na literatura onde a mesma
é observada em apenas 2% a 5% dos casos. Esta alteracdo esta associada a uma reduzida
progressdo para LMA. Embora esta alteracéo, no contexto da SMD, tenha sido estudada
de forma aprofundada, nenhum dos genes perdidos aquando da delecéo das regides do

20q mostra ter alguma associacdo com o desenvolvimento desta patologia. Assim,
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estudos adicionais sobre a acdo desta alteracdo na patogénese da doenca sdo necessarios.
[64, 65]

A monossomia do 7 e a del (7q) foram observadas em 13% dos casos (Tabela
VI1I). Anomalias no cromossoma 7 estdo presentes em cerca de 10% dos casos de SMD
primaria, o que est& de acordo com os resultados obtidos, e até 50% dos casos de SMD
secundaria. Anomalias associadas a este cromossoma estdo relacionadas com um pior

prognostico e um tempo de sobrevivéncia reduzido em casos de SMD. [64]

Embora tenha sido detetada em apenas 6% dos casos analisados (Tabela V1I1), a
delecdo do braco longo do cromossoma 5 (5q) consiste na alteracdo cromossdmica mais
frequente nos casos de SMD (15%). Quando presente, mostrou afetar a grande maioria
dos blastos analisados (94% =+ 3). Doentes com esta alteracdo apresentam parametros
clinicos bastante heterogéneos, sendo divididos em dois grupos tendo em conta
parametros biologicos e clinicos, a resposta a terapéutica e o prognostico. Doentes com
5q¢ isolado apresentam um melhor prognostico e uma reduzida progressdo para LMA,
contrariamente aos doentes com alteracBes citogenéticas mdaltiplas (cari6tipos
complexos). A sindrome 5g- constitui um grupo especifico na classificacdo desta
patologia. [64, 65]

A anomalia -Y, observada em 6% dos casos analisados (Tabela VIII),
comparavel aos 4% descritos na literatura, esta relacionada com a idade, mas também
pode ocorrer em associacdo com neoplasias hematoldgicas. Casos de SMD com esta
anomalia cromossdmica isolada estdo associados a um bom prognéstico. Uma vez que
esta alteracdo esta relacionada com o aumento da idade e que a incidéncia de SMD
aumenta com esta Ultima, a associacdo entre esta anomalia e a patologia néo é clara. No
entanto, foi sugerido que esta alteracdo possa ter um papel no desencadear de desordens
mieloides. [64, 65, 66]

A trissomia do 8 foi detetada apenas num caso, sendo parte de um cariotipo
complexo (Tabela VI11). Casos com esta anomalia isolada apresentam um risco
intermédio. Essa alteracdo no cotexto da SMD parece ocorrer de formar tardia na
patogénese da doenca, como evidenciado pela sua presenga nos progenitores mieloides
e quase auséncia nas células estaminais CD34*. As células com esta alteracdo
expressem elevados niveis de proteinas anti-apoptoticas e uma elevada resisténcia ao

processo de apoptose, o que Ihes confere vantagens significativas em relacdo aos
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progenitores hematopoiéticos normais, nomeadamente a capacidade de sobrevivéncia
do clone SMD ao microambiente autoimune. Mais ainda, doentes com esta alteracédo
apresentam elevadas taxas de resposta a terapias imunossupressoras (67% dos casos), o
que parece indicar a existéncia de uma fisiopatologia autoimune subjacente a esta

alteracdo especifica. [64]

Na SMD é comum a presenca de anormalidades cromossomicas que levam a uma
serie de alteracbes em varios processos celulares, nomeadamente nos mecanismos de
reparacdo do DNA, cascatas de sinalizacao celulares, splicing do RNA mensageiro e na
regulacdo epigenética dos genes. A SMD apresenta varios tipos de combinacGes de
alteracbes cromossdmicas, o que contribui para a heterogeneidade desta entidade. Assim,
a identificacdo de alteracGes no cariotipo, através da técnica de FISH, fornece dados
importantes para o estabelecimento do progndstico e para a escolha da terapéutica mais
adequada, promovendo uma melhor resposta ao tratamento e uma reducéo na toxicidade

assocada a terapias menos adequadas. [64]

A separagdo dos blastos atraves da citometria de fluxo (FACS) parece permitir
aumentar a sensibilidade da técnica de FISH, uma vez que a mesma nao incide sobre o
total da amostra em estudo mas sim sobre uma determinada populacdo de interesse,
permitindo identificar populacGes clonais muito reduzidas que provavelmente ndo seriam

detetadas sem o contributo da separacéo celular.
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2.2. Objetivo 2 - Analise do padréo de expressdo do CD43 e CD49d ao longo
da maturacéo eritroide normal e displasica

Apesar das suas diversas vantagens, a imunofenotipagem por CF ainda apresenta
varias limitacdes no seu contributo para o diagnostico das SMD, como a falta de
“standardiza¢d0” no seu uso clinico, 0 numero reduzido de recetores que melhor
permitem identificar, em cada linha hematopoiética, rasgos fenotipicos displésicos e
ainda, o reduzido conhecimento da maturacdo da linha eritroide, que ndo possui um

marcador especifico de linhagem. [4, 67]

Até hoje, os marcadores CD235a e CD71 tém sido utilizados na rotina para a
identificacdo dos diferentes estadios maturativos da linha eritroide, sendo mais tarde
introduzido o CD105 como um marcador Util para a identificacdo das células CD34*
comprometidas a esta linha. Recentemente, dois outros marcadores, 0 CD35 e 0 CD44
provaram ser Uteis na detecdo de displasia eritroide, contribuindo deste modo para
expandir o painel de marcadores utilizados para o estudo desta linha. Expressao anormal
de CD36, CD71, CD105 e CD235a séo frequentemente detetadas nos casos de SMD. [67]

Num estudo recente, o painel de diagnostico de DLPC-B da Euroflow mostrou
incluir marcadores relevantes para a identificacdo de displasias associadas a linha
eritroide, nomeadamente o CD43 e CD49d, que revelaram alteracfes na sua expressao
em casos de SMD. [40, 56]

A leucosialina (CD43) é uma proteina transmembranar altamente glicosilada que
interage com proteinas do citoesqueleto (dominio citoplasmatico); transmite sinais que
controlam uma série de vias de transducéo de sinal intracelulares envolvidas na ativacéo,
proliferacdo e sobrevivéncia celular; promove a adesdo celular, apresentando também
propriedades de anti-adesdo, [56, 68]. Esta proteina é considerada um marcador pan-HSC

(células estaminais hematopoiéticas) juntamento com o0 CD45. [68]

E expressa em todas as células hematopoiéticas expeto nas células B maduras
quiescentes e nos eritrécitos. Na linhagem linfoide B a leucosialina é expressa em células
pré-B mas esta ausente em células B maduras quiescentes, sendo novamente expressa nas
células B ativadas e nas células plasmaticas. E considerada um marcador associado a
células T, uma vez que € expresso em cerca de 95% dos timdcitos e células T do sangue
periférico, [68, 69]. O CD43 pode ser expresso, de forma aberrante, nas células B do
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linfoma do manto, nas de LLC e nas de outros tipos de linfomas ndo Hodgkin de células
B. [69, 70]

Na linhagem eritroide, a sua expressdo foi observada num estadio inicial da
diferenciagéo, no qual células CD43*°"¢/CD45*fraco/Cc D34+ intermédio foram definidas como
células estaminais hematopoiéticas com potencial de diferenciacdo multilinha, mas com

uma maior tendéncia para a diferenciacéo eritroide. [68, 69, 71]

A subunidade a4 (CD49d) da integrina a4f1 é uma glicoproteina de superficie
que medeia a adesdo de percursores hematopoéticos na membrana basal da MO,
permitindo a migracdo das mesmas. Confere propriedades de adesdo, mobilidade e
protecdo contra o processo de apoptose nas células estaminais hematopoiéticas. Ainda,
apresenta um papel crucial na comunicacéo entre as células e o seu microambiente. [56,
58, 72]

Esta proteina é expressa em macrofagos, linfocitos T e B, eosindfilos, basofilos,
células NK (natural-killer), células dendriticas, células Langerhans, células mieloides,
percursores eritroides e timacitos. Contrariamente, 0s eritrécitos maduros, plaquetas e

neutrofilos ndo expressam este marcador. [56, 58, 72]

Varios estudos demostram que a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo dos
percursores hematopoiéticos depende da interacdo com a fibronectina (componente da
matriz extracelular da MO), a qual é mediada por esta integrina. Assim, 0s niveis de
expressao e o estado funcional desta proteina constituem fatores importantes na regulacéo

da proliferacdo e sobrevivéncia dos percursores hematopoiéticos. [58]

A interacdo desta integrina com a fibronectina mostrou promover a sobrevivéncia
dos blastos em casos de LMA, podendo contribui desta forma para a persisténcia da

doenca residual minima. [58]

Trabalhos anteriores descrevem uma diminuigéo da expressao de CD49d ao longo
da maturacdo eritroide, com uma expressao elevada deste marcador em percursores
eritroides imaturos e uma diminuicdo da mesma nos eritroblastos mais diferenciados, [59,
73, 74]. Na linhagem eritroide, 0 CD49d revelou melhorar a identificagdo fenotipica dos

diferentes estadios de diferenciacdo dos percursores eritroides. [75]
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Embora 0 CD43 e 0 CD49d sejam expressos ao longo da maturacao eritroide, o
padrdo de expressdo dos mesmos no contexto da eritropoiese normal ainda ndo se
encontra descrito de forma especifica na literatura, e embora tenham sido observadas
alteracdes na expressdo destes marcadores na linha eritroide nos casos de SMD, um
estudo mais detalhado destas alteracbes ao longo da maturacdo, para os diferentes

estadios, é necessaria.
Deste modo, 0 2° objetivo do meu estagio consistiu:

e Naanalise da expressdo de CD43 e CD49d, no compartimento CD34* da MO, em
funcdo do seu comprometimento para as diferentes linhas hematopoiéticas;

¢ No estudo do padréo de expressdo dessas duas moléculas durante a maturacao da
linha eritroide normal;

e Investigar se em casos de SMD esta expressao é diferente da observada na medula

normal.
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2.2.1. Material e métodos

2.2.1.1. Amostras

Para o estudo da expressdo dos dois marcadores, CD43 e CD49d, no
compartimento CD34" da medula 6ssea normal, tendo em conta os diferentes
comprometimentos maturativos, e ao longo da maturacao eritroide, na MO normal e em
casos de SMD, foram analisadas 31 amostras de aspirados medulares, das quais 13 de
MO normal (controlo) e 18 de doentes diagnosticados com SMD. Com base na
classificacdo da OMS de 2016, o grupo SMD foi dividido em SMD I (que inclui casos de
SMD com displasia unilinha (n=2) e casos com displasia multilinha (n=6)); SMD Il (que
inclui casos de SMD com excesso de blastos do tipo 1 (n=3) e tipo 2 (n=7)). Ainda, tendo
em conta todos os casos de SMD (n=18), foi definido um terceiro grupo de SMD com
displasia eritroide observada por morfologia (n=7). A idade média dos doentes por género

em cada grupo esta descrita na Tabela IX.

Tabela IX: Caracterizagdo quanto ao género e idade dos individuos incluidos nos
diferentes grupos em estudo.

SMD com
Controlo SMD SMD | SMD I displasia
eritroide
N total 13 18 8 10 7
Sexo N=8 N=6 N=3 N=3 N=2
Idade Feminino (56 + 16) (83+3) 84+2) (81x2) (84 £ 3)
(Média+DP)  Sexo N=5 N=12 N=5 N=7 N=5

Masculino  (59+25)  (72+9) (75+9) (70+10) (78 £6)

SMD, Sindrome Mielodisplasica; N, nimero de casos; DP, desvio padréo.
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2.2.1.2. Combinacdo de anticorpos monoclonais para o estudo do
compartimento dos percursores hematopoiéticos CD34"

Para identificar e aceder ao compartimento dos percursores hematopoiéticos

CD34" e aos diversos comprometimentos maturativos, foram utilizadas duas

combinagOes de 7 anticorpos monoclonais conjugados a diferentes fluorocromos. A

composic¢do destas combinagdes esta descrita na Tabela X.

Tabela X: Combinacdo de anticorpos monoclonais conjugados a diferentes fluorocromos

para 0 estudo do compartimento heterogéneo CD34".

Fluorescéncias

TUBO 1

TUBO 2

PB

PO

PE-Cy7

PerCP-Cy5.5

PE

APC

APC-H7

Anti- HLA-DR
(clone L243; BD Biosciences, USA)

CD45
(clone V500-c; BD Biosciences, USA)

CD117
(clone 104D2D1; Beckman Coulter, France)

CD34
(clone 8G12; BD Biosciences, USA)

CD13

(clone L138; BD Biosciences, USA)

CD123
(clone 9F5; BD Biosciences, USA)

CD43
(clone 1G10; BD Biosciences, USA)

Anti- HLA-DR
(clone L243; BD Biosciences, USA)

CD45
(clone V500-c; BD Biosciences, USA)

CD117
(clone 104D2D1; Beckman Coulter, France)

CD34
(clone 8G12; BD Biosciences, USA)

CD13

(clone L138; BD Biosciences, USA)

CD123
(clone 9F5; BD Biosciences, USA)

CD49d
(clone 9F10; BD Biosciences, USA)

PB, Pacific Blue; PO, Pacific Orange; PE-Cy7, Phycoerythrin-Cyanine 7; PerCP-Cy5.5, Peridinin
Chlorophyll protein-Cyanine 5.5; PE, Phycoerythrin; APC, Allophycocyanin; APC-H7,

Allophycocyanin-Hilite7.
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2.2.1.3. Combinagdo de anticorpos monoclonais para o estudo da linha
eritroide

De forma a proceder a identificacdo e caracterizacdo dos diferentes estadios
maturativos da linha eritroide, com base no perfil imunofenotipico, foram utilizadas duas
combinagOes de 7 anticorpos monoclonais conjugados a diferentes fluorocromos. A

constituicdo destas combinagdes esta descrita na Tabela XI.

Tabela XI: Combinacdo de anticorpos monoclonais conjugados a diferentes
fluorocromos para o estudo da maturacao da linha eritroide.

Fluorescéncias TUBO 1 TUBO 2
PB Anti- HLA-DR Anti- HLA-DR
(clone L243; BD Biosciences, USA) (clone L243; BD Biosciences, USA)
PO CD45 CD45
(clone VV500-c; BD Biosciences, USA) (clone V500-c; BD Biosciences, USA)
CD117 CD117
PE-Cy7
(clone 104D2D1; Beckman Coulter, France) (clone 104D2D1; Beckman Coulter, France)
CD34 CD34
PerCP-Cy5.5
(clone 8G12; BD Biosciences, USA) (clone 8G12; BD Biosciences, USA)
CD105 CD105
PE

(clone TEAS3/17.1.1; Beckman Coulter, France)  (clone TEA3/17.1.1; Beckman Coulter, France)

CD36 CD36
FITC
(clone FA6.152; Beckman Coulter, France) (clone FA6.152; Beckman Coulter, France)
CD43 CD49d
APC-H7
(clone 1G10; BD Biosciences, USA) (clone 9F10; BD Biosciences, USA)

PB, Pacific Blue; PO, Pacific Orange; PE-Cy7, Phycoerythrin-Cyanine 7; PerCP-Cy5.5,
Peridinin Chlorophyll protein-Cyanine 5.5; PE, Phycoerythrin; FITC, Fluorescein
Isothiocyanate; APC-H7, Allophycocyanin-Hilite7.
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2.2.1.4. Processamento das amostras

De forma a proceder a marcacao imunofenotipica das amostras de MO, para
consequente aquisicdo e analise por CF, foi executado o seguinte protocolo:

Num primeiro passo, as amostras de MO colhidas em tubos de K3E EDTA 4mL
(Vacuette®, Austria), foram previamente lavadas com PBS (Tampéo fosfato salino) 10x
pH 7.4, sendo esta lavagem realizada da seguinte forma: cerca de 1mL da amostra inicial
colhida foi colocada num tubo de Falcon de 15 mL no qual foi adicionado PBS (até encher
0 tubo), a seguir as amostras foram homogeneizada e centrifugadas durante 5 minutos a
540 x g. Seguidamente, o sobrenadante foi retirado, e as amostras foram lavadas de novo
com PBS e centrifugadas. Este passo é repetido trés vezes.

Para a marcacdo imunofenotipica das amostras de MO, o volume adequado de
cada anticorpo monoclonal foi adicionado a 200 pL de amostra previamente lavada. O
volume de cada anticorpo utilizado no estudo do compartimento CD34* e da maturagédo
eritroide esta indicado na Tabela XII e Tabela XI1I, respetivamente. Apds a marcagdo
das amostras realizou-se uma incubacdo durante 10 minutos no escuro a temperatura

ambiente.

Tabela XII: Volume de cada anticorpo monoclonal utilizado no estudo do
compartimento CD34" para 200 pL de amostra.

] Anti- CD34 CD43
Anticorpos CD45 CD117 CD13 CD123 CD49d
~ HLA-DR PerCP- APC-
Monoclonais PO  PE-Cy7 PE APC APC-H7
PB Cy5.5 H7
Volume (uL) 2 2 2,5 5 5 5 2,5 2,5

PB, Pacific Blue; PO, Pacific Orange; PE-Cy7, Phycoerythrin-Cyanine 7; PerCP-Cy5.5, Peridinin
Chlorophyll protein-Cyanine 5.5; PE, Phycoerythrin; APC, Allophycocyanin; APC-H7,
Allophycocyanin-Hilite7.
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Tabela XI11: Volume de cada anticorpo monoclonal utilizado no estudo da linha eritroide
para 200 pL de amostra.

Monoclonais

) Anti- CD43
Anticorpos CD4 CD117 CD34 CD105 CD36 CD49d
HLA-DR APC-
5PO PE-Cy7 PerCP-Cy5.5 PE FITC Ho APC-H7
Volume (pL) 2 2 2,5 5 5 5 2,5 2,5

PB, Pacific Blue; PO, Pacific Orange; PE-Cy7, Phycoerythrin-Cyanine 7; PerCP-Cy5.5, Peridinin
Chlorophyll protein-Cyanine 5.5; PE, Phycoerythrin; FITC, Fluorescein Isothiocyanate; APC-
H7, Allophycocyanin-Hilite7.

Ap0s este tempo de incubagcéo foi adicionado a cada tubo 2 mL de lisante FACS™
Lysing Solution 10x (BD Biosciences; San Jose, USA), de forma a lisar os eritrocitos
presentes na amostra e fixar as células de interesse (leucécitos e percursores eritroides
nucleados). A seguir a agitacdo no vortex para homogeneizar, cada tubo foi incubado
durante 10 minutos no escuro a temperatura ambiente de forma a permitir a atuacdo do
lisante. No final do periodo de incubacéo, os tubos foram centrifugados durante 5 minutos
a 540 x g, de forma a precipitar as células no fundo dos tubos. Apdés a centrifugacdo cada

tubo foi decantado de forma a retirar o lisante em excesso.

Num ultimo passo, realizou-se a lavagem das amostras, com a adi¢do de 2 mL de
PBS a cada tubo, agitacdo no vortex e centrifugacdo durante 5 minutos a 540 x g. No final
da centrifugacdo cada tubo foi decantado de forma a retirar 0 PBS em excesso.

Finalmente, foi realizada uma ressuspencao do pellet com 200 uL de PBS.
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2.2.1.5. Aquisicéo e analise

Apos a realizacdo deste protocolo foi efetuada a aquisicdo das amostras no
citometro de fluxo BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences; San Jose, USA), usando o0
software BD FACSDiva (v6.1.2; BD Biosciences; San Jose, USA). A analise dos
resultados obtidos por CF foi realizada através do software Infinicyt 1.7 (Cytognos SL;

Salamanca, Espafia).

2.2.1.6. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente usando o software
Statistical Package for Social Sciences (SPSS, version 23.0, IBM, Armonk, NY, USA). Os
valores das médias e desvio padrdo foram calculados para todas as variaveis em estudo.
Para se poder determinar o significado estatistico das diferencas observadas entre 0s
grupos definidos (Controlo, SMD, SMD I, SMD Il e SMD com displasia eritroide) foi
realizado o teste de Mann-Whitney e o teste de Kruskal-Wallis. Diferencas

estatisticamente significativas foram consideradas quando o valor de p <0.05.
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2.2.2. Resultados e discussao

2.2.2.1. Identificacdo imunofenotipica do compartimento dos percursores
CD34* da medula 6ssea normal e dos diferentes comprometimentos
maturativos

Ap0s a identificacdo do compartimento das células percursoras hematopoiéticas
CD34", o comprometimento das mesmas as diferentes linhagens hematopoiéticas foi
identificado da seguinte forma: as células CD34* ndo comprometidas a nenhuma linha
hematopoiética (mais imaturas) foram definidas como CD34*°"¢/CD45*fraco/H|A-
DR*intermédio/c 1 1 7+intermédioycpy 3*intermedio. g percursores comprometidos a linhagem
linfoide B foram definidos como FSC'##%/CD45*0/H| A-DR*/CD1177/ CD13"; os
percursores comprometidos a linha a neutr6filo apresentaram um SSC®evado/cp13+forte
CD117*P"/HLA-DR*™": as células CD34* comprometidas & linhagem monocitica
expressavam um SSCinermedio/cp34+fraco/cpq 1 7+intermédioyy A_pR*orte/cpy3*intermedio.
comprometimento das células a linhagem dendritica plasmocitoide foi definido pela
expressio de CD123*™"/HLA-DR*™"; o0s percursores que apresentavam um
compromisso com a linha a basofilo foram definidos como sendo HLA-DR*fao/
CD123Hntermediofforte. finalmente os percursores comprometidos de forma precoce a linha
eritroide apresentaram um SSC®€¥a%/ CD137/ HLA-DR*ntermediofforte/cy 1 7+intermedio/forte,
Os percursores CD34" e os seus diversos comprometimentos maturativos estdo

representados na Figura 3.
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Figura 3: Representacdo do compartimento das células percursoras hematopoiéticas
CD34" e da expressdo diferencial de CD43 e CD49d tendo em conta os diversos
comprometimentos maturativos.

O comprometimento para as diferentes linhas hematopoiéticas foi identificado da seguinte forma:
as células CD34* ndo comprometidas a nenhuma linha hematopoiética (mais imaturas) foram
definidas como CD34*°1¢/CD45*a0/H| A-DR*intermédio/C[1 1 7+intermédio/C ] J*intermédio o - agtio
representadas em amarelo; os percursores comprometidos a linhagem linfoide B apresentavam
um FSCredwzido/CD45*frco/H|L A-DR*/CD117-/CD13" e estdo representados em azul-escuro; os

percursores comprometidos a linha a neutrdfilo apresentaram um
SSCelevado/CpD13*orte/CD117+ o /HLA-DR*™™ ¢ estdo representados em rosa; as células CD34*
comprometidas a linhagem monocitica expressavam um

SSCintermédio/CD34+fracojC D1 1 7+intermédio/ | A-DR*orte/CD13*intermédio o estio  representadas em
verde; o comprometimento das células a linhagem dendritica plasmocitdide foi definido pela
expressdo de CD123*™/HLA-DR*™" representado em azul; os percursores que apresentavam
um compromisso com a linha a basofilo foram definidos como sendo HLA-
DR*fraco/C D123 intermédiofforte o astio  representados em castanho; finalmente os percursores
comprometidos de forma precoce a linha eritroide apresentaram um SSCe"*v2%°/CD13/HLA-
DRintermédiofforte/C 1 1 7+intermédiofforte o ast3o representados em vermelho.
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A expressdo de CD43 mostrou ser bastante mais elevada nos percursores
hematopoiéticos comprometidos a linha eritroide em comparacdo aos percursores
comprometidos com as outras linhas, como observado na Figura 3 e Tabela XIV. Na
linhagem eritroide, a expresséo deste marcador num estadio precoce de diferenciacao ja
foi descrita em trabalhos anteriores. De facto, tanto o CD45 como o CDA43 séo
considerados como marcadores pan-hematopoiéticos e a expressdo precoce de CD43 nos
progenitores hematopoiéticos parece indicar um possivel papel desta proteina no
desenvolvimento hematopoiético. A expressao de CD43 confere propriedades de adesédo
aos percursores eritroides e esta associada ao decréscimo gradual da expressdo de CD34

nos mesmos ao longo da eritropoiese. [68]

Trabalhos anteriores definiram as células CD43*"" como a primeira populacio
celular de linha eritroide, através de ensaios in vitro de unidades formadoras de colonias.
Assim, usando a expressao de CD43, é possivel isolar células que estdo comprometidas
a linhagem eritroide. [71]

Tal como para 0 CD43, os percursores CD34" comprometidos a linha eritroide
apresentaram uma maior expressao de CD49d, como observado na Figura 3 e Tabela
XIV. A expressao elevada de CD49d nos percursores eritroide esta de acordo com o

observado em trabalhos anteriores.

Um estudo anterior, usando ensaios de citometria de fluxo, mostrou que o CD49d
é expresso de forma elevada em células imaturas (definidas como Ter119*fraco/CD71*orte)
sendo essencial para manter uma hematopoiese e microambiente normal e medeia a
associacao entre os eritroblastos mais imaturos e os macréfagos, ainda, esta integrina
apresenta um papel essencial na eritropoiese pois, permite manter 0S percursores
eritroides associados ao estroma medular, [59]. Outro trabalho, no qual células da MO de
ratos foram marcadas com anticorpos CD71, Terll9, CD49d ou CD49% e CD44 e
analisadas por citometria, mostrou uma elevada expressao desta integrina num estadio

mais precoce da eritropoiese. [74]
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Tabela XIV: Média da intensidade de fluorescéncia (MIF) dos marcadores CD43 e
CD49d no compartimento CD34" para os varios comprometimentos maturativos.

Comprometimento maturativo CD43 CD49d

Imaturas 5971 £+ 2355 750 = 505
Linhagem Linfoide B 4539 + 2682 1240 + 345
Linha a Basofilo 7221 + 2947 1352 + 497
Linhagem eritroide 15474 + 6072 2491 £ 773
Linhagem monocitica 7787 + 3134 1516 + 509
Linha a neutrofilo 9398 + 3960 1113 £ 253
Linhagem dendritica plasmocitdide 4748 £ 1700 1610 + 301
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2.2.2.2. ldentificagdo imunofenotipica da linha eritroide e dos seus estadios
maturativos na medula 6ssea hormal

Foram considerados 5 distintos estadios maturativos nas células da MO

comprometidas a linha eritroide, com base nas suas caracteristicas imunofenotipicas.

O conjunto mais imaturo de percursores eritroide (estadio I) foi definido como
CD34*/ CD117*"/ HLA-DR*™"/ CD105*/ CD36*/ CD45*™°/ CD43*"/ CD49d"*; o
estadio 1l foi caracterizado como CD34/ CD117*/ HLA-DR*nemedios cppps*iorte
CD36*fe/ CD45*eco; CDA43*re/ CD49d*™"e: o estadio 111 inclui percursores CD347/
CD117/ HLA-DR/ CD105*/ CD36*"¢/ CD45/ CD43*/ CD49d*™"; o estadio IV foi
definido como FSCemedioy ggcintermédioy c34-/ CD117/ HLA-DR/ CD1057/ CD36%/
CD457/ CD43*/ CD49d"*; finalmente o estadio V foi definido como FSCreduzidoy ggreduzidoy
CD347/CD117/ HLA-DR/ CD1057 CD36*/ CD457 CD43*/ CD49d* (Figura 4, 5, 6, 7).

A expressdo de CD43, na maturacao eritroide normal, foi caracterizada por uma
diminuicdo constante ao longo da maturacéo, com uma elevada expressao no estadio | e

consequente diminuigdo até ao Ultimo estadio. (Figura 4, 6) (Tabela XV).

A expressao precoce deste recetor nos percursores eritroides e a diminui¢do da
mesma ao longo da maturagdo encontra-se descrita na literatura. Trabalhos anteriores
mostraram, através de ensaios de eletroforese e fluorografia, que durante a diferenciagédo
eritroide a expressdo de CD43 parecia diminuir, uma vez que o0s eritroblastos
apresentavam niveis reduzidos da mesma na superficie celular e os eritrocitos maduros

ndo expressavam esta glicoproteina. [76, 77, 78]

Outro trabalho, realizado com base em ensaios de CFU, mostrou que durante as
fases terminais da diferenciagdo eritroide a expressdo de CD43 é reduzida, contudo é

expresso em niveis elevados até 11 dias de cultura. [71]

Apesar da diminuicdo desta proteina ao longo da maturacdo eritroide j& se
encontrar descrita, a analise da expressdao do CD43 ao longo da eritropoiese através da

citometria de fluxo ainda nao foi realizada.

A expressdo de CD49d também parece seguir um padrdo definido caracterizado
por um aumento de expressao do estadio | para o estadio I, por uma expressao mantida

entre o estadio Il e 111 e por uma diminuicao constante do estadio 111 até ao ultimo estadio,
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que apresenta a menor expressdo deste marcador. (Figura 4, 7) (Tabela XV). O
decréscimo na expressao deste marcador ao longo da maturacao eritroide esta de acordo
com o relatado em trabalhos anteriores. [59, 74]

Um estudo realizado em 2011, utilizando a citometria de fluxo, analisou as células
da MO de ratos transplantados. Os percursores eritroides foram classificados do seguinte
modo: pro-eritroblastos definidos como (Terl119*nemedio/cp71+forte)  erjtroblastos
basofilos (Ter119*€/CD71*") baséfilos tardios e eritroblastos policromatofilos
(Ter119*forte/cp7*intermédioy o arjtroblastos ortocromaticos (Ter119*°/CD71*rac0), A
expressao de CD49d mostrou diminuir ao longo da maturacdo, com uma maior expressao
nas células mais imaturas (Ter119*™c/CD71*™") e uma menor expressdo nos
eritroblastos mais diferenciados (Ter119*/CD71*f2c0) [59]

Outro estudo foi realizado em 2014, onde as células da MO de ratos foram
marcadas com anticorpos CD71, Ter119, CD49d ou CD49% e CD44. A média da
intensidade de fluorescéncia (MIF) do CD49d mostrou ser maior na fase de eritroblasto
baséfilo (estadio I1) que apresenta o maior perfil de ativacdo desta proteina, diminuindo
até aos eritroblastos mais maduros. Neste estadio o CD49d forma complexos estaveis
com uma série de tetraspanins que aumenta a afinidade da mesma, potenciando as
interacdes eritroblasto/macrdfago versus eritroblasto/fibronectina, [74]. Este amento de
expressao do CD49d na fase de eritroblasto baséfilo (estadio I1) esta de acordo com o

observado neste trabalho.
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Figura 4: Representacdo dos padrdes imunofenotipicos da maturacéo eritroide na medula
Ossea normal.

As células CD34* comprometidas & linha eritroide (CD34'/CD117*"/HLA-
DR*™¢/CD105*/CD36*/CD45*a/CD43**¢/CD49d") incluidas no estadio | estdo representadas
em castanho; Os eritroblastos incluidos no estadio I (CD34/CD117*/HLA-
DRintermédio/C D1 05+forte/C D36+ /CDA45*2°0/C D431 /CD49d ™) correspondem aos eventos
em azul; O estédio Il esta representado em vermelho e inclui células CD34/CD117/HLA-DR
/CD105*/CD36*™/CD45/CD43*/CD49d*™rte: @) estadio v definido como
FSCintermédiojSgCintermédio/C34-/CD117/HLA-DR/CD105/CD36*/CD45/CD43*/CD49d*,  esta
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representado em violeta; Finalmente o ultimo estadio (V) que inclui eritroblastos FSCreduzido/
§Scredwzido/  CD34/ CD117/ HLA-DR/ CD105/ CD36*/ CD45/ CD43*/ CD49d*, esta
representado com a cor verde. As setas indicam o caminho da maturagéo
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Figura 5: Representacdo da curva de expressdo (média da intensidade de fluorescéncia
(MIF)) dos diversos marcadores utilizados ao longo da maturacgéo eritroide normal.

CD43 APC-H7 ]

1 2 3 4 5
Estadios da maturacao eritroide

Figura 6: Representacdo da curva de expressao (média da intensidade de fluorescéncia
(MIF) % desvio padrdo) dos diversos marcadores utilizados ao longo da maturacao
eritroide normal, com destague na expressao do marcador CD43 representado a azul.
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Figura 7: Representacdo da curva de expressao (média da intensidade de fluorescéncia
(MIF) %= desvio padrdo) dos diversos marcadores utilizados ao longo da maturacao
eritroide normal, com destaque na expressdo do marcador CD49d representado a verde.
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2.2.2.3. Expressdo do CD43 e CD49d na Sindrome Mielodisplésica

Em SMD, a expressdo de CD43 mostrou seguir o padrdo observado na MO
normal, ou seja, uma diminuicdo constante ao longo da maturagéo, no entanto, observou-
se uma diminuicao estatisticamente significativa nos valores da MIF, em todos os estadios
maturativos quando comparado ao grupo de controlo, tal como indicado na Tabela XV.
Trabalhos anteriores relataram alteragdes na expressdéo de CD43 em doentes
diagnosticados com SMD, [60, 61, 62, 63]. No entanto, ainda ndo se encontram descritas

alteracBes na expressdo deste marcador na linha eritroide, em casos de SMD.

Quando se agrupou os doentes com diagndéstico de SMD, em SMD | (que inclui
casos de SMD com displasia unilinha e multilinha), SMD |1 (que inclui casos de SMD
com excesso de blastos do tipo 1 e tipo 2) e SMD com displasia eritroide, continuou a
observar-se uma diminuicdo de expressdo de CD43, sendo esta mais acentuada e com
significado estatistico, nos casos de SMD Il e SMD com displasia eritroide quando

comparado com o grupo controlo. (Tabela XV)

O processo de eritropoiese ocorre integralmente nas chamadas erythroblastic
islands, que consistem num macrofago central cercado de eritroblastos em
desenvolvimento. Interacfes de adesdo entre o macrdfago e os eritroblastos, assim como
entre estes Ultimos e proteinas da matriz extracelular, sdo essenciais na regulacdo da
diferenciacéo eritroide, [59, 79]. Estas adesGes iniciam vias de sinalizacdo, expressdo de
genes e proliferacdo celular. Estudos anteriores mostraram que a adigdo de anticorpos
contra estas moléculas de adesdo em co-culturas de eritroblastos/macréfagos diminui

significativamente a proliferacdo, maturacdo e enucleacdo. [80, 81]

Os eritroblastos expressem uma grande variedade de moléculas de adeséo,
nomeadamente a integrina B1le a glicoproteina transmembranar CD44, que sdo sujeitas a

uma variagdo dindmica ao longo da maturacdo eritroide. [59, 79, 82]

A expressdo precoce da proteina transmembranar CD43 nos percursores
hematopoieticos, derivados de células estaminais embrionarias, parece indicar que este
marcador apresenta um papel essencial no processo de hematopoiese, conferindo

propriedades de adesdo/anti- adeséo e proliferacéo. [68, 71]

O CD43 transmite sinais que permitem outras interagdes recetor-ligando de forma
a promover a adesdo celular, atuando desta forma como um “gateway” facilitando

59



determinadas interacGes celulares. O dominio citoplasmatico do CD43 interage com
proteinas do citoesqueleto e transmite sinais que regulam uma série de vias de transdugéo

de sinal intracelulares envolvidas na ativacao, proliferacdo e sobrevivéncia celular. [68]

Na linha eritroide, a sua expresséo precoce confere propriedades de adesdo aos
percursores eritroides, [68]. Assim, uma diminui¢do da sua expressao, o que foi
observado nos casos de SMD, pode de certa forma comprometer a eritropoiese, afetando
as interacOes entre o macrofago central e os eritroblastos, assim como entre estes
ultimos e proteinas da matriz extracelular, podendo finalmente contribuir para a

presenca de anemia.

Tal como observado no CD43, a expressdo de CD49d na SMD mostrou seguir o
padrdo observado na MO normal, ou seja um aumento do estadio | para o estadio II,
expressdo mantida entre o 1l e Il estadio, seguido de uma diminui¢cdo até ao ultimo
estadio, no entanto, observou-se uma diminuicdo estatisticamente significativa nos

valores da MIF em todos os estadios comparativamente ao grupo controlo. (Tabela XV)

Nos diferentes grupos considerados, SMD |, SMDII e SMD com displasia
eritroide, continuou a observar-se 0 mesmo padrdo, com uma diminuicdo dos valores da
MIF em cada estadio, sendo esta mais acentuada nos grupos SMD Il e SMD com displasia

eritroide quando comparado com o grupo controlo. (Tabela XV).

Na eritropoiese, as intera¢6es, mediadas pelo CD49d, dos percursores eritroides
com macrofagos e com a fibronectina, tém sido estudadas e foram consideradas

importantes no processo de expansdo/maturacao. [74]

Trabalhos anteriores mostraram que as células percursoras CD34"* de doentes
diagnosticados com SMD com niveis elevados de apoptose intramedular apresentavam
uma reducdo significativa desta integrina o que podia estar associado a uma reduzida
adesdo in vitro aos fragmentos de fibronectina. Este achado in vitro supde que uma
diminuigdo na expressao de CD49d nos percursores hematopoiéticos de doentes com
SMD pode levar a uma diminuicdo da adesdo dos mesmos aos componentes da matriz
extracelular (fibronectina) in vivo, [58]. Um nivel reduzido desta integrina pode levar a
uma libertagdo precoce dos percursores das erythroblastic islands, afetando a
proliferacéo e diferenciagéo e também pode levar a uma diminuicdo da sobrevivéncia
celular. [58, 59]
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Ainda, tendo em conta o papel de protecdo do CD49d no processo de apoptose,
uma diminuigdo na sua expressao, o que foi observado nos casos de SMD, podera estar
associada ao aumento da apoptose intramedular frequente nessa entidade, o que leva a

ocorréncia das citopenias periféricas. [56, 58]

Na literatura, a diminuigédo na expressdo desta integrina foi observada em
doentes diagnosticados com SMD e com elevados niveis de apoptose, quando
comparado ao grupo de controlo, [56, 58]. Deste modo, a diminuicao desta proteina nos
percursores eritroides podera ser considerado como um fator pro- apoptotico em casos
de SMD. [58]
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Tabela XV: Média da intensidade de fluorescéncia (MIF) dos marcadores CD43 e CD49d nos diferentes estadios da maturacdo eritroide
considerados.

Controlo SMD SMD I SMD 11 SMD com displasia eritroide
CD43 CD49d CD43 CD49d CD43 CD49d CD43 CD49d CD43 CD49d
Estadio | 14917 + 3939 2861 + 1033 10284 £ 6174 1986 £+ 11552 11583 + 5012 2394 £+ 16262 9245 £ 70552 1660 £ 4422 12918 + 7219 2305 = 17642
Estadio 1l 10438 £ 2595 4149 + 1076 6980 + 33222 3156 + 18292 7788 = 3500 3501 + 2600 6334 £+ 32062 2881 + 9322 8099 * 3429 3630 = 2673
Estadio 111 5859 + 1745 4185 + 961 3981 + 17852 3387 + 12852 4183 +1813¢ 3447 + 1661 3820 + 18432 3339 £ 982 4052 + 19552 3134 £ 17102
Estédio IV 3345 + 1022 3610 + 719 2219 + 9822 2724 + 10952 2543 + 939 2677 + 1247 1960 + 9852 2762 + 10252 2147 + 842¢ 2097 + 11802
Estadio V 1779 + 552 2159 + 442 1233 + 5572 1525 + 6202 1420 + 529 1535 + 6062 1083 + 5592 1516 + 6642 1165 + 4592 1079 + 5492

Os resultados estdo expressos em média da intensidade de fluorescéncia (MIF) + desvio padréo.
O conjunto mais imaturo de percursores eritroide (estadio 1) foi definido como CD34*/CD117*™"/HLA-DR*™"/CD105*/CD36*/CD45"/CD43**"¢/CD49d";
0 estadio 1l foi caracterizado como CD34/CD117*/HLA-DR*nermédio/cp105*frte/CD36*re/CD45*c0/C D43t /CD49d ™" o estadio 11 inclui percursores
CD34/CD117/HLA-DR/CD105*/CD36**%/CD45/CD43*/CD49d*™": o estadio IV foi definido como FSCinermédio/SSCintermédio/CH34-/CD117-/HLA-DR
/CD105/CD36*/CD45/CD43*/CD49d*; finalmente o estadio V foi definido como FSCredvwide/SSCreduzido/CD34-/CD117/HLA-DR/CD105/CD36%/CD45

/CD43*/CD49d".

2 p <0.05 quando comparado ao grupo controlo. Mann-Whitney U multiple-comparison test.
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3. Conclusao

Este estudo permitiu concluir que a imunofenotipagem por CF multiparamétrica
é de facto uma abordagem util no diagnostico de Sindromes Mielodisplasicas,
permitindo detetar anormalidades no processo de hematopoiese como assincronismos
maturativos e anormalidades na expressdo de antigénios. Ainda, a separacédo celular
através da CF permite aumentar a sensibilidade da citogenética, nomeadamente a
técnica de FISH, o que potencia a identificacdo de alteragdes cromossémicas mesmo
quando o clone é reduzido, contribuindo desta forma para o diagndstico e progndstico
destas entidades.

Tendo em conta o conhecimento ainda reduzido sobre a maturacdo da linha
eritroide e a falta de marcadores para a caracterizacdo desta mesma linha, foram
estudados dois novos marcadores, incluidos no painel de diagnostico de Doencas
Linfoproliferativas Cronicas de células B (DLPC-B), o CD43 e o CD49d, no
compartimento dos percursores hematopoiéticos da medula éssea normal, tendo em
conta o comprometimento dos mesmas as diversas linhagens hematopoiéticas, e na

maturacao eritroide normal e em casos de SMD.

No compartimento CD34*, a expressao dos dois marcadores mostrou ser maior

nos percursores comprometidos a linha eritroide.

Na maturacdo eritroide, 0 CD43 e CD49d sdo expressos de forma precoce na
maturacdo eritroide e sdo expressos segundo um padrdo definido, o que nos permite
caracterizar com maior especificidade os diferentes estadios maturativos. Na SMD, a
expressao dos dois marcadores encontra-se diminuida em todos os estadios embora o
padréo seguido seja mantido. Nos casos de SMD com displasia eritroide, observada por
morfologia, a expressdéo do marcador CD49d parece ser especialmente afetada nos

estadios finais da maturagao.

Os resultados obtidos apontam para a utilidade dos marcadores CD43 e CD49d na
caracterizacdo da maturacao eritroide, contribuindo deste modo para expandir o painel de
marcadores utilizados para o estudo desta linha, e uma vez que ambos os marcadores
estdo incluidos no painel de diagnostico DLPC-B, poderiam contribuir para o diagnostico

concomitante de uma neoplasia crénica de células B e uma possivel SMD.
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Abstract

Despite its several advantages, immunophenotyping still faces several limitations
in the contribution to the Myelodysplastic syndromes (MDS) diagnosis, namely the
reduced knowledge about the erythroid maturation in normal bone marrow (BM) and the

lack of erythroid characterization markers.

The diagnostic panel for B-cell Chronic Lymphoproliferative Disorders (B-
CLPD) includes markers that have shown to be relevant for the identification of

neutrophil dysplasia in MDS cases, namely CD10.

Thus, the objective of this work was to analyze the expression pattern of CD43
and CD49d markers, both included in the diagnostic panel of B-CLPD, in the normal BM
CD34" compartment and in the erythroid maturation, being the latter studied in the normal

BM and in MDS diagnosed cases.

For this, 31 samples of BM aspirates were evaluated, of which 13 from normal
BM and 18 from patients diagnosed with MDS. In the CD34" compartment, the
expression of CD43 and CD49d shown to be much higher in the hematopoietic precursors

committed to the erythroid lineage.

In normal erythroid maturation, there was a decrease in the expression of CD43
across the different stages, with a high expression in the first stages of maturation and a
consequent decrease until the last stage. The expression pattern of CD49d was
characterized by an increase in expression levels from stage | to stage |1, by maintained
expression between stage Il and 111 and by a constant decrease from stage Il to the last
stage, which presents the lowest expression of this marker. In the MDS group, the
expression of CD43 and CD49d showed to follow the same pattern observed in normal
BM, however, a statistically significant decrease in mean fluorescence intensity (MFI)
values was observed in all maturation stages for both markers, compared to the control

group, particularly in MDS with excess blasts and with morphologic erythroid dysplasia.

The obtained results point to the usefulness of CD43 and CD49d markers in the
identification of dysplastic phenotypic features in erythroid lineage, and therefore for the

concomitant diagnosis of a chronic B cell disorder and a possible MDS.
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Introduction

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous group of myeloid
neoplasms with a wide variety of clinical and pathological manifestations, which have in
common a clonal defect in hematopoietic progenitor cells. They are characterized by
ineffective haematopoiesis, which clinically results in peripheral cytopenias of one or
more hematopoietic lineages and an increased risk of progression to acute myeloid

leukaemia (AML), which occurs in about 30% of cases. [1, 2]

Multicolour flow cytometry (FC) allows the identification and quantification of
the distinct bone marrow (BM) hematopoietic cell compartments, their maturation stages

and protein expression profiles. [3]

In MDS, several changes in antigen expression associated to a specific cell lineage
and maturation have been described in the three major hematopoietic series, granulocytic,
monocytic and erythroid. Thus, the identification of altered phenotypes on these major
hematopoietic lineages and CD34" compartment, based on FC, is currently considered by
the WHO 2016 classification of haematological malignancies as co-criteria for the
diagnosis of MDS. [4, 5]

Despite erythroid dysplasia and ineffective erythropoiesis being common findings
among MDS patients, current knowledge about the immunophenotypic characteristics of
this cell lineage is still limited to a relatively small number of markers. [3]

To date, CD235a and CD71 have been routinely used to identify the different
stages of erythroid maturation, later CD105 was introduced as an additional useful marker
for the identification of CD34" cells early committed to the erythroid lineage. More
recently, two other markers, CD35 and CD44 have been proved to be useful for the
detection of erythroid dysplasia, contributing to expand the panel of markers used for the
study of this lineage. Abnormal expressions of CD36, CD71, CD105 and CD235a have
been frequently detected in patients with MDS. [3]

Recently, altered MDS-like immunophenotypes were found on residual maturing
neutrophils and monocytes (and, to a lesser extent, also in erythroid cells) from de novo
AML patients and from cases with monoclonal gammopathy of undetermined
significance (MGUS) and Multiple Myeloma. [6, 7]
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Despite their myeloid origin, several MDS cases show abnormalities in B-cells,
usually related to a decrease in the B-cell production and/or an increase in apoptosis and
blockages in the maturation process. [8]

Chronic lymphoproliferative disorders (CLPD) in association with myeloid
malignancies is uncommon and has been only sporadically reported, including cases with
chronic lymphocytic leukemia (CLL) associated with AML, MDS, and/or systemic
mastocytosis. [8, 9]

CLL patients with stereotyped versus non-stereotyped IGHV amino acid
sequences shows a higher incidence of myelodysplasia-associated phenotypic alterations
on peripheral blood neutrophils and/or monocytes. [9]

Currently, the Euroflow consortium's B-CLPD panel presents a combination of
several markers that allow classification of these entities in a sensitive way. This panel
includes the CD10 molecule, also present in the AML/MDS panel that allows the
identification of the last maturation stage of the neutrophil lineage, having been described
changes in its expression in MDS cases, [10, 11]. CD43 and CD49d receptors are also
part of the B-CLPD panel, contributing to their diagnosis, and previous work have
described changes in its expression in MDS cases. [12, 13, 14, 15, 16, 17]

CD43 (leukosialin) is a highly glycosylated transmembrane protein that interacts
with cytoskeletal proteins (cytoplasmic domain); transmits signals controlling a series of
intracellular signal transduction pathways involved in cell activation, proliferation and
survival; promotes cell adhesion, and also exhibits anti-adhesion properties, [18]. In
humans, both CD45 and CDA43 are considered as pan-hematopoietic markers. [18] This
protein is expressed in all hematopoietic cells except resting mature B cells and mature
erythrocytes. CD43 is often considered as a T-cell associated marker, because it is
expressed by over 95% of thymocytes and peripheral blood T-cells. In the B-cell lineage,

leukosialin is expressed in pre-B cells but is absent in resting mature B cells. [18, 19]

In the erythroid cell lineage, its expression has been observed only at an early
stage of differentiation, in which CD43"/CD45°%/CD34*" cells were defined as
hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs) with multilineage differentiation
potential with a bias towards erythroid differentiation, then decreasing during cell
maturation. [18, 19, 20]
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CDA49d, the 04 subunit of the a4 1 integrin is a surface glycoprotein that mediates
the adhesion of hematopoietic precursors in the BM basement membrane, allowing their
migration. Provides adhesion, mobility and protection properties against the apoptotic
processes in hematopoietic stem cells. Furthermore, it plays a crucial role in the

communication between cells and their microenvironment. [12, 21]

Several studies have shown that the survival, proliferation and differentiation of
hematopoietic precursors depends on the interaction with fibronectin, mediated by this
integrin. Thus, the levels of expression and functional status of this protein are important

factors in the regulation of the hematopoietic precursor’s proliferation and survival. [12].

CD49d is expressed in macrophages, T and B cells, eosinophils, basophils, NK
cells, dendritic cells, Langerhans cells, myeloid cells, erythrocyte precursors and
thymocytes. It is not expressed in mature erythrocytes, platelets and neutrophils. [12, 21]

In the erythroid cell lineage, CD49d has been shown to improve the resolution of
the various stages of erythroid precursor differentiation, [22]. Previous work describes a
decrease in CD49d expression in a pattern following erythroblast maturation, from the
highest expression in immature cells to the lowest in the most differentiated erythroblasts.
[13, 23, 24]

Although CD43 and CD49d are expressed throughout the maturation of the
erythroid lineage, their expression pattern in normal erythropoiesis has not yet been

specifically described, nor whether this expression is different from normal in MDS.

Thus, it was the objective of this study to evaluate the expression of these two
receptors in the BM CD34* compartment and how this expression varies in function of
CD34" cells commitment to the different hematopoietic lineages; to study the expression
of these molecules during the maturation of the erythroid lineage and to investigate
whether, in cases of MDS, this expression is different from that observed in normal BM.

77



Materials and Methods

Patients

To study the expression pattern of CD43 and CD49d markers in the normal BM
CD34+ compartment and in the erythroid maturation, being the latter studied in the
normal BM and in the BM of MDS diagnosed cases, 31 samples of bone marrow aspirates
were evaluated, of which 13 samples of normal BM (HG) and 18 samples from patients
diagnosed with MDS. Based on the 2016 WHO classification, the MDS group was
divided into MDS | which includes MDS cases with unilineage dysplasia (n = 2) / and
cases of MDS with multilineage dysplasia (n = 6); MDS Il (which includes MDS cases
with excess blasts 1 (n = 3) and excess blasts 2 (n = 7). Among all MDS cases, a third
group of MDS with erythroid dysplasia (n = 7) was formed. The information about the
patient’s mean age and gender and other relevant clinical information for the various

groups, is shown in Table 1.

Immunophenotypic studies

To identify and access the CD34" hematopoietic precursor cells (HCS)
compartment and the various commitment to the different hematopoietic cell lineages,
two combinations of 7 monoclonal antibodies (mAb) conjugated to different
fluorochromes were used. The first tube consisting of the following monoclonal antibody
reagents: HLA-DR Pacific Blue (PacB) (clone L243; BD Biosciences, USA); CD45
Pacific Orange (PacO) (clone V500-c; BD Biosciences, USA); CD117 Phycoerythrin-
Cyanine 7 (PECy7) (clone 104D2D1; Beckman Coulter, France); CD34 Peridinin
Chlorophyll protein-Cyanine 5.5 (PerCP-Cy5.5) (clone 8G12; BD Biosciences, USA);
CD13 Phycoerythrin (PE) (clone L138; BD Biosciences, USA); CD123 Allophycocyanin
(APC) (clone 9F5; BD Biosciences, USA); and CD43 Allophycocyanin-Hilite7 (APC-
H7) (clone 1G10; BD Biosciences, USA). The second tube is constituted with the same
monoclonal antibodies as the first one, but with CD49d (APC-H7) (clone 9F10; BD
Biosciences, USA) instead of CD43.

For the identification and characterization of the different maturation stages of the
erythroid lineage, based on the immunophenotypic profile, two combinations of 7

monoclonal antibodies (mAb) conjugated to different fluorochromes were used. The first
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tube consisting of the following monoclonal antibody reagents: HLA-DR Pacific Blue
(PacB) (clone L243; BD Biosciences, USA); CD45 Pacific Orange (PacO) (clone V500-
c; BD Biosciences, USA); CD117 Phycoerythrin-Cyanine 7 (PECy7) (clone 104D2D1;
Beckman Coulter, France); CD34 Peridinin Chlorophyll protein-Cyanine 5.5 (PerCP-
Cy5.5) (clone 8G12; BD Biosciences, USA); CD105 Phycoerythrin (PE) (clone
TEA3/17.1.1; Beckman Coulter, France); CD36 Fluorescein Isothiocyanate (FITC)
(clone FA6.152; Beckman Coulter, France) and CD43 Allophycocyanin-Hilite7 (APC-
H7) (clone 1G10; BD Biosciences, USA). The second tube is constituted with the same
monoclonal antibodies as the first one, but with CD49d (APC-H7) (clone 9F10; BD
Biosciences, USA) instead of CD43.

Total BM cells (a volume of 200 pL) were stained for cell surface markers using
a stain-lyse-wash direct immunofluorescence technique. In a first step, the proper volume
of each monoclonal antibody was added to 200 uL of sample and then incubated in the
dark for 10 minutes, at room temperature. After this incubation time, 2 mL of lysing
solution (BD FACS lysing solution) were added to each tube in order to lyse the
erythrocytes present in the sample. Then each tube was incubated in the dark for 10
minutes, at room temperature in order to allow the lysing solution to act. At the end of
the incubation period, the samples were centrifuged for 5 min (minutes) at 540xg. The
supernatant were discarded and the cell pellet was washed in 2 mL of phosphate buffered
saline (PBS) and, lastly, resuspended in 200 uL of PBS.

After completion of this protocol, the samples were acquired in a BD
FACSCanto™ 1II (BD Biosciences; San Jose, USA) equipped with the FACSDiva
software (v6.1.2; BD Biosciences; San Jose, USA). Data analysis was performed in the

Infinicyt (version 1.7) software (Cytognos SL, Salamanca, Spain).

Statistical analyses

For all variables under study, their mean values and standard deviation were
calculated. To determine the statistical significance of the differences observed between
groups, the non-parametric Mann-Whitney U and Kruskal-Wallis multiple comparison
tests were performed using the Statistical Package for Social Sciences software (SPSS,
version 23.0, IBM, Armonk, NY, USA). Statistically significant differences were

considered when p < 0.05.
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Results and discussion

Immunophenotypic identification of different hematopoietic cell lineages
commitment within the bone marrow CD34* hematopoietic precursor cells (HCS)

compartment.

Within the CD34" hematopoietic precursor cells (HCS) compartment the
commitment to the different hematopoietic lineages was phenotypically identified.
The CD34" hematopoietic precursor cells not committed to any hematopoietic lineage
(more immature) were defined as CD34*M9"/CD45"M/HLA-DR*"/CD117*"/CD13*";
the commitment to the B cell lineage was defines as FSC'*/ CD45*™/HLA-DR*/CD117
/ CD13"; the commitment to the neutrophilic lineage was defined as SSC"9"/ CD13*Mg"/
CD117*"9/HILA-DR*M9" the CD34* cells committed to the monocytic lineage were
SSC"/CD34"°%/CD117*"/HLA-DR*"9"/ CD13*"; the plasmacytoid dendritic cell
lineage commitment was defined as CD123*"9"/ HLA-DR*™M9": the basophilic lineage-
committed precursors were defined as HLA-DR*'®%/ CD123*"Migh: and finally the
commitment to the erythroid lineage was defined as SSC"9"/ CD137/ HLA-DR
+inthigh/cp117+nvhish (Figure 1)

CD43 expression showed to be much higher in the hematopoietic precursors
committed to the erythroid lineage compared to the precursors committed to other
lineages, as observed in Figure 1 and Table 2. In the erythroid cell lineage, its expression
at an early stage of differentiation, has been already described in previous work. In fact
both CD45 and CD43 are considered as pan-hematopoietic markers of the earliest
clonogenic progenitors and differentiating hematopoietic cells and the early expression
of CD43 on hematopoietic progenitors seems to indicate a possible role of CD43 in
hematopoietic development. The early expression of this marker confers adhesion
properties to erythroid precursors and is associated with a gradual decrease in the
expression of CD34 along the erythropoiesis. [18]

Previous work as defined CD43"9" cells as the cell population of origin for in vitro
erythropoiesis through colony-forming unit (CFU) assays, [20]. Thus using CD43
expression as a marker it’s possible to isolate cells that are committed to the erythroid

lineage. [20]
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As for CD43, the CD34" precursors committed to the erythroid line showed a
higher expression of CD49d, as observed in Figure 1 and Table 2. The elevated
expression of CD49d in the erythroid precursors is in agreement with previous studies. A
previous report, using a flow cytometric assay, showed that CD49d is highly expressed
in immature (Ter119'°Y/CD71"9") cells being essential to maintaining normal
hematopoiesis and BM microenvironments and mediates the association between
primitive erythroblasts and fetal liver-derived macrophages, also, this integrin has a
critical role in erythropoiesis by holding maturing precursors in close association with the
marrow stroma, [13]. Another report, were bone marrow (BM) cells from mice were
stained with CD71, Ter119, CD49d or CD49e and CD44 antibodies and analyzed by
Fluorescence Activated Cell Sorting showed a high expression of this integrin in the early
erythropoiesis. [24]

Immunophenotypic identification of BM erythroid precursors and their maturation

stages in normal bone marrow

Within BM cells committed to the erythroid lineage, five distinct maturation
stages were phenotypically identified. The most immature subset of erythroid precursors
(stage 1) was defined as CD34*/ CD117*""/ HLA-DR*"9"/ CD105*/ CD36%/ CD45*"°/
CD43*Mdh/ CD49d*; the following stage of maturation (stage 11) was defined as CD347/
CD117*/ HLA-DR*"Y CD105*"9"/ CD36*"9"/ CD45*!°"/ CD43*M9"/ CD49d*M9": stage 111
included CD347/ CD117/ HLA-DR7/ CD105*/ CD36™"¢"/ CD457/ CD43*/ CD49d*hio"
precursors; erythroid precursors at stage IV were phenotypically characterized as FSC™/
SSC"ty CD347/ CD117/ HLA-DR/ CD1057/ CD36*/ CD45/ CD43*/ CD49d*; Finally
stage V was defined as FSC'®"/ SSC'*Y/ CD34/ CD117/ HLA-DR/ CD1057/ CD36*/
CD457/ CD43*/ CD49d". (Figure 2, 3 and 4)

The expression of CD43, in normal erythroid maturation, was characterized by a
constant decrease throughout maturation, with a high expression in stage | and consequent

decrease to the last stage, as shown in Figure 3 and Table 3.

The early expression of this receptor in erythroid precursors and the decrease
throughout maturation has been described in the literature. Previous works showed
through electrophoresis and fluorography assays that during erythroid differentiation the

expression of CD43 appears to decline, since erythroblasts possess only small amounts
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on the cell surface and mature erythrocytes are completely lacking this glycoprotein. [25,
26, 27]

Another report, using colony-forming unit (CFU) assays, showed that during
terminal erythroid differentiation CD43 is downregulated, however initially maintained
on high levels until day 11 of culturing. [20]

However the analysis of CD43 expression during erythroid differentiation by flow

cytometry has not yet been performed until now.

The expression of CD49d also appears to follow a defined pattern characterized
by increased expression of stage | to stage Il, followed by a maintained expression
between stage Il and 111 and by a constant decrease from stage I11 to the last stage which
presents the less expression of this marker, (Figure 4 and Table 3). This decrease along
the erythroid maturation is in agreement with previous reports, [13, 24]. A study carried
out in 2011 using a flow cytometric assay analyzed cells from the BM of transplanted
mice. The erythroid precursors were classified as early proerythroblast defined as
(Ter119™¢/CD71M9"), basophilic erythroblast (Ter119M9"/CD71Md"), late basophilic and
polychromatophilic  erythroblast (Ter119"9"/CD71™), and orthochromatophilic
erythroblast (Ter119"9"/CD71'°"). The CD49d expression showed to decrease in a pattern
following erythroblast maturation, from the highest expression in immature (Ter119'"
/ICD71M9") cells to the lowest in the most differentiated erythroblasts
(Ter119M9"/CD71'"). [13]

Another report using flow cytometry analysis was carried out in 2014, also in
mice, where total bone marrow (BM) cells were stained with CD71, Ter119, CD49d or
CD49e and CD44 antibodies and analyzed by Fluorescence Activated Cell Sorting, [24].
The mean fluorescence intensity (MFI) of CD49d showed to be upregulated in the
basophilic erythroblast stage which presents the highest activation stage and binding
profile, followed by a decrease until the most mature erythroblasts, [24]. At this stage
CD49d forms stable complexes with a series of tetraspanins which increase the affinity
and/or clustering of CD49d and can bias erythroblast/macrophage interactions vs.
erythroblast/fibronectin interactions by introducing different ligand-specific signaling,
[24]. This increase in CD49d expression in the basophilic erythroblast stage (stage 1) is

in agreement with the one observed in this work.
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Although immunophenotypic studies have already been performed in this context,
they were performed in mice and few markers were used for the discrimination of the
various erythroid maturation stages, thus, in this study the use of 7 markers makes the

establishment of the erythroid maturation stages more sensitive.
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Expression of CD43 and CD49d in Myelodysplastic Syndromes

In MDS, the expression of CD43 showed to follow the same pattern as the one
observed in normal BM, that is, a constant decrease throughout maturation, however, a
statistically significant decrease was observed in the mean fluorescence intensity (MFI)
values, in all maturation stages, when compared with HG (Table 3). It has previously
been shown that CD43 expression is altered in patients with myelodysplastic syndrome.
[14, 15, 16, 17]

However changes in the erythroid lineage in MDS have not yet been described in
the literature. Thus further experiments are needed to investigate the significance of CD43

downregulation in the erythroid lineage.

When the patients with MDS were grouped, in MDS | (which includes MDS cases
with uni and multilineage dysplasia), MDS Il (which includes MDS cases with excess
blasts 1/2) and MDS with erythroid dysplasia, the reduction of CD43 expression
continued to be observed, being this one more pronounced and with statistical
significance in cases of MDS Il and MDS with erythroid dysplasia, when compared to
the HG. (Table 3)

Erythropoiesis occurs entirely in erythroid niches known as “erythroblastic
islands” which consist of a central macrophage surrounded by developing erythroblasts.
Adhesive interactions between the central macrophage and erythroblasts, as well as
between erythroblasts and extracellular matrix proteins, are essential in the regulation of
erythroid differentiation. [13, 28]

These adhesive bindings initiate signaling pathways, gene expression and cell
proliferation. Previous studies showed that adding antibodies against these adhesion
molecules in erythroblast or erythroblast/macrophage co-cultures significantly decreased
proliferation, maturation and enucleation. [29, 30]

The erythroblasts are known to express various adhesion molecules, namely g1
integrin and CD44 (transmembrane glycoprotein), that undergo dynamic variation during
erythroid differentiation. [13, 28, 31]

Thus CDA43 is a transmembrane protein whose early expression in hematopoietic

precursor cells derived from embryonic stem cells seems to indicate that this marker plays
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an essential role in the hematopoietic process, conferring adhesion/ anti-adhesion and
proliferation capabilities, [18, 20]. CD43 transmits signals enabling other ligand-receptor
interactions to promote cell adhesion acting as a gateway to facilitate certain cell contacts.
The cytoplasmic domain of CD43 interacts with cytoskeletal proteins and transmits
signals that regulate a variety of intracellular signal transduction pathways involved in

cell activation, proliferation, and survival. [18]

In the erythroid lineage its early expression confers adhesion properties to
erythroid precursors, [18]. Thus, a decrease in the expression of this marker, which was
observed in MDS, may, at least in part, compromise erythropoiesis, affecting interactions
between the central macrophage and erythroblasts, as well as between erythroblasts and

extracellular matrix proteins and therefore may contribute to the presence of anemia.

As observed in CDA43, the expression of CD49d in MDS showed to follow the
same pattern as observed in normal BM, increased from stage | to stage Il, maintained
between stage Il and stage 111, followed by a decrease, however, there was a statistically

significant decrease in the MFI values in all stages compared to HG (Table 3).

In the different groups considered, SMD I, SMDII and SMD with erythroid
dysplasia, the same pattern was observed, with a decrease in MFI values at each stage,
which was more pronounced in the SMD Il and SMD with erythroid dysplasia groups
when compared to HG. (Table 3)

In erythropoiesis, CD49d mediated interactions between erythroid precursors and
macrophages or fibronectin in their microenvironment, have been studied and were

considered important in the expansion/maturation process. [24]

Previous work have shown that CD34* progenitor cells from MDS patients with
high levels of intramedullary apoptosis have a significant downregulation of the a4/51
integrin receptor which could be associated with reduced in vitro adhesiveness to
fibronectin fragments, their principal natural ligands. These in vitro findings might
support the concept that CD49d downregulation on hematopoietic progenitors from MDS
patients may decrease in vivo adhesiveness to the extracellular matrix component
fibronectin, [12]. Decreased levels of CD49d may lead to an early release of these cells
from “erythroblastic islands”, subsequently affecting proliferation and differentiation and

may also reduce progenitor cell survival. [12, 13]
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Still, given the protective role of CD49d in the apoptosis process, a decrease in its
expression, which has been observed in MDS, may be associated with the increased
intramedullary apoptosis process, characteristic of this entity, which leads to the

occurrence of peripheral blood citopenias. [12]

In the literature, the decreased expression of this integrin was observed in patients
diagnosed with MDS and with high levels of apoptosis, when compared to the control
group. Thus, the decrease of this protein expression in erythroid precursors may be

considered as a pro-apoptotic factor in cases of MDS. [12]
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Conclusions

CD43 and CD49d are strongly expressed in the erythroid lineage since the earlier
stages of differentiation, despite the decreased expression observed across the different

stages of maturation.

In MDS BM, the expression of these two markers is diminished in all stages of
maturation of the erythroid lineage, when compared with normal BM, despite maintaining
a similar pattern. In cases with morphologic erythroid dysplasia the expression of the

CD49d appears to be especially affected in the final stages of maturation.

The obtained results point to the usefulness of CD43 and CD49d markers in the
identification of dysplastic phenotypic features in erythroid lineage, and since both
markers are included in B-CLPD diagnostic panel, could contribute to the concomitant

diagnosis of a chronic B cell disorder and a possible MDS.
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Legends — Tables and Figures

Table 1. Patient’s mean age and gender, in the various groups.

HG, healthy group; MDS, Myelodysplastic syndromes; N, number of cases; SD, standard
deviation.
*0p of (CD34%/ CD117%) cells analyzed by fluorescence in situ hybridization (FISH).

Table 2. Mean Fluorescent Intensity of CD43 e CD49d observed in the CD34*
hematopoietic precursor cells (HCS) compartment from normal bone marrow aspirates
(HG)

Table 3. Mean fluorescence intensity of CD43 and CD49d markers in the different
stages of erythroid maturation observed in HG and MDS groups.

The results are expressed as mean fluorescence intensity (MFI) * standard deviation.
The five maturation stages were defined as follows: The most immature subset of
erythroid precursors (stage 1) was defined as CD34+/ CD117+high/ HLA-DR+high/
CD105+/ CD36+/ CD45+low/ CD43+high/ CD49d+; the following stage of maturation
(stage Il) was defined as CD34-/ CD117+/ HLA-DR+int/ CD105+high/ CD36+high/
CD45+low/ CD43+high/ CD49d+high; stage 111 included CD34-/ CD117-/ HLA-DR-/
CD105+/ CD36+high/ CD45-/ CD43+/ CD49d+high precursors; erythroid precursors at
stage IV were phenotypically characterized as FSCint/ SSCint/ CD34-/ CD117-/ HLA-
DR-/ CD105-/ CD36+/ CD45-/ CD43+/ CD49d+; Finally stage V was defined as
FSClow/ SSClow/ CD34-/ CD117-/ HLA-DR-/ CD105-/ CD36+/ CD45-/ CD43+/
CD49d+.

ap <0.05vs. HG. Mann—Whitney U multiple-comparison test.
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Figure 1. Immunophenotypic identification of the commitment to different hematopoietic
cell lineages within the bone marrow CD34" hematopoietic precursor cells (HCS)
compartment and the differential expression of CD43 and CD49d markers. The CD34"
hematopoietic precursor cells not committed to any hematopoietic lineage (more
immature) defined as CD34*M9"/ CD45*M/HLA-DR*"/CD117""/CD13"" are
represented in yellow; the precursors cells committed to the B cell lineage defined as
FSC'°Y/ CD45*™/HLA-DR*/CD117/ CD13"are represented in dark blue; the percursors
commited to the neutrophilic lineage defined as SSCM9"/ CD13*"9"/ CD117*MI/HLA-
DR*9" are represented in pink; the CD34" cells committed to the monocytic lineage
defined as SSC'/CD34*"°%/CD117*"/HLA-DR*"9"/ CD13*" are represented in green;
the percursors commited to the plasmacytoid dendritic cell lineage defined as CD123*"9"/
HLA-DR*M" are represented in blue; the basophilic lineage-committed precursors
defined as HLA-DR*'°Y/ CD123*""Mig" gre represented in brown; finally the precursors
committed to the erythroid lineage defined as SSCM"/ CD13/ HLA-DR
+inthigh/cp117+high are represented in red.

Figure 2. (A) Represent the immunophnotyping pattern of erythroid percursors in normal
bone marrow. Five distinct maturation associated cell subsets were phenotypically
identified. The most immature erythroid precursors (stage 1) defined as CD34%/
CD117*M¢h/ HLA-DR*M"/ CD105'/ CD36"/ CD45"°%/ CD43™M%"/ CD49d* are
represented as brown events; the following stage of maturation (stage I1) defined as CD34
/ CD117*/ HLA-DR*™/ CD105""/ CD36*"9"/ CD45"°"/ CD43*"9"/ CD49d™"" is
represented in blue; stage 111 included CD347/ CD117/ HLA-DR/ CD105*/ CD36*"d"/
CD45/ CD43*/ CD49d*"9" precursors represented in red; erythroid precursors at stage IV
were phenotypically characterized as FSC™/ SSC™/ CD34/ CD117/ HLA-DR/ CD105
/ CD36%/ CD457 CD43*/ CD49d" and are represented in purple; Finally stage V defined
as FSC'*/ SSC'*%/ CD34/ CD117/ HLA-DR/ CD105/ CD36*/ CD45/ CD43*/ CD49d*
is represented in green. (B) Expression pattern of the relevant markers along the erythroid
maturation process occurring in normal BM. In this panel the median amount of antigen
expressed per cell, in terms of mean fluorescence intensity (MFI) is shown for each
phenotypic marker using the same color codes as defined for individual markers on the

left of the panel.
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Figure 3. (A) Representation of the immunophenotyping pattern of CD43 in normal
erythroid maturation. Five distinct maturation associated cell subsets were phenotypically
identified. The most immature erythroid precursors (stage 1) defined as CD34%/
CD117*M¢"/ HLA-DR*""/ CD105"/ CD36'/ CD45"°"/ CD43™M%"/ CD49d* are
represented as brown events; the following stage of maturation (stage I1) defined as CD34
/ CD117*/ HLA-DR*™/ CD105*""/ CD36*""/ CD45"°W/ CD43*"a"/ CD49d*M" is
represented in blue; stage 111 included CD347/ CD117-/ HLA-DR/ CD105*/ CD36*"9"/
CD45/ CD43*/ CD49d*"9" precursors represented in red; erythroid precursors at stage 1V
were phenotypically characterized as FSC™/ SSC™/ CD34/ CD117/ HLA-DR/ CD105
/ CD36%/ CD457/ CD43*/ CD49d" and are represented in purple; Finally stage V defined
as FSC'™/ SSC'*V/ CD347/ CD117/ HLA-DR7/ CD105/ CD36*/ CD45/ CD43*/ CD49d*
is represented in green. The arrow indicate the maturation pathway. (B) Expression
pattern of CD43 along the erythroid maturation process occurring in normal BM. The
Expression pattern of CD43 along the erythroid maturation process is represented in blue
and the other relevant markers are represented in gray.

Figure 4. (A) Representation of the immunophenotyping pattern of CD49d in normal
erythroid maturation. Five distinct maturation associated cell subsets were phenotypically
identified. The most immature erythroid precursors (stage 1) defined as CD34%/
CD117*M¢h/ HLA-DR*M"/ CD105'/ CD36"/ CD45"°%/ CD43™M%"/ CD49d* are
represented as brown events; the following stage of maturation (stage I1) defined as CD34
/ CD117*/ HLA-DR*™/ CD105™"/ CD36*"9"/ CD45"°"/ CD43*"9"/ CD49d™"" is
represented in blue; stage 111 included CD347/ CD117/ HLA-DR/ CD105*/ CD36*"d"/
CD45/ CD43*/ CD49d*"9" precursors represented in red; erythroid precursors at stage IV
were phenotypically characterized as FSC™/ SSC™/ CD34/ CD117/ HLA-DR/ CD105
/ CD36%/ CD457 CD43*/ CD49d" and are represented in purple; Finally stage V defined
as FSC'*/ SSC'*%/ CD34/ CD117/ HLA-DR/ CD105/ CD36*/ CD45/ CD43*/ CD49d"*
is represented in green. The arrow indicate the maturation pathway. (B) Expression
pattern of CD49d along the erythroid maturation process occurring in normal BM. The
Expression pattern of CD49d along the erythroid maturation process is represented in

green and the other relevant markers are represented in gray.
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Table 3. Patient’s mean age and gender, in the various groups.

MDS with
HG MDS MDS | MDS 11 erythroid
dysplasia
Total N 13 18 8 10 7
Female N=8 N=6 N=3 N=3 N=2
(Mean age + (56 + 16) (83+3) (84 +2) (812 (84 +£3)
SD) Male N=5 N=12 N=5 N=7 N=5
(59 + 25) (72 +9) (75+9) (70 £ 10) (78 £ 6)
5/18 3/8 2/10 217
del(20q) del(20q) del(20q) del(20q)
(n=5; 20% * (n=3;41% + (n=2;25% + (n=2;51% *
29%%*) 38%*) 7%*) 48%%*)
del(5q) del(5q) del(5q) del(5q)
(n=2; 64% + (n=1; 98%*)  (n=1;30%*) (n=1; 98%%*)
C2|rt 223?8:;&' 48%*) del(7q) Trisomy 8 del(7q)
del(7q) (n=1; 43%*)  (n=1; 30%*) (n=1; 43%%*)
(n=1; 43%%*) Monosomy 7
Monosomy 7 (n=1; 100%%*)
(n=1; 100%*)
Trisomy 8

(n=1; 30%*)

HG, healthy group; MDS, Myelodysplastic syndromes; N, number of cases; SD, standard

deviation.

*0p of (CD34%/ CD117%) cells analyzed by fluorescence in situ hybridization (FISH).
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Table 4. Mean Fluorescent Intensity of CD43 e CD49d observed in the CD34"

hematopoietic precursor cells (HCS) compartment from normal bone marrow aspirates

(HG)

HG
CD43 CD49d
Immature (HCS) 5971 £+ 2355 750 + 505
B cell lineage 4539 + 2682 1240 + 345
Basophilic lineage 7221 £ 2947 1352 + 497
Erythroid lineage 15474 + 6072 2491 £ 773
Monocytic lineage 7787 + 3134 1516 + 509
Neutrophilic lineage 9398 + 3960 1113 + 253
Plasmacytoid dendritic cell lineage 4748 + 1700 1610 + 301
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Table 3. Mean fluorescence intensity of CD43 and CD49d markers in the different stages of erythroid maturation observed in HG and MDS groups.

HG MDS MDS | MDS II MDS with erythroid dysplasia
CD43 CD49d CD43 CD49d CD43 CD49d CD43 CD49d CD43 CD49d
Stage | 14917 £3939 2861+ 1033 10284 +6174* 1986 +1155* 11583 +5012 2394 + 1626% 9245 + 7055? 1660 + 442% 12918 +7219 2305+ 17642
Stage Il 10438 £ 2595 4149+ 1076 6980 +3322* 3156+ 1829* 7788 + 3500 3501+2600 6334+ 3206° 2881 + 9322 8099 + 3429 3630 + 2673
Stage 111 5859+ 1745  4185+961 3981+ 1785* 3387 +1285% 4183 +1813% 3447+ 1661 3820 + 18432 3339 + 982 4052 +1955* 3134 + 17102
Stage IV 3345+ 1022 3610+ 719 2219+982% 2724 +1095* 2543 + 939 2677 + 1247 1960 + 9852 2762 + 10252 2147 + 8428 2097 + 1180°
Stage V 1779 + 552 2159 + 442 1233 £557* 1525 + 620° 1420 + 529 1535 + 6062 1083 + 5592 1516 + 6642 1165 + 459° 1079 + 5492

The results are expressed as mean fluorescence intensity (MFI) £ standard deviation. The five maturation stages were defined as follows: The most
immature subset of erythroid precursors (stage 1) was defined as CD34*/ CD117*""/ HLA-DR*"9"/ CD105*/ CD36*/ CD45*°"/ CD43*"a"/
CD49d*; the following stage of maturation (stage 1) was defined as CD347/ CD117*/ HLA-DR*"/ CD105*"9"/ CD36*"9"/ CD45*1°"/ CD43*"idh/
CD49d*"9": stage 111 included CD347/ CD117/ HLA-DR/ CD105*/ CD36*"9"/ CD45/ CD43*/ CD49d*"9" precursors; erythroid precursors at stage
IV were phenotypically characterized as FSC'"/ SSC"/ CD347/ CD1177/ HLA-DR/ CD1057/ CD36%/ CD45/ CD43*/ CD49d*; Finally stage V was
defined as FSC'*"/ SSC'*/ CD347/ CD117/ HLA-DR/ CD105/ CD36*/ CD45/ CD43*/ CD49d*.

4p <0.05 vs. HG. Mann—-Whitney U multiple-comparison test.
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Figure 1. Immunophenotypic identification of the commitment to different hematopoietic
cell lineages within the bone marrow CD34* hematopoietic precursor cells (HCS)
compartment and the differential expression of CD43 and CD49d markers. The CD34"
hematopoietic precursor cells not committed to any hematopoietic lineage (more
immature) defined as CD34*M9"/ CD45*“M/HLA-DR*"/CD117*"/CD13"" are
represented in yellow; the precursors cells committed to the B cell lineage defined as
FSC'™Y/ CD45*™/HLA-DR*/CD117/ CD13"are represented in dark blue; the percursors
commited to the neutrophilic lineage defined as SSCM9"/ CD13*"9"/ CD117*MI/HLA-
DR*9" are represented in pink; the CD34* cells committed to the monocytic lineage
defined as SSC™/CD34*"°%/CD117*"/HLA-DR*"9"/ CD13*" are represented in green;

the percursors commited to the plasmacytoid dendritic cell lineage defined as CD123*"9"/
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HLA-DR*M" are represented in blue; the basophilic lineage-committed precursors
defined as HLA-DR*'Y/ CD123*"Mig" gre represented in brown; finally the precursors
committed to the erythroid lineage defined as SSCM"/ CD13/ HLA-DR

+invhigh/CD117+nhish are represented in red.
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Figure 2. (A) Represent the immunophnotyping pattern of erythroid percursors in normal
bone marrow. Five distinct maturation associated cell subsets were phenotypically
identified. The most immature erythroid precursors (stage 1) defined as CD34%/
CD117*Me"/ HLA-DR*""/ CD105'/ CD36'/ CD45"°%/ CD43™M%"/ CD49d* are
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represented as brown events; the following stage of maturation (stage 1) defined as CD34
/ CD117*/ HLA-DR*™/ CD105*""/ CD36*""/ CD45"°W/ CD43*"a"/ CD49d*Me" is
represented in blue; stage 11l included CD347/ CD117-/ HLA-DR/ CD105*/ CD36*"9"
CD45/ CD43*/ CD49d*"9" precursors represented in red; erythroid precursors at stage 1V
were phenotypically characterized as FSC™/ SSC™/ CD34/ CD117/ HLA-DR/ CD105
/ CD36%/ CD457/ CD43*/ CD49d" and are represented in purple; Finally stage V defined
as FSC'/ SSC'*"/ CD347/ CD117/ HLA-DR7/ CD105/ CD36*/ CD45/ CD43*/ CD49d*
is represented in green. (B) Expression pattern of the relevant markers along the erythroid
maturation process occurring in normal BM. In this panel the median amount of antigen
expressed per cell, in terms of mean fluorescence intensity (MFI) is shown for each
phenotypic marker using the same color codes as defined for individual markers on the

left of the panel.
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Figure 3. (A) Representation of the immunophenotyping pattern of CD43 in normal
erythroid maturation. Five distinct maturation associated cell subsets were phenotypically
identified. The most immature erythroid precursors (stage 1) defined as CD34%/
CD117*M¢h/ HLA-DR*M"/ CD105'/ CD36"/ CD45"%/ CD43™M%/ CD49d* are
represented as brown events; the following stage of maturation (stage 1) defined as CD34"
/ CD117*/ HLA-DR*™/ CD105*"/ CD36*"9"/ CD45°"/ CD43*Midh/ CD49d™ 9" s
represented in blue; stage 111 included CD34/ CD117/ HLA-DR/ CD105*/ CD36*d"/
CD45/ CDA43*/ CD49d*"9" precursors represented in red; erythroid precursors at stage 1V
were phenotypically characterized as FSC™/ SSC™/ CD34/ CD117/ HLA-DR/ CD105
/ CD36%/ CD457 CD43*/ CD49d" and are represented in purple; Finally stage V defined
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as FSC'°V/ SSC'*%/ CD34/ CD117/ HLA-DR/ CD105/ CD36*/ CD45/ CD43*/ CD49d*
Is represented in green. The arrow indicate the maturation pathway. (B) Expression
pattern of CD43 along the erythroid maturation process occurring in normal BM. The
Expression pattern of CD43 along the erythroid maturation process is represented in blue

and the other relevant markers are represented in gray.
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Figure 4. (A) Representation of the immunophenotyping pattern of CD49d in normal
erythroid maturation. Five distinct maturation associated cell subsets were phenotypically
identified. The most immature erythroid precursors (stage 1) defined as CD34%/
CD117*M¢h/ HLA-DR*M"/ CD105'/ CD36"/ CD45"°%/ CD43™M%"/ CD49d* are
represented as brown events; the following stage of maturation (stage 11) defined as CD34"
/ CD117*/ HLA-DR*™/ CD105*"/ CD36*"%"/ CD45°"/ CD43*d"/ CD49d™ 9" s
represented in blue; stage 111 included CD347/ CD117-/ HLA-DR/ CD105*/ CD36*"9"/
CD45/ CDA43*/ CD49d*"9" precursors represented in red; erythroid precursors at stage IV
were phenotypically characterized as FSC'"/ SSC™/ CD34/ CD117-/ HLA-DR/ CD105
/ CD36%/ CD457 CD43*/ CD49d" and are represented in purple; Finally stage V defined
as FSC'/ SSC'"/ CD347/ CD117/ HLA-DR/ CD105/ CD36*/ CD45/ CD43*/ CD49d*
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is represented in green. The arrow indicate the maturation pathway. (B) Expression
pattern of CD49d along the erythroid maturation process occurring in normal BM. The
Expression pattern of CD49d along the erythroid maturation process is represented in

green and the other relevant markers are represented in gray.
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