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RESUMO

Objetivo: Discutir as melhorias técnicas no diagnéstico e no
acompanhamento laboratorial de hemoglobindria paroxistica noturna para
a validacéo da técnica de citometria de fluxo de alta sensibilidade.
Métodos: Estudo retrospectivo, que envolveu a andlise de dados
laboratoriais de 745 pacientes com hipdtese diagndstica e/ou
acompanhamento de hemoglobindria paroxistica noturna por citometria
de fluxo. Resultados: Os avangos técnicos nao sé reduziram o custo
do ensaio, mas também melhoraram a identificagdo e a resolugao
da citometria de fluxo para a deteccdo de clone hemoglobindria
paroxistica noturna. Conclusdo: A citometria de fluxo de alta
sensibilidade possibilitou a identificagéo do tipo e do tamanho de
clone de hemoglobindria paroxistica noturna, especialmente em
amostras com pequeno clone.

Descritores: Hemoglobindria paroxistica/diagnéstico; Citometria de
fluxo/métodos; Desenvolvimento tecnolégico

ABSTRACT

Objective: To discuss the implementation of technical advances
in laboratory diagnosis and monitoring of paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria for validation of high-sensitivity flow cytometry
protocols. Methods: A retrospective study based on analysis
of laboratory data from 745 patient samples submitted to flow
cytometry for diagnosis and/or monitoring of paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. Results: Implementation of technical advances
reduced test costs and improved flow cytometry resolution for
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria clone detection. Conclusion:
High-sensitivity flow cytometry allowed more sensitive determination

of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria clone type and size, particularly
in samples with small clones.

Keywords: Hemoglobinuria, paroxysmal/diagnosis; Flow cytometry/
methods; Technological development

INTRODUCAO

A hemoglobintria paroxistica noturna (HPN) ¢ um
defeito clonal raro da célula tronco hematopoiética. A
doenca afeta todas as linhagens de células sanguineas
e tem incidéncia estimada em 1,3 novo caso por milhao
de habitantes/ano. A etiologia reside em uma mutacao
somatica adquirida no gene da fosfaditilinositolglicana
classe-A (PIGA - phosphatidylinositol glycan class A),
que codifica uma enzima essencial para a biossin-
tese das ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI -
glycophosphatidylinositol). A incapacidade de produ-
zir uma enzima funcional resulta em deficiéncia com-
pleta ou parcial de proteinas de membrana ancoradas
por GPL.U%

O fator acelerador de degradacdo (DAF - decay
accelerating factor; CDS5S5) das proteinas ancoradas por
GPI e o inibidor da lise de membrana (MIRL - membrane
inhibitor of reactive lysis; CD59) sdo responsaveis pe-
las manifestagoes clinicas e laboratoriais associadas
a HPN.C® Tais proteinas impedem a ativacao da C3
convertase e inibem a formagao do complexo de ata-
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que a membrana, protegendo as hemacias normais da
lise mediada por complemento.® As células sanguineas
com expressao reduzida de CD55 e CD59 sao sensiveis
a lise mediada pela ativacao do complemento, que cul-
mina na manifestagao clinica da doenca.

A triade cldssica de manifestacoes clinicas da HPN
se caracteriza por hemdlise intravascular, trombose em
locais incomuns e insuficiéncia de medula dssea. A gra-
vidade da hemdlise depende do tamanho do clone HPN,
e pacientes com hemolise grave geralmente necessitam
de transfusdo sanguinea. A ocorréncia de hemoglobi-
nuria e a baixa contagem de leucdcitos aumentam a
gravidade da doenga, devido a perda urinaria cronica
de ferro e a maior suscetibilidade a infeccao. Eventos
tromboticos sdo tidos como um mau indicador prognés-
tico e constituem a principal causa de 6bito em pacien-
tes afetados por HPN.™

O tratamento eficaz da HPN depende do diagnosti-
co clinico e laboratorial correto.” A citometria de fluxo
(CF) € o padrao-ouro para o diagndstico e monitora-
mento da HPN, mesmo em pacientes com clones pe-
quenos. Trata-se de uma técnica de alta sensibilidade
e especificidade, e de ripida execugdo, que permite a
analise qualitativa e quantitativa de proteinas ancora-
das por GPL.® Entretanto, a padronizacao da técnica
de CF ¢ fundamental para a obtengao de resultados
precisos. Diretrizes técnicas validadas para o diagndsti-
co e o monitoramento da HPN por CF foram disponibi-
lizadas na literatura.®*

Até 2004, o diagnéstico da HPN em nosso laborat6-
rio de CF era baseado na andlise da expressao antigénica
de CD14, CD55 e CD59 por CF com duas cores. Em
dezembro de 2012, a técnica foi aprimorada por meio
da implementacdo de melhorias nas fases analiticas e
elaboracao do relatdrio final, da introdugao de novos
marcadores fenotipicos e da aquisicao de novos citome-
tros de fluxo. Este artigo descreve nossos 10 anos de ex-
periéncia na deteccao de clones HPN por CF e os avan-
cos técnicos recentes que permitiram o refinamento dos
procedimentos, com melhora da resolucdo do ensaio e
determinagio mais precisa do tipo e do tamanho de clones
em linhagem eritroides e mieloides, principalmente em
pacientes com clones pequenos.

OBJETIVO

Discutir a implementacao de avancos técnicos no diag-
nostico e no acompanhamento laboratorial da hemo-
globintria paroxistica noturna para validacao da técni-
ca de citometria de fluxo de alta sensibilidade, além de
apresentar analise comparativa de diferentes protocolos
e respectivos custos.

METODOS

Coleta de dados

Estudo retrospectivo baseado em dados de CF de 745
pacientes, cujas amostras foram analisadas entre janei-
ro de 2004 e junho de 2014. O conjunto de dados incluiu
426 pacientes do sexo feminino, com idade variando de
1 a 97 anos (mediana de 43 anos). A CF foi realizada
para diagndstico ou monitoramento de HPN em todos
0S Casos.

Anticorpos monoclonais para deteccao de hemoglo-
bindria paroxistica noturna por citometria de fluxo
Por muitos anos, nosso laboratorio de CF utilizou um
ensaio de duas cores com painéis especificos de anti-
corpos conjugados com fluorocromos para o diagnds-
tico de HPN (Quadro 1). Acompanhando a evolu¢ao
técnica, nossos procedimentos foram atualizados, en-
fatizando-se o emprego de novos marcadores e novos
equipamentos (Quadro 2).

Quadro 1. Marcadores empregados na detecgéo de clones de hemoglobintria
paroxistica noturna por citometria de fluxo (Epics XL-MCL e Cytomics FC500;
Beckman Coulter) antes da atualizacéo técnica

Anticorpo e
fluorocromo

CDB9FITC P282E

Células alvo Clone Fabricante

Eritrocitos (ensaio com duas cores) Beckman Coulter

CD235a-PE 11E4B-7-6  Beckman Coulter
CD55 PE JS11KSC2.3  Beckman Coulter
Neutréfilos (ensaio com duas cores)  CD59 FITC P282E Beckman Coulter
CD55 PE JS11KSC2.3  Beckman Coulter
CD13 PE 366 Coulter Clone
CD15 FITC 80H5 Beckman Coulter
Mondcitos (ensaio com duas cores) ~ CD64 FITC 22 Beckman Coulter

CD14 PE M®P9 Becton Dickinson

FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina.

Quadro 2. Marcadores empregados na deteccao de clones de hemoglobindria
paroxistica noturna por citometria de fluxo (citdmetros de fluxo Cytomics FC500 e
Navios flow cytometer - Beckman Coulter) apds a atualizagao técnica

Células alvo ﬁ:;i?:;';‘:nz Clone Fabricante
Eritrocitos (ensaio CD23b5a-FITC 11E4B-7-6 Beckman Coulter
com duas cores) CD59-PE MEM-43 Invitrogen
Neutrofilos (ensaio FLAER Alexa Fluor 488 NA Cedarlane
com quatro cores) CD24 PE ALB9 Beckman Coulter
CD45 ECD J33 Beckman Coulter
CD15 PE-Cyb 80H5 Beckman Coulter
Mondcitos (ensaio FLAER Alexa Fluor 488 NA Cedarlane
com quatro cores) CD14PE RMO52  Beckman Coulter
CD45 ECD J33 Beckman Coulter
CD64 PE-Cyb 22 Beckman Coulter

FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina; FLAER: proaerolisina marcada com fluoresceina; PE-Cy5: ficoeritrina-
~clanina 5.
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Todos os anticorpos conjugados com fluorocromos
empregados nos testes foram titulados antes do uso
para determinacao da concentragao ideal de saturacao
da ligacao antigeno-anticorpo.!”? Cabe ressaltar a im-
portancia de se respeitarem as especificacoes de tais
produtos (fornecedores, clones, diluicao e titulagao).®

Ajustes do citometro de fluxo

Os citometros de fluxo foram ajustados de acordo com
os nossos procedimentos operacionais padrao. Para
avaliacdo de eritrdcitos, a voltagem foi determinada
empregando-se sangue periférico normal nao corado
para melhor definicao dos angulos dispersao frontal

Amostras de sangue
periférico coletadas
em EDTA

Contagem
automatizada de =
células sanguineas

Neutrofilos e

Eritrocitos Monaocitos

Marcar um milhdo
de células, em
volurme maximo
de 200uL de amostra

Deluigao de 1/100
dos eritrocitos -
com PSB

20 minutos
de incubagao
(a0 abrigo da luz)

50uL marcados
com CD235a-FITC —
e CD59-PE

30 minutos de
incubagao =
(a0 abrigo da luz)

Lise com 2mL de
NH,CL por 15 minutos]

Dupla lavagem com
2mL de PBS

Ressuspender em
500uL de PBS

Dupla lavagem com
4mL of PBS

Ressuspender em
500uL de PES

. Acquisicao imediata
Racking no caso s

. em cidmetro de fluxo

deste ensaio

Aquisigao imediata
em citémetro de fluxo)

EDTA: 4cido etilenodiaminotetracético; PBS: tampéo fosfato salino; FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina;
NH,CL: cloreto de aménio.

Figura 1. Procedimentos técnicos padronizados empregados na detecgao de
clones de hemoglobintria paroxistica noturna por citometria de fluxo
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(FSC - forward scatter) e lateral (SSC - side scatter), se-
gundo escala logaritmica, e da posicao/voltagem nega-
tiva nos canais FL1 e FL2. As amostras foram coradas
isoladamente com CD235a-FITC (FL1 versus FL2) e
CD59-PE (FL2 versus FL1) para compensacdo do sis-
tema de duas cores. A marcagdo concomitante com
CD235a-FITC e CD59-PE foi empregada para verifica-
¢ao e otimizacao dos ajustes.

Para avaliacao de leucdcitos, os ajustes de voltagem
para FSC e SSC (escala linear) e a posi¢ao negativa nos
canais fotomultiplicadores foram determinados empre-
gando-se sangue periférico normal nao corado. A com-
pensagao automatica foi realizada mediante coloragao
isolada com proaerolisina marcada com fluoresceina
(FLAER) Alexa Fluor 488, CD45PE, CD45ECD,
CDA45PE-Cy5 e CD45PE-Cy7, previamente titulados. O
ajuste fino foi realizado empregando-se as combinacgoes
descritas no quadro 2 para neutréfilos e mondcitos.

As associagoes entre os diferentes protocolos e a
sensibilidade diagnéstica foram investigadas empregan-
do-se o teste y%. A andlise comparativa dos protocolos
foi baseada nos testes de correlac@o e regressao linear.
O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Procedimentos técnicos

Os procedimentos técnicos empregados na deteccao de
clones HPN por CF apds as atualizagoes técnicas en-
contram-se resumidos na figura 1.

RESULTADOS

Impacto dos avancos técnicos na resolucao da ci-
tometria de fluxo para deteccao de hemoglobiniria
paroxistica noturna

A resolucao dos dados de CF foi fundamental para a di-
ferenciacao de populacdes normais e HPN em misturas
de particulas com intensidade diferente de sinal. Antes
da implementacdo dos avancos técnicos, o0 CD55/CD59
(eritrdcitos e neutrdfilos) e o CD14 (mondcitos) eram
usados com sucesso na deteccao de clones HPN; entre-
tanto, a resolucdo nao era adequada. Por esse motivo,
uma amostra de sangue periférico normal era sempre
corada para servir de referéncia na identificacio de po-
pulacoes HPN positivas e negativas.

A introducao de novos marcadores (Quadro 2) e o
aprimoramento dos procedimentos técnicos (Figura 1)
permitiram identificar clones HPN em alta resolucéo,
com sensibilidade de 0,01%, além da caracterizacao de
diferentes clones com base na deficiéncia total ou par-
cial de proteinas ancoradas por GPI (Figuras 2 e 3).
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FSC: dispersao frontal (forward scatter); SSC: dispersao lateral (side scatter); FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina

Figura 2. Resolucéo dos dados de citometria de fluxo na investigagéo de hemoglobintria paroxistica noturna em linhagens eritroides apés a implementacéo dos
avangos técnicos. A andlise por citometria de fluxo e as estratégias de gating empregadas foram baseadas nas recomendagdes de Sutherland et al."" (A) Gating
sequencial para deteccéo correta de eritrocitos CD235a positivos. Tal estratégia de gating é importante para a eliminac@o de problemas no sistema fluidico (Side scatter
long versus tempo) e agregagao eritrocitria. (B e C) Diferentes clones de hemoglobindria paroxistica noturna com base na expressao de CD59. Conjuntos de dados
contendo gréficos de pontos, gréaficos de densidade e histogramas séo (teis para melhor deteccéo e caracterizagao de diferentes clones de hemoglobindria paroxistica noturna
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FSC: dispersdo frontal (forward scatter); SSC: dispersao lateral (side scatter); FITC: isotiocianato de fluoresceina; PE: ficoeritrina; HPN: hemoglobindria paroxistica noturna

Figura 3. Resolucéo dos dados de citometria de fluxo na investigacéo de hemoglobintria paroxistica noturna em neutréfilos e mondcitos apés a implementacéo dos
avancos técnicos. (A, B, C e F) Estratégias de gating empregadas na identificacdo de neutréfilos e mondcitos. (D, E, G e H) Tamanho do clone de hemoglobindria
paroxistica noturna em neutréfilos CD45/CD15+ (D e E) e monécitos CD45/CD64+ (G e H), com base na expressao de proaerolisina marcada com fluoresceina e CD24
e proaerolisina marcada com fluoresceina e CD14, respectivamente
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Desempenho dos protocolos de deteccao de hemo-
globindria paroxistica noturna antes e depois da im-
plementacao de avancos técnicos

A comparacao do desempenho dos protocolos de detec-
cao de HPN foi baseada no nimero de casos positivos
detectados antes e depois da implementacao de avan-
cos técnicos. Foram consideradas apenas as amostras
positivas ou negativas analisadas para fins de diagnos-
tico, excluindo-se as analisadas para monitoramento.
De um total de 745 amostras analisadas antes da atua-
lizagao técnica, 573 (76,9%) foram selecionadas, contra
172 apds a atualizacao. Os clones HPN foram detecta-
dos em 4% (23/573) e 4,7% (8/172) amostras analisadas
antes e depois da implementacao de avancos técnicos,
respectivamente. Entretanto, as diferencas nao alcan-
caram significancia estatistica (p=0,714) (Figura 4).

100 =

80

604

40

204

Desempenho do teste (%)

0 r /) NN
HPN negativas HPN positivas

a Antes dos avangos técnicos

. Depois dos avangos técnicos
HPN: hemoglobintria paroxistica noturna.
Figura 4. Desempenho dos protocolos de detecgéo de hemoglobintria
paroxistica noturna antes e depois da implementacao de avangos técnicos. A
frequéncia de amostras negativas e positivas nao diferiu de forma significante
entre os protocolos (p=0,714)

Uso alternativo do CD157 para deteccao de hemoglo-
bindria paroxistica noturna
Diversas proteinas ancoradas por GPI podem ser usa-
das na investigacao de HPN por CFE. Estudos recentes
empregando amostras sanguineas HPN estabilizadas
revelaram desempenho superior de algumas dessas pro-
teinas na deteccao de leucécitos HPN em relagdo aos
marcadores CD14, CD16, CD24 e FLAER."» Dados
recentes de literatura mostraram que o CD157 é um
marcador dotado de alta sensibilidade e especificidade,
além de potencialmente 1til para a deteccao de HPN,
podendo inclusive ser usado para avaliar a expressao de
proteinas ligadas ao GPI em neutrdéfilos e mondcitos na
mesma reacao.314

Para efeito de padronizacao do procedimento cita-
do,™ um protocolo baseado no uso de um tnico tubo
contendo cinco conjugados para andlise simultanea de
neutrdéfilos e mondcitos foi validado em nosso labora-
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tério. Os marcadores empregados encontram-se descri-
tos no quadro 3. Foram utilizados os citdmetros de flu-
x0 Cytomics FC500 e Navios flow cytometer (Beckman
Coulter).

Quadro 3. Ensaio com cinco cores em tubo Unico para investigagédo de hemo-
globinria paroxistica noturna em leucdcitos

Células alvo Anticorpo e fluorocromo  Clone Fabricante
Neutréfilos e monacitos FLAER Alexa Fluor 488 NA Cedarlane
(ensaio com cinco cores) CD157 PE SY1185 Exbio
CD64 ECD 22 Beckman Coulter
CD15 PE-Cyb 80H5  Beckman Coulter
CD45PE-Cy7 J33 Beckman Coulter

FLAER: proaerolisina marcada com fluoresceina; NA: ndo se aplica; PE: ficoeritrina; PE-Cy5: ficoeritrina-cianina 5;
PE-Cy7: ficoeritrina-cianina 7.

Para efeito de comparacio de desempenho, 20
amostras foram analisadas empregando-se o ensaio
atual (quatro cores em dois tubos) e o ensaio com cinco
cores em um tnico tubo. Clones de tamanhos diferentes
foram detectados em neutrofilos (0,2% a 76,0%) e mo-
nécitos (0,9% a 77,0%) em dez amostras, sem diferenga
estatistica entre os tamanhos dos clones HPN detecta-
dos pelos dois métodos (Figuras 5 e 6). As dez amostras
restantes foram negativas em ambos os ensaios.
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Figura 5. Comparacéao do tamanho dos clones de hemoglobindria paroxistica
noturna detectados por ensaios com quatro cores em dois tubos e cinco cores
em um Unico tubo. (A e B) Correlagdes entre neutréfilos CD15+ (A) e mondcitos
CD64+ (B) e diferentes tamanhos de clones de hemoglobintria paroxistica
noturna. A significancia estatistica foi investigada por testes de correlacéo e
regressao linear (R2=0,9998; p<0,0001)
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FLAER: ficoeritrina; HPN: hemoglobindria paroxistica noturna; SSC: side scatter.

Figura 6. Andlise de leucdcitos pelo ensaio de cinco cores em um dnico tubo descrito no quadro 3. As estratégias de gating empregadas para identificagao de
neutréfilos e monécitos encontram-se descritas na figura 3. (A, B, C e D) Tamanho do clone hemoglobindria paroxistica noturna em neutréfilos CD45/CD15+ (A e B)
e mondcitos CD45/CD64+ (C e D), com base na expressao de proaerolisina marcada com fluoresceina e CD157. (E e F) Amostras contendo clones de hemoglobintria
paroxistica noturna tipos Il e lll detectados em linhagens mieloides por ensaios baseados em proaerolisina marcada com fluoresceina e CD157. (G, H, | e J) Linfécitos
(SSCxCDA45) empregados como controle interno para avaliagdo de procedimentos técnicos, desempenho dos reagentes e ajustes do citdmetro de fluxo

Amostras obtidas de um programa de avaliacdo ex-
terna de qualidade (United Kingdom National External
Quality Assessment Service; UK NEQAS) também fo-
ram avaliadas para efeito de validagdo. Como exem-
plo, ensaios baseados em FLAER e CD157 revelaram
0,12% de células em neutréfilos CD154+ em uma das
amostras em questao. Tal resultado mostrou-se compa-
tivel com a faixa de 0,08% a 0,13% proposta nos ensaios
de HPN do UK NEQAS.

Impacto dos avancgos técnicos sobre os custos do
teste para hemoglobindria paroxistica noturna
Os trés cendrios de avancos técnicos descritos acima
foram submetidos a andlise pelo método de custeio
baseado em atividades (ABC - activity-based costing)"!>
para determinacido do impacto da implementagdo de
avancos técnicos sobre o custo dos testes. O método
ABC elimina as varia¢des de rentabilidade e estabele-
ce politicas de preco com base em custos € processos,
incluindo analise de custos variaveis (materiais de con-
sumo, com fracionamento e estimativa de desperdicio),
fixos (servigos médicos e técnicos, infraestrutura e de-
preciagao) e administrativos.

Variaveis importantes, como tempo de incidéncia
do laser, aquisicdo e andlise de dados de CF, custo de re-

agentes e materiais de consumo, e tempo de utilizagao
e custos dos servicos médicos e técnicos, foram consi-
deradas na analise comparativa dos procedimentos téc-
nicos. Os resultados revelaram reducao significativa de
custos. Os custos do ensaio com duas cores mostraram-se
37,0% mais altos do que os do ensaio com quatro cores,
e 45,0% mais altos do que os do ensaio com cinco cores
em tubo unico. Os custos do ensaio com quatro cores
foram 12,7% mais altos do que os do ensaio com cinco
cores em tubo tnico (Figura 7).

120%
100,0%
100%

80% <
63,0%

55,0%
60% -

0% T T 1

Ensaio com 2 cores Ensaio com 5 cores

=g % de redugio de custo

Ensaio com 4 cores

Figura 7. Custeio baseado em atividades. A reducéo nos custos do teste para
hemoglobinria paroxistica noturna foi associada aos procedimentos técnicos.

0 ensaio de duas cores foi considerado o ponto de partida para a analise
comparativa dos procedimentos técnicos deste estudo (ensaio com quatro cores
em dois tubos, e com cinco cores em um (nico tubo)
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DISCUSSAO

Este estudo retrospectivo retrata nossa experiéncia de
10 anos na detecgao de clones HPN por meio de CF e
discute avancos técnicos recentes, cuja implementacio
levou ao aumento da resolucido e da sensibilidade na
deteccao de clones HPN de pequeno tamanho. Para tal,
as recomendacoes listadas em diretrizes internacionais
foram acatadas e os procedimentos técnicos devida-
mente atualizados.®8%1416-18)

Nos ensaios de leucocitos, o maior avanco no diag-
nostico e, principalmente, no monitoramento de clones
HPN se deveu ao uso de FLAER, por sua maior precisao
e sensibilidade. Acredita-se que tal marcador seja capaz
de detectar clones pequenos em niveis de aproximada-
mente 0,5%,'” especialmente em casos de neutropenia
grave, anemia aplastica (AA) e sindromes mielodis-
plasicas (SMD).1>2) A substituicao do CD55/CD59 por
FLAER/CD14 (mondcitos) ou FLAER/CD24 (neutrofi-
los) em nossos procedimentos levou a melhora da resolu-
¢ao dos dados de CF (Figuras 3E a 3H), principalmente
no que se refere a clones de pequeno tamanho.

Um ensaio consagrado de alta sensibilidade para
deteccao de leucocitos HPN (ensaio com cinco cores
em tubo tnico)! foi recentemente validado em nos-
so laboratorio de CF (Figura 6). A comparacgio de 20
amostras analisadas por este e pelo ensaio com quatro
cores em dois tubos revelou altos niveis de correlagao
(Figura 5). Clones HPN de tamanho semelhante foram
detectados em 10 das 20 amostras analisadas por am-
bos os métodos, enquanto nas 10 amostras restantes
nenhum clone foi detectado.

Curiosamente, o CD157 mostrou-se capaz de de-
tectar leucdcitos HPN tipo II (Figuras 6E a 6F), fato
esse ja relatado em estudos prévios,>'¥ embora de sig-
nificado clinico ainda desconhecido.®*'9 A deteccdo de
leucdceitos HPN tipo II nao se restringe ao emprego do
CD157; marcadores como CD55, CD59, CD24 (neutro6-
filos) e até mesmo CD14 (mondcitos) também podem
ser utilizados para tal fim.

O maior desafio técnico envolvido na anélise de eri-
trécitos reside na combinacdo de diferentes anticorpos
conjugados sem induzir agregacao eritrocitaria impor-
tante que possa prejudicar a deteccao de clones HPN ti-
pos II e I1I. Embora o CD55 e o CD59 sejam os mais tra-
dicionais, os anticorpos CD235 a e CD59 conjugados com
FITC e PE, respectivamente, sao os marcadores mais
bem estabelecidos.”? O emprego de tal combinag¢ao me-
lhorou a resolucdo nas andlises de eritrdcitos (Figura 2).
Cabe frisar que, antes da implementacao de avancgos téc-
nicos como titulacao e dilui¢ao adequada de marcadores
de eritrdcitos e racking das amostras antes da aquisicao
de dados, a diferenciacao entre clones HPN tipos II e III
nao era possivel, principalmente nos clones pequenos.
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Eritrécitos HPN tipos 11 e 111 apresentam niveis dife-
rentes de sensibilidade a agao litica do complemento,® e
sua correta identificagdo guarda relacdo com as manifes-
tagoes clinicas e sintomas da doenga. Manifestacoes cli-
nicas associadas a hemdlise intravascular foram relatadas
em pacientes com mais de 20% de células HPN tipo II1.®)

O monitoramento do tamanho do clone € impor-
tante para o tratamento do paciente. O monitoramento
de casos com evidéncias de pequenos clones requer en-
saios de CF de alta resolucdo e sensibilidade. A técni-
ca descrita neste artigo mostrou-se capaz de detectar
clones HPN pequenos (Figuras 3E a 3H e Figuras 6B a
6D), permitindo a aquisicao de um milhao de eventos
com sensibilidade de 0,01%.(9 Entretanto, cabe res-
saltar que clones grandes podem ser adequadamente
detectados e monitorados por meio de ensaios de alta
precisao e baixa sensibilidade.

A deteccao de clones HPN pequenos e subclinicos
em pacientes com AA e SMD foi relatada.”* O mo-
nitoramento do tamanho do clone ¢ importante, uma
vez que alguns pacientes, principalmente os acometidos
por AA, podem responder a terapia imunossupressora;
além disso, a expansao do clone HPN pode desenca-
dear manifestacOes clinicas relacionadas a HPN.(1%20)

Além de inovacao técnica, a atualizacdo dos pro-
tocolos de CF proporcionou reducido importante dos
custos dos testes para HPN, conforme indicam os re-
sultados da analise de custeio (Figura 7). A redugao dos
custos mostrou-se associada a diminui¢ao do tempo de
preparo das amostras, a aquisicao e analise dos dados,
ao menor custo dos reagentes e materiais de consumo,
e a diminui¢ao do tempo de utilizacao e custos dos ser-
vigos médicos e técnicos. Por motivos de confidenciali-
dade, nao foi possivel traduzir a reducao de custos em
valor de moeda. Entretanto, tomando-se o ponto de
partida para a andlise comparativa (ensaio com duas
cores; Figura 7) como 100%, seria possivel atribuir ao
mesmo um valor em moeda nacional (por exemplo,
R$ 1,00) para efeito de célculo da redugao de custos em
valor monetario. Além disso, o sangue periférico normal
deixou de ser usado como controle interno, passando-se
a empregar populacoes HPN negativas e positivas na
avaliacdo dos procedimentos técnicos, desempenho dos
anticorpos/reacoes e ajustes da CF (Figuras 6G a 6J).

Nosso laboratorio, passou a integrar os programas
de avaliagio externa de qualidade UK NEQAS e College
of American Pathologists em novembro de 2004 e abril
de 2006, respectivamente. Em abril de 2013, passamos
a participar também do programa UK NEQAS HPN
High-Resolution. Cabe destacar o papel de tais progra-
mas na avaliagdo da qualidade, desempenho e sensibi-
lidade dos testes para HPN. A implementacao de agoes
corretivas e o refinamento continuo com base nos resul-
tados dos programas de avaliacdo externa de qualidade
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nos permitiram aprimorar os protocolos de detecgao de
HPN por CFE.

CONCLUSAO

A metodologia de citometria de fluxo empregada no
diagnostico da hemoglobindria paroxistica noturna em
nosso laboratorio foi atualizada de acordo com as reco-
mendagoes disponibilizadas na literatura para procedi-
mentos técnicos, analise e interpretacao de dados, ela-
boracao do relatério final e avaliacao de fidedignidade.
A implementagao de novas estratégias metodoldgicas
resultou em refinamento das técnicas de analise para
diagndstico e/ou monitoramento da hemoglobiniria
paroxistica noturna, com melhor resolucao e deteccao
de clones de hemdcias e leucdcitos, e caracterizacao
mais precisa de seu tipo e tamanho, principalmente em
amostras contendo clones pequenos (citometria de flu-
xo de alta sensibilidade). Além disso, a atualizacio téc-
nica promoveu reducao significativa de custos.
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