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RESUMO

Introducio: A hemoglobintria paroxistica noturna (HPN) é uma enfermidade clonal adquirida de células-tronco hematopoiéticas;
caracteriza-se clinicamente por hemélise intravascular cronica, faléncia medular e hipercoagulabilidade, levando a tromboses. E uma
rara desordem das células-tronco hematopoiéticas que ocorre devido a uma mutagdo somatica no gene fosfatidilinositol glicano classe A
(PIG-A). Objetivo: Este trabalho teve como objetivo revisar a importancia do rastreamento e monitoramento de individuos com alto risco
de desenvolvimento da HPN, pois o diagndstico precoce da doenca é essencial para um melhor progndstico e a escolha do tratamento para o
paciente. Metodologia: Foi realizada uma revisdo com mais enfoque na fisiopatologia e no diagndstico da HPN. O foco principal da pesquisa
foi 0 uso da técnica da citometria de fluxo para a deteccio da doenca. Resultados: Esse gene codifica uma enzima essencial na formacao
de glicosilfosfatidil inositol (GPI), a qual atua como molécula ancora de diversas proteinas de membrana nas células hematopoiéticas.
Aalteracio da sintese de GPT gera uma perda parcial ou completa de proteinas que necessitam dessa molécula-ancora para se ligarem a
superficie celular. Entre estas proteinas estao 0 CD55 e 0 CD59 presente em eritrdcitos, que controlam a ativacdo da cascata do complemento.
Concluséo: 0 exame de imunofenotipagem por citometria de fluxo € considerado o teste de referéncia para diagndstico de HPN, pois a
técnica € altamente sensivel e especifica, apresentando vantagens como a identificacio quantitativa de pequenas populagdes de células
com fenotipo HPN e a capacidade de distinguir células com deficiéncia parcial ou total de protefnas ancoradas pela GPIL.

Unitermos: hemoglobintria paroxistica; citometria de fluxo; imunofenotipagem.

ABSTRACT

Introduction: The paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is an acquired clonal disease of the hematopoietic stem cells, and
itis clinically characterized by chronic intravascular hemolysis, bone marrow Jailure and hypercoagulability leading to thrombosis.
1t is a rare disorder of the hematopoietic stem cells that occurs due to a somatic mutation in the gene phosphatidylinositol glycan
class A (P1G-A). Objective: Here we reviewed the importance of screening and monitoring of individuals with high risk of developing
PNH, since the early diagnosis of the disease is essential for better prognostic and treatment choice for the patient. Method: A review
was carried out with great focus on the pathophysiology and diagnosis of PNH, mainly with the use of flow cylomelry technique
lo detect the disease. Resulls: This gene codifies an enzyme essential to the formation of glycosylphosphatidylinositol (GPI), which
acts as a molecular anchor for many membrane proteins. The alteration of GPI synthesis promoles a partial or complete loss
of proteins that needs this molecular anchor to bind to the cell surface. Among these proteins are the CD55 and the CD59, which
control the activation of the complement cascade. Conclusion: The immunophenotyping exam with flow cytometry is considered
the reference test for PNH diagnosis, since the technique is highly sensitive and specific, presenting advantages as the quantitative
identification of small populations of cells with PNH phenotype and the capacity to distinguish cells with partial or total deficiency
of GPL-anchored proteins.
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Aimportancia da citometria de fluxo no diagndstico e monitoramento da hemoglobintiria paroxistica noturna

RESUMEN

Introduccion: La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es una enfermedad clonal adquirida de células madre
hematopoyéticas; se caracteriza clinicamente por hemolisis intravascular cronica, insuficiencia medular e hipercoagulabilidad,
que conduce a trombosis. Es un trastorno raro de las células madre hematopoyéticas que ocurre debido a una mutacion
somditica en el gen fosfatidilinositol-glicano de clase A (P1G-A). Objetivo: Este estudio tuvo como objetivo revisar la imporiancia
del cribado y seguimiento de individuos con alto riesgo de desarrollar HPN, pues el diagnistico precoz de la enfermedad es vital
para un mejor prondstico y la eleccion del tratamiento del paciente. Métodos: Se realizo una revision con mayor enfoque en la
Jisiopatologia y diagnastico de la HPN. El foco principal de la investigacion fue el uso de la técnica de citometria de flujo para
detectar la enfermedad. Resultados: Ese gen codifica una enzima esencial en la formacion de glicosilfosfatidil inositol (GPI), que
actiia como molécula de anclaje para varias proteinas de membrana en las células hematopoyéticas. Cambiar la sintesis de GPI
genera una pérdida parcial o total de proteinas que necesitan esta molécula de anclaje para unirse a la superficie celular. Entre
esas proleinas se encuentran CD55 y CD59 presentes en los eritrocilos, que controlan la activacion de la cascada del complemento.
Conclusion: La técnica de inmunofenotipificacion por citometria de flujo se considera la prueba de referencia para el diagndstico
de HPN, ya que es altamente sensible y especifica, presenta ventajas como la identificacion cuantitativa de pequerias poblaciones
de células con el fenotipo de HPN y la capacidad de distinguir células con deficiencia parcial o total de proteinas ancladas por GPI.

Palabras clave: hemoglobinuria paroxistica; citometria de flujo; inmunofenotipificacion.

INTRODUQAO hemoglobindria era o resultado da sensibilidade anormal dos
eritrocitos a acidose sistémica, decorrente do actimulo de dioxido
de carbono durante o sono. Em 1937, Thomas Ham observou que
os eritrocitos HPN eram hemolisados quando incubados com soro
normal acidificado. Essa descoberta resultou no primeiro teste
diagndstico para HPN, conhecido como teste de Ham. Entdo, com
a descoberta da via alternativa do complemento, 0 aumento da
sensibilidade dos eritrdcitos HPN foi atribuido a lise mediada pelo
complemento®”.

A hemoglobintiria paroxistica noturna (HPN) € um distdrbio
clonal adquirido de células-tronco hematopoiéticas, clinicamente
caracterizado por hemolise intravascular crénica, faléncia
medular e hipercoagulabilidade, causando tromboses — principal
causa de morte na doenga, mesmo quando tratada®™?. Fadiga,
dor abdominal, doenca renal cronica, disfagia e disfunco erétil
sdo sintomas caracteristicos da doenca e podem ser atribuidos a
hemolise intravascular intensa e a liberacéo de hemoglobina livre. Atualmente, a citometria de fluxo (CF) € o método mais
A hemoglobindria, apesar de estar presente em poucos pacientes, preciso e informativo para o diagndstico e monitoramento da

também pode ser considerada um sintoma caracteristico da  HPN, pois sua alta-especificidade e sensibilidade permitem a
identificacdo quantitativa de pequenas populacdes de clones

de células HPN®®. O diagndstico precoce e o monitoramento
continuo de individuos com alto risco para HPN sio essenciais
para um melhor prognastico e escolha do tratamento, e podem ter
um impacto positivo na evolugdo dos pacientes em longo prazo®?.
Com base no contexto oferecido, este trabalho teve como objetivo

estimada de 1,5 novos casos por um milhdo de individuos a apresentar uma revisao sobre os conceitos atuais no diagndstico e
cada ano e sobrevida média de 10 a 15 anos apds o diagndstico.  monitoramento de HPN por CE

Também € considerada subdiagnosticada quando associada a
outras entidades, como na faléncia medular®. E mais comum em
adultos jovens, mas ha relatos de casos na infancia e na idade ~ FISIOPATOLOGIA DA HPN
avancada. Em ocidentais, as manifestacdes de infecco e trombose
s40 mais comuns, enquanto nos asiaticos prevalece a insuficiéncia
da medula dssea?.

HPN® 9. A doenca frequentemente se apresenta com infeccdes
recorrentes, neutropenia e trombocitopenia, e pode surgir
associada a outras doencas hematoldgicas, como anemia apldsica
(AA) e sindromes mielodispldsicas(SMD) %2,

A HPN é uma doenca considerada rara, com incidéncia

A HPN caracteriza-se pela expansao clonal nio maligna de
uma ou varias células-tronco hematopoiéticas que adquiriram
A primeira descricio de HPN como uma sindrome clinica ~ uma mutacio somatica no gene fosfatidilinositol glicano classe A
foi feita em 1882 pelo Dr. Paul Striibing, que sugeriu que a  (PIG-4), localizado no brago curto do cromossomo X (Xp22.1) de

€2992021
2



Lethicia R. Ehlert; Camila L. Silva; Allyne Cristina Grando

uma célula pluripotente”. Essas mutagdes causam um bloqueio
precoce da sintese de ancoras de glicosil-fosfatidil inositol (GPI).
0 GPI € um glicolipidio responsavel por manter mais de 150
diferentes protefnas aderidas 2 membrana plasmatica das células
sanguineas com fungdes especificas™> 112,

A redugdo na sintese de uma molécula madura de GPI gera
auséncia de todas as proteinas de superficie normalmente ancoradas
por ela. Desse modo, as células sanguineas do clone HPN apresentam
algum grau de deficiéncia dessas proteinas, e esse grau pode ser
classificado como: células HPN tipo I (normal), tipo IT (deficiéncia
parcial de GPI) e tipo I1T (deficiéncia total de GPT)"?. A andlise das
proteinas ancoradas no GPI na superficie das células hematopoiéticas
HPN revela que aproximadamente 40% dos individuos doentes
apresentam uma combinagdo dos tipos I, [T e T[4,

Entre as proteinas ancoradas no GPI estdo o fator acelerador
da degradacdo do complemento (DAF) e o inibidor da lise de
membrana (MIRL), também conhecidos como CD55 e CD59,
respectivamente. Essas proteinas ativam a cascata complemento,
logo, a hemdlise da HPN € resultado do aumento da suscetibilidade
desses eritrocitos clonais ao complemento, pela reducdo ou
auséncia completa de proteinas regulatérias na superficie
celular® 131,

0 sistema complemento € composto por mais de 20 proteinas
séricas que interagem de forma precisa levando a geracdo de
produtos com propriedades imunorregulatorias, imunoprotetoras,
pro-inflamatérias e citoliticas. Existem trés vias pelas quais o
complemento € ativado: a cldssica, a lecitina e a via alternativa.
Todas elas resultam na geracdo de complexos C3-convertase, que
mediam a quebra do C3 em C3a e C3b"319,

0 CD59 interage diretamente com o complexo de ataque a
membrana (MAC) para evitar a formacao dos poros litico que
bloqueiam a agregacio do C9"”, enquanto o CD55 acelera a taxa
de destruicdo da C3-convertase"®. Desse modo, 0 CD55 reduz a
quantidade de C3 que € clivada, e o CD59 reduz o nimero do
MAC que € formado. A via alternativa para ativar o complemento
€ o centro desses mecanismos. Nessa via, a proteina C3 hidrolisa
espontaneamente e leva a formacio da C3-convertase (processo
também conhecido como fick-over). A hemolise na HPN € cronica
devido a um continuo estado de ativacao do complemento através
do tick-over. O mecanismo de hemdlise intravascular inicia-se
com o aumento da atividade de C3-convertase na superficie de
eritrocitos HPN, como consequéncia da falta de CD55. Isso acarreta
aativagdode C3, C5edavia terminal do complemento, culminando
na formagao do MAC. Em condicdes normais, a formacao do MAC
estd sob a regulamentacdo do CD59. A auséncia de CD59 em
eritrcitos HPN leva a formacao descontrolada do MAC, resultando

em hemolise intravascular mediada pelo complemento™'. Das
duas proteinas, a CD59 € a mais importante na prote¢io contra
lise celular mediada por complemento® (Figura1).
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FIGURA 1 —Agdo do complemento em pacientes com HPN (A) e em individuos sauddveis (B).
Devido a presenca das proteinas de membrana MIRL e DAF, os erilricilos normais sio
protegidos contra a ativacdo do sistema complemento (B). A deficiéncia de MIRL e DAF faz
com que os eritricitos fiquem sensiveis ao ataque do complemento, resultando em hemalise (4)

Adaptado de Devalet et al. (2015)°".
HPN: hemoglobindiria paroxistica noturna; RBC: globulos vermelhos; MAC: complexo de ataque
a membrana; MIRL: inibidor da lise de membrana; DAF degradacdo do compl fo.

0 6xido nitrico é o principal regulador da fisiologia vascular,
e a maioria das manifestaces clinicas da HPN sio facilmente
explicadas por sua deplecio tecidual. A hemoglobina livre no
plasma tem grande afinidade pelo 6xido nitrico e o remove da
circulagdo, o que pode levar a distonia do musculo liso, ativagio e
agregacio plaquetdria®.

A depleciio tecidual de oxido nitrico manifesta-se clinicamente
como astenia, dor abdominal, espasmo esofagiano, disfagia,
impoténcia sexual masculina e possivelmente trombose. Todas essas
manifestacdes clinicas sio mais comuns em pacientes com grandes
populagdes de clone HPN®. A propensdo a eventos tromboticos pode
ser fatal, uma vez que as tromboses ocorrem predominantemente
em locais incomuns, como veias supra-hepdticas (sindrome de
Budd-Chiari), veias porta, esplénica e mesentérica, ou em veias do
sistema nervoso central. A fisiopatologia da trombose na HPN nio
€ bem compreendida; contudo, estudos recentes sugerem que pode
haver uma relagio entre trombose, reducéo do éxido nitrico e hiper-
-reatividade plaquetdria induzida pela hemdlise®.

CLASSIFICACAO CLINICA DA HPN

A capacidade de deteccio de clones GPI-deficientes usando
técnicas mais sensiveis, como a CF, aumentou a incidéncia de
pacientes com diagndstico de HPN®, Observa-se, no entanto, que
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a heterogeneidade da doenca torna imprescindivel a correlacio
clinica e, para um bom manejo terapéutico, tanto o grau de
faléncia medular quanto a intensidade da hemdlise devem ser
levados em consideracdo™ .,

Em 2005, o Grupo Internacional de Interesse em HPN (IPIG),
com base nas caracteristicas clinicas, nas caracteristicas da
medula Gssea e no tamanho do clone mutante, reconheceu trés
subcategorias da doenga, enfatizando a presenca de hemdlise e/ou
trombose e anormalidade medular subjacente (Tabela 1)®.

TABELA 1 — Classificacao da HPN

Categoria Medula 6ssea . Hemdlise Clone HPN
intravascular
Hipocelular com  Forte (LDH elev
Mipocelular com —Forte (LDH elevado, .1, (500 1005
dreas de hiperplasia ~ muitas vezes N
. o o da populagio de
HPN cléssica eritréide e com episodios de .
. o granuldcitos GPT
morfologia normal  hemoglobintria .
- deficientes
ou quase normal  macroscopica)
Leve (muitas vezes
. Evidéncia com minimas Médio (25%-50%)
HPN associada . N N
. concomitante de alteracdes de da populagao de
a sindromes de p -
- uma sindrome de marcadores granuldcitos GPT
faléncia medular " S .
faléncia medular ~ bioquimicos de deficientes
hemodlise)
Evidéncia Nenhuma -y oo (< 25%)
. evidéncia clinica N
. concomitante de R da populacio de
HPN subclinica . ou bioquimica s
uma sindrome de pn granuldcitos GPI
- de hemolise .
faléncia medular ) deficientes
intravascular

Adaptado de Parker (2012).
HPN: hemoglobiniria paroxistica noturna; GPI: glicosil-fosfatidil inositol; LDH: lactato
desidrogenase; *baseado nas recomendagoes do Grupo Internacional de Interesse em HPN

(IPIG)™.

DIAGNOSTICO DA HPN

0 diagnostico laboratorial da HPN foi inicialmente baseado
em testes que mostraram aumento da sensibilidade das hemdcias a
lise mediada pelo complemento em meio 4cido ou rico em sacarose
(testes de Ham e sacarose). No entanto, apesar da boa especificidade
desses testes, ambos tém baixa sensibilidade e podem apresentar
resultados falso negativos em pacientes com pequenos clones HPN
que sofreram hemolise recentemente ou que receberam transfusdo
de sangue. Hoje, a importancia desses testes é apenas historica: eles
nfo sao mais recomendados na triagem de HPN®**+%),

Atualmente, o diagndstico especifico e a classificacio da HPN
sao feitos pela deteccio de antigenos ancorados por GPI em células
hematopoiéticas, utilizando anticorpos monoclonais avaliados

por CF em células do sangue periférico. A CF serve também como
ferramenta para medir o tamanho do clone HPN. Além disso, os
fenctipos especificos da HPN sao melhores estabelecidos com analises
detalhadas da populacio de eritrdcitos, contagem inicial completa
do sangue, biomarcadores de hemdlise [lactato desidrogenase
(LDH), bilirrubina, haptoglobina] e reservas de ferro®.

CF

A CF € uma metodologia capaz de medir simultaneamente
multiplos parimetros de particulas ou células individuais em
suspensao, por meio de um sistema de fluxo continuo. O citometro
de fluxo € o equipamento necessrio para o método, consistindo
em um sistema 6ptico formado por um conjunto de /asers que
emitem luz sobre as particulas analisadas. A dispersao da luz
emitida em diversos angulos por essas particulas pode distinguir
diferencas de tamanho e complexidade interna, que s3o captadas
por detectores forward scatter (FSC) e side scatter (SSC). Além
disso, a presenca de detectores de fluorescéncia no citometro
possibilita a realizacdo da técnina de imunofenotipagem por
CE, permitindo a identificacio de uma variedade de antigenos
celulares, por meio da emissdo de luz por fluorocromos acoplados
a anticorpos monoclonais especificos®.

0 exame de imunofenotipagem por CF é considerado o teste
de referéncia para deteccdo de HPN, uma vez que a técnica é
altamente sensivel e especifica, apresentando vantagens como
a possibilidade de analisar eritrcitos, leucdcitos e plaquetas; a
identificacdo quantitativa de pequenas populacdes de células com
fendtipo HPN e a capacidade de distinguir células com deficiéncia
parcial ou total de proteinas ancoradas por GPI* %9,

0s marcadores CD55 e CD59 foram utilizados classicamente
em eritrocitos para detectar clones HPN, pois, além de estarem
associados as manifestacoes predominantes de hemdlise, estao
distribuidos uniformemente em todas as linhagens hematopoiéticas.
Os anticorpos monoclonais anti-CD59 e anti-CD55 ligam-se
especificamente a proteinas ancoradas pela GPI e sua auséncia
pode ser usada para detectar pequenas populacdes de células
HPN%222_ Contudo, 0 CD55 geralmente apresenta baixa intensidade
de expressio na membrana dos eritrocitos, ndo representando
um bom marcador para HPN. Apenas a andlise do antigeno CD59
sobre as hemdcias (células positivas para glicoforina A, também
conhecida como CD235a) € usada para identificar o tamanho do
clone HPN nos eritrdcitos®.

Atualmente, a avaliagdo apenas dos eritrocitos em ensaios
de rotina ndo é considerada adequada, jd que apresenta pouca
sensibilidade devido 2 meia-vida curta (20-45 dias) dos eritrdcitos
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HPN circulantes, ndo sendo apropriada para detectar pequenos
clones HPN (< 1%) em AA e SMD. Além disso, o quadro hemolitico
e as transfusdes de sangue podem subestimar o tamanho do
clone® *_ Em contraste, a anlise por CF do clone HPN em
granuldcitos fornece uma estimativa mais precisa do tamanho do
clone, que € a andlise aceita como padrao-ouro para o diagndstico
de HPN. A andlise de mondcitos é geralmente realizada para
confirmar os resultados encontrados em granuldcitos®.

0 fluorescent laeled aerolysin (FLAER) € um reagente de
aerolisina fluorescente recentemente desenvolvido, que tem sido cada
vez mais utilizado no diagnostico da HPN por CF®3. A aerolisina,
que é o principal fator de viruléncia da bactéria Aeromonas
hydrophila, é secretada como proaerolisina e se liga de maneira
seletiva e com alta afinidade 4 porcio glicana da ancora GPI® 3V,
Uma das vantagens de usar o FLAER € que 0 ensaio nao € afetado pela
diferenca na expressao das proteinas ancoradas pela GPT em células
que se encontram em estagios de maturagio anteriores*”, Quando
o FLAER é combinado com anticorpos contra antigenos ancorados
pela GPT em granuldcitos (CD16/CD24) ou em mondcitos (CD14),
é possivel detectar a presenca de clones HPN minimos, como 0,01%.
0 avanco tecnologico da CF multiparamétrica também permite a
utilizacio da imunofenotipagem com marcadores de proteinas no
ancoradas pela GPI (por exemplo, CD33 e CD15), para permitir a
caracterizacao da linhagem celular quando combinada com o
reagente FLAER® 32,

0 critério estabelecido para diagnéstico e monitoramento da
HPN é a evidéncia de populacio clonal de células GPI-deficientes
(clone HPN) em pelo menos dois marcadores diferentes (duas
proteinas associada a0 GPI ou uma proteina associada a0 GPI
e a0 FLAER) em pelo menos duas linhagens hematopoiéticas
distintas, uma vez que existem raras deficiéncias congénitas de
CD55 ou CD59 que podem ser responsaveis por resultados falso
positivos®* (Figura 2).

Em um estudo realizado por Brodsky e al. (2000)%?, foi
observada maior acurdcia do FLAER na detecgdo de pequenos
clones HPN, em comparagdo com os ensaios de CF que utilizam
somente anticorpos monoclonais. Alguns estudos sobre a populacao
dos granuldcitos observaram que o uso de combinagoes de FLAER/
(D24 oferecem estimativa mais precisa do tamanho do clone
HPN® %3 FEm 2014, Sutherland ef al. (2014)% avaliaram a
eficiéncia de um ensaio de cinco cores em um tnico tubo usando
acombinacdo de FLAER, CD157, CD64, CD15 e CD45 para detectar
simultaneamente clones HPN em granuldcitos e mondcitos. Nos
resultados obtidos no estudo, o CD157 apresentou niveis elevados
de sensibilidade, demonstrando ter um o6timo custo-beneficio
quando comparado com os ensaios que realizam a andlise de
granuldcitos e mondcitos em tubos separados®?.
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FIGURA 2 — Andlise imunofenotipica de clones de HPN em sangue periférico

A) os neutrdfilos foram selecionados pela positividade ao CD45, CD10 e CD64, e os clones foram
identificados pela deficiéncia de FLAER e CD16. No primeiro grdfico, lemos em vermelho um
clone HPN de 56% nos neutrdfilos; B) os mondcitos foram selecionados pela positividade ao
CD45 e CD6A4. 0s clones foram identificados pela auséncia de FLAER e CD14. No segundo
grdfico, temos em vermelho um clone HPN de 58% em mondcitos; C) os eritrocitos foram
selecionados pela positividade ao CD235a (glicoforina A) e auséncia de CD61, CD45 e CD64.
Os clones HPN foram identificados pela deficiencia de CDS9. O dltimo grdfico apresenta trés
1ipos de células que podemos encontrar em amostras positivas para HPN: células com auséncia
completa de expressao do CD59 (ipo 1ll) em vermelho, células com fraca expressio do CD59
(tipo 1) em lilds e células sauddveis, com forte expressao do CD59 (tipo 1) em azul

Imagem de propria autoria.
HPN: hemoglobindiria paroxistica noturna; FLAER: fluorescent laeled aerolysin; FITC:
fluorescein isothiocyanate; PerCP: peridinin chlorophyll protein complex; APC: allophycocyanin.

Em 2003, Yang ef al. (2013)® investigaram o desempenho
de varios marcadores imunofenotipicos, incluindo os anticorpos
monoclonais CD235a, CD33, CD15 combinados com CD59, CD16,
(D24, CD14 e FLAER em um painel HPN usando CF de seis cores.
0s resultados obtidos corroboram a premissa de que a CF de seis
cores com um painel HPN utilizando a combinagdo de CD59,
(D235a,CD33, D15, FLAER, CD16, CD24 e CD14 pode aumentar e
melhorar a sensibilidade dos métodos atuais usados no diagndstico
e tratamento da HPN, identificando especificamente clones HPN
na populacdo de eritrdcitos, granulocitos e mondcitos®”.

INDICACOES CLINICAS PARA
RASTREAMENTO DE HPN

0 diagndstico precoce é conhecido por ser essencial para
um melhor progndstico e escolha do tratamento para o paciente
com HPN“?. Portanto, a Sociedade Internacional de Citometria
de Fluxo (ICCS) e o Grupo Internacional de Interesse em HPN
(IPIG) recomendam a avaliacdo e o monitoramento continuo das
populacdes de pacientes em alto risco para HPN (Tabela 2)**.

Movalia ef al., em 2011, realizaram uma analise da incidéncia
de clones HPN em 6.897 pacientes com recomendagdes para testes
de acordo com as orientagdes da ICCS e do IPIG®. A CF detectou a
presenca de clone HPN em um de 16 pacientes (421/6.897), com a
propor¢ao de clones HPN excedendo 1%, sendo um em 27 pacientes

(255/6.897).
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TABELA 2 — Indicagdes clinicas para testes de HPN

Populagdes de alto risco de HPN" Incidéncia de clone HPN*

Anemia hemolitica Coombs negativa 22,7%
Hemoglobinuria 18,9%

Anemia apldsica 26,3%

Sindrome mielodispldsica do tipo anemia refratdria 5,5%
Citopenias inexplicadas 57%

Trombose inexplicada (venosa ou arterial) 1,4%

HPN: hemoglobiniiria paroxistica noturna; “baseado nas orientagoes da Sociedade
Internacional de Citomelria de Clinica (ICCS) e do Grupo Internacional de Interesse em
HPN (IPIG)* 7; *dados obtidos do estudo realizado por Movalia et al. (2011)%7.

Pacientes com anemia hemolitica Coombs negativa ou
com deficiéncia férrica concomitante tém maior probabilidade
de apresentar clones HPN®. Aproximadamente um em cada
quatro pacientes com anemia hemolitica apresentam esses
clones®. Embora hemoglobintdria néo esteja presente em todos
pacientes com HPN, é um sinal de hemdlise intravascular®,
e a triagem para HPN deve ser feita em qualquer paciente com
hemoglobintria®. Aproximadamente um em cada cinco
pacientes com hemoglobintria tém clones HPN®?. Ao mesmo
tempo, segundo Parker ef al. (2005)”, apenas 26% dos portadores
de HPN relatam hemoglobintiria na apresentacio.

A relacio entre HPN e AA foi inicialmente exposta por Dacie
(1961)87 e Lewis (1967)¥, e hoje a maioria dos individuos com
HPN sdo conhecidos por apresentar alguma evidéncia de faléncia
medular. Estudos de historia natural confirmam essa associacao,
mostrando que a prevaléncia na deteccio de clone HPN em
pacientes com antecedente de A pode variar entre 23%" e 38% .
A maioria dos pacientes com essa associacao expressa apenas um
pequeno clone HPN (< 10%) . entretanto, 0 ambiente medular
pode promover a expanso desse clone™. Em um estudo com 27
pacientes com AA, 48% apresentaram um aumento do tamanho do
clone HPN. No entanto, o significado clinico de um clone pequeno
de células HPN em portadores de AA permanece incerto. Esses
clones podem permanecer estaveis ou aumentar e até diminuir de
tamanho, ou mesmo desaparecer”,
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