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RESUMO

OBJETIVO: Evidenciar a melhor estratégia de escolha de anticorpos para caracterizar a presenca de clones de
hemoglobintria paroxistica noturna (HPN) em pacientes submetidos & investigacdo diagnéstica de leucemias agudas
ou em acompanhamento terapéutico. MATERIAIS E METODOS: Foram analisadas 41 amostras de sangue periférico e
medula éssea de pacientes portadores de leucemia aguda submetidos & investigacdo diagnéstica ou em acompanhamento
terapéutico de dois hospitais oncolégicos e publicos de Belém, de fevereiro a julho de 2015. RESULTADOS: Do total
de amostras, 58,5% eram do género masculino, 41,5% estavam na faixa etéria de 0-10 anos, 56,1% estavam em
investigacdo diagnéstica e 43,9% em acompanhamento terapéutico. Dos casos em diagnéstico, 43,5% (10/23) eram
de leucemia linfobldstica aguda de células B comum e 26,1% (6/23) de leucemia mieloide aguda. A presenca de clones
de HPN foi verificada em 9,8% (4/41) do total investigado, sendo 3/4 observados na investigacdo diagndstica e 1/4 em
paciente em acompanhamento terapéutico, sem recaida. A combinacéo dos anticorpos FLAER/CD59PE/CD45Per-Cy5
em blastos e linfécitos, FLAER/CD15PE/CD45Per-Cy5/CD24APC em granulécitos e FLAER/CD14PE/CD45Per-Cy5/
CD64APC em mondcitos mostrou-se como a melhor estratégia para caracterizar a presenca de clones de HPN nesses
pacientes, independente do tipo de amostra. CONCLUSAO: A presenca de clones de HPN em portadores de leucemias
agudas néo dependeu da ontogenia celular ou do estdgio do paciente (diagndstico ou acompanhamento terapéutico).
A melhor estratégia de anticorpos para a identificacdo de clones HPN em blastos leucémicos, independente da sua
ontogenia, foi por meio da combinacdo de FLAER com CD45.

Palavras-chave: Hemoglobiniria Paroxistica; Leucemia; Citometria de Fluxo.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To highlight the best antibody selection strategy to characterize the presence of paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria (PNH) clones in patients undergoing diagnostic investigation of acute leukemia or in therapeutic follow-up.
MATERIALS AND METHODS: Forty-one peripheral blood and bone marrow samples from patients with acute leukemia who
underwent diagnostic investigation or therapeutic follow-up at two oncological and public hospitals in Belém, Paré State,
Brazil, from February to July 2015, were analyzed. RESULTS: A total of 58.5% were male, 41.5% were 0-10 years old,
56.1% were under diagnostic investigation, and 43.9% were under therapeutic follow-up. Among cases under diagnostic
investigation, 43.5% (10/23) were B-cell acute lymphoblastic leukemia and 26.1% (6/23) acute myeloid leukemia.
The presence of PNH clones was observed in 9.8% (4/41) of cases, being 3/4 under diagnostic investigation and 1/4
under therapeutic follow-up, without relapse. The combination of FLAER/CD59PE/CD45Per-Cy5 antibodies in blasts and
lymphocytes, FLAER/CD15PE/CD45Per-Cy5/CD24APC in granulocytes, and FLAER/CD14PE/CD45Per-Cy5/CD64APC
in monocytes proved to be the best strategy to characterize the presence of PNH clones in these patients, regardless of
sample type. CONCLUSION: The presence of PNH clones in patients with acute leukemia did not depend on cell ontogeny
or patient stage (diagnosis or therapeutic follow-up). The best antibody strategy for the identification of PNH clones in
leukemic blasts, regardless of their ontogeny, was by combining FLAER with CD45.
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INTRODUCAO

A hemoglobintria paroxistica noturna (HPN) é uma
desordem clonal de células-tronco hematopoiéticas
rara, que surge principalmente pela  mutacéo
somdtica do gene glicosilfosfatidilinositol  (GPI -
glycophosphatidylinositol) classe A (PIGA) e resulta
no bloqueio precoce da sintese da dncora de GPI,
responsdvel por manter aderidas & membrana
plasmdtica dezenas de proteinas com  funcées
especificas'??. A deficiéncia de GPI leva & auséncia de
ligacdo das proteinas normalmente ancoradas a ela,
como o inibidor da lise reativa da membrana (CD59)
e o fator acelerador do decaimento (CD55), que
regulam a atividade litica do complemento®*, gerando
alteracdes clinicas associadas & hemdlise intravascular
crénica, faléncia medular e trombose*?*.

Essas alteracées tém sido também associadas ao
surgimento de certo grau de instabilidade ao DNA
das célulos comprometidas e & génese de vdrias
doencas hematolégicas, como anemia apldsica,
sindromes mielodispldsicas e alguns tipos de leucemias
agudas! 24567,

Estudos recentes tém fornecido novas perspectivas
acerca do mecanismo patogenético da expansdo
clonal dos pacientes portadores de HPN. Tais estudos
tém mostrado que, nesses pacientes, além da mutagdo
do gene PIGA, também sdo observadas mutacdes
somdticas em outros genes que frequentemente estdo
associados ao crescimento, & diferenciacéo celular
e & regulacdo do processo de apoptose, de forma
similar ao que é observado na génese das neoplasias
hematolégicas. Tais resultados sugerem que essas
mutacdes associadas & HPN poderiam estar envolvidas
na manutencdo, expansdo e evolucdo do clone
HPN e, possivelmente, na transformacdo maligna de
leucemias*®787.

Assim, o objetivo deste estudo foi evidenciar a
presenca de clones de HPN em pacientes submetidos
ao diagnéstico para leucemias agudas e/ou em
acompanhamento  terapéutico, apdés o inicio do
tratamento, mesmo sem sinais de hemdlise, trombose
ou qualquer outra alteracdo associada & presenca de
clones de HPN, buscando estabelecer qual a melhor
estratégia de anticorpos para caracterizar a presenca
desses clones em portadores de leucemias agudas.

MATERIAIS E METODOS
CASUISTICA

Estudo prospectivo de série de casos com 41
pacientes, ambos os géneros, atendidos no Hospital
Ophir Loyola e no Hospital Oncolégico Infantil
Dr. Octévio Lobo, em Belém, estado do Pard, Brasil,
entre fevereiro e julho de 2015, para diagnéstico
de leucemia aguda ou em acompanhamento
terapéutico. Para esses pacientes, mesmo sem sinais
de hemdlise, trombose ou qualquer outra alteracéo
associada & HPN, foi realizada a pesquisa de clones de
HPN em amostras de medula éssea e sangue periférico,
as quais foram encaminhadas a um laboratério
particular de Belém.

Este estudo recebeu aprovacéo do Comité de Etica
em Pesquisa da Fundac@o Publica Estadual Hospital de
Clinica Gaspar Vianna, parecer n° 732.668, em 22 de
maio de 2014.

IMUNOFENOTIPAGEM

Foram confeccionados esfregacos para andlise
morfolégica e posterior processamento das amostras
para diagnéstico das leucemias pela adicdo de
100 pL de amostra em tubos cbnicos, acrescido
de 7 ul de diferentes combinagdes de anticorpos
monoclonais comerciais — pan-hematopoiético: CD34,
CD45, HLA-DR; linfécitos B: CD19, CD10, CD20,
CD22, CD79a, TdT, IgG1, IgG1, IgM, anti-kappa
e anti-lambda; linfécitos T e NK: CD5, CD7, CD2,
CD1a, CD3, CD4, CD8, CD56; ou mieloides: CD13,
CD33, CD117, CDé1, CD14, CDé4, CDI11b,
Glicoforina A, CD42a, MPO — marcados com FITC,
PE, Percyp e APC, mais lise e/ou permeabilizacdo,
incubacdo no escuro, centrifugacdes e lavagens, com
aquisicdo e andlise de 10.000 eventos em citdmetro
de fluxo BD FACSCalibur™, com BD CellQuest™ Pro
software (BD, San Jose, CA, EUA), para quatro cores.

Para a pesquisa de clones de HPN em pacientes
na fase de investigacdo diagnéstica, foi utilizada a
populacdo de blastos leucémicos e hemdcias; j@ para
os pacientes em acompanhamento terapéutico, foram
estudadas as populacées de blastos leucédmicos e
hemécios ou de granulécitos, monécitos, linfécitos
e hemdcias, nos casos de pacientes livres de
doenca. O processamento das amostras seguiu o
mesmo protocolo nos dois casos. Inicialmente, para
os primeiros 10 pacientes foi feita a combinacéo

dos  antficorpos  CD55FITC/CD59PE/CD45Per-Cy5
(leucécitos) e CD235FITC/CD59PE/CD45Per-Cy5
(hemdcias). E, diante dos resultados obtidos, os

autores modificaram o painel para a combinacdo
FLAER/CD59PE/CD45Per-Cy5 (blastos), mais
os painéis propostos por Borowitz et al.'”,
FLAER/CD15PE/CD45Per-Cy5/CD24APC (granulécitos),
FLAER/CD14PE/CD45Per-Cy5/CD64APC  (mondcitos)
e CD235FITC/CD59PE/CD45Per-Cy5 (hemdcias), com

aquisicéo e andlise de 250.000 eventos.

ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica, foram aplicados métodos
descritivos de frequéncia, por meio do software BioEstat
v5.0.

RESULTADOS

Do total analisado, 23/41 (56,1%) pacientes
estavam em fase de investigacdo diagndstica para
leucemia aguda e foram submetidos & pesquisa de
HPN, e 18/41 (43,9%) pacientes [G@ se encontravam
em acompanhamento terapéutico, quando entéo foram
submetidos & pesquisa de HPN.

As caracteristicas mais prevalentes na populacdo
estudada foram: o género masculino foi o mais
frequente (24/41; 58,5%); a maioria dos individuos
encontrava-se na faixa etéria de 0-10 anos (17/41;

41,5%) e acima dos 25 anos de idade (13/41; 31,7%).



Entre os pacientes em fase de diagnéstico (23/41;
56,1%), as doencas com maior nimero de casos
foram a leucemia linfobldstica aguda (LLA) de células
pré-pré-B (B comum) (10/23; 43,5%) e a leucemia
mieloide aguda (LMA) (6/23; 26,1%). Em relacdo
aos pacientes em acompanhamento  terapéutico
(18/41; 43,9%), a maioria, 12/18 (66,7%),
enconfrava-se em remissdo para a doenca de base

(Tabela 1).

Quanto aos pacientes que apresentaram clones de
HPN em blastos leucémicos, observou-se que 3/41
(7,4%) estavam em fase de investigacéo diagnéstica
para leucemias agudas. Desses, 2/3 (66,7%) eram
portadores LMA e 1/3 (33,3%) eram portadores de
LLA pré-T. J& para pacientes em acompanhamento
terapéutico sem recaida, observou-se a presenca de
clones de HPN, em granulécitos e mondcitos, em
apenas 1/41 (2,4%) paciente portador de LLA pré-pré-B
(B comum).

Quanto & andlise da estratégia de combinagéo
de anticorpos, para caracterizar a presenca de clones
de HPN em blastos e linfécitos de pacientes em
fase de diagnéstico, a combinacéo dos anticorpos
FLAER/CD59PE/CD45Per-Cy5 mostrou-se melhor para
caracterizar esses clones (3/41; 7,3%), em comparagéo
& combinacdo CD55FITC/CD59PE/CD45Per-Cy5, onde
nenhum caso positivo foi observado para a presenca

desses clones quando essa combinacéo foi testada em
10 pacientes.

Também para os pacientes em acompanhamento
terapéutico, sem a presenca de blastos na amostra,
a combinacdo dos anticorpos FLAER/CD15PE/
CD45Per-Cy5/CD24APC para granulécitos e FLAER/
CD14PE/CD45Per-Cy5/CD64APC  para  mondcitos
melhores resultados para  caracterizar
a presenca de clones HPN nesses grupamentos
celulares (1/41; 2,4%) do que a combinacdo
CD55FITC/CD59PE/CD45Per-Cy5, para  a  qual
ndo foi observada a presenca desses clones de
HPN quando essa combinacdo foi testada em
10 pacientes. J& a pesquisa de clones HPN em
hemdécias, utilizando a combinagdo de anticorpos
CD235FITC/CD59PE/CD45Per-Cy5, ndo se mostrou
eficaz em qualquer das situagdes investigadas.

mostrou

DISCUSSAO

Vdrios estudos tém associado a desordem clonal
de células tronco-hematopoiéticas com a presenca
de mutacdo do gene PIGA'23. Ainda, sugerem o
surgimento de certo grau de instabilidade ao DNA em
células comprometidas na HPN com a génesis de varias
doencas hematolégicas, como forma de evolucéo rara
da HPN para leucemia aguda’?4567.11,

Tabela 1 - Caracterizacdo epidemiolégica dos pacientes submetidos & investigag@o diagndstica para leucemia aguda
ou em acompanhamento terapéutico e que foram pesquisados em relacéo & presenca de clones de HPN,

no perfodo de fevereiro a julho de 2015

Investigag@o Em acompanhamento Total
Caracterizacdo epidemioldgica diagnéstica terapéutico (N = 41)
N % N % N %

Faixa etdria (anos)

0-10 11 64,7 6 35,3 17 41,5

1117 4 44,4 5 55,6 9 21,9

18-25 1 50,0 1 50,0 2 4,9

> 25 7 53,8 6 46,2 13 31,7
Género

Masculino 14 58,3 10 41,7 24 58,5

Feminino 9 52,9 8 47,1 17 41,5
Pesquisa de HPN

Normal 20 54,1 17 45,9 37 90,2

Deficiente 3 75,0 1 25,0 4 9,8
Tipo de leucemia aguda

LLA pré-pré-B 10 71,4 4 28,6 14 34,2

LMA 6 85,7 1 14,3 7 17,1

LLA pré-T 100,0 - - 2 4,9

LLA pré-T - - 1 100,0 1 2,4

LLA T cortical 1 100,0 - - 1 2,4

Bilinhagem Be T 2 100,0 - - 2 4,9

Bilinhagem B e mieloide 1 100,0 — — 1 2,4

Auséncia de blastos na amostra 1 7,7 12 92,3 13 31,7

Fonte: Laboratério de Patologia Clinica Dr. Paulo C. Azevedo.

N: valores absolutos; %: valores relativos; LLA: leucemia linfobléstica aguda; LMA: leucemia mieloide aguda; HPN: hemoglobindria paroxistica
noturna. Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero, nédo resultante de arredondamento.
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Para Araten e Luzzatto'? e Araten et al.'?, a presenca
de mutacdo no gene PIGA gera clones de HPN em
células-tronco  hematopoiéticas; porém, isso ndo
garante vantagem de replicagdo ou expansdo clonal a
essas células, quando comparadas a células normais,
diferentemente do que se acreditava. Contudo, ainda
segundo os mesmos autores, quando é observada a
expansd@o clonal em células que sofreram mutacées
no gene PIGA, essa ocorre de maneira extrinseca &
mutacGo nesse gene, isto é, sendo frequentemente
associada a mutacées adicionais em um ou
mais genes na mesma populacdo celular. Como
id relatado por Inoue et al.', mutacdes no gene
PIGA estdo associadas a mutacdes em outros genes,
como HMGA2, JAK2V617F e N-RAS'®, e, mais
recentemente, foi demonstrado que estariam ainda
associadas ao BCR-ABL'S.

Para Traulsen et al.'” e Dingli et al.'8, essa segunda
mutacdo em uma célula tronco hematopoiética no
gene PIGA forneceria uma vantagem de adequacdo
necessdria para a expansdo clonal; contudo, a
ocorréncia desse fendmeno parece ser a excecdo e
ndo a regra. Estudos recentes, porém, tém sugerido que
essas mutacdes adicionais sdo tipicamente vistas na
sindrome mielodisplésica ou na leucemia'?.

Mon Pere et al.?® apresentaram
estocastico de  dindmica de  células-tronco
hematopoiéticas em relacGo das mutagdes no
gene PIGA e & probabilidade dessas levarem ao
fendtipo HPN. Esses resultados permitiram estimar
a incidéncia da doenca em uma populacéo, o
tamanho médio do clone e a probabilidade de
extincdo do mesmo, com resultados semelhantes aos
observados na prdtica clinica. Nesse mesmo estudo,
os autores mostraram, matematicamente, que o
tamanho do clone aumenta ndo s6 a probabilidade de
expansdo clonal para as células que sofreram mutacéo,
mas também é determinante para a apresentacéo clinica
da doenca, isto &, formas de HPN clinica, subclinica ou
probabilidade de extincdo do clone.

um modelo

Os resultados do presente estudo mostram, ainda de
forma preliminar, que pacientes portadores de leucemias
agudas podem apresentar clones de HPN 'silencioso",
sem que fosse possivel, para o momento, caracterizar
qual o papel desses clones de HPN nesses pacientes, e
mesmo se esses clones mantém sua atividade depois de
iniciada a quimioterapia. Contudo, em um estudo ainda
em andamento (dados ndo publicados), & é possivel
dizer que alguns pacientes que apresentam clones HPN
ao diagnéstico, em blastos, mantém a atividade desses
clones em granulécitos e mondcitos, mesmo apds
iniciada a quimiterapia, demonstrando que, no futuro,
serd necessdrio definir se, para esses pacientes, além
da quimioterapia tradicional, serd necessdrio também
introduzir tratamento especifico para o clone HPN.

Para Lanza et al.'', em seu relato de caso de
paciente masculino, 62 anos de idade, inicialmente
diagnosticado com sindrome mielodispldsica, que
durante o curso da doenca apresentou clone grande
de HPN e evolucdo para neopldsica rara (linfoma
difuso de grandes células B), os autores revelaram

ter sido obrigatério o tratamento desse paciente com
Eculizumab em associacGo & quimioterapia para
o linfoma, visando evitar os riscos de trombose e
melhorar a qualidade de vida do mesmo.

A hipétese da presenca de um clone "silencioso"
de HPN, em pacientes com leucemias agudas, pode
ser sustentada pelas perspectivas fornecidas acerca do
mecanismo patoldgico da expansao clonal dos pacientes
portadores de HPN. Nesses pacientes, além da mutagéo
do gene PIGA, também sdo observadas mutacées
somdticas em outros genes que frequentemente estéo
associados ao crescimento, & diferenciacéo celular
e & regulacéo de apoptose, de forma similar ao
que é observado na génese das leucemias, como |4
mencionado. Assim, essas mutacées ligadas a HPN
poderiam estar associadas & transformacédo leucémica
nesses pacientes®’87.

Quanto & melhor combinacéo de anticorpos para
a identificaco de clones de HPN, tanto em blastos
leucémicos, independente da sua ontogenia, quanto
em granulécitos, mondcitos, linfécitos e hemacias, foi
observado que os anticorpos CD55 e CD59 néo foram
bons marcadores para mostrar a presenca de clones de
HPN. Quanto ao tipo de célula a ser investigada, ficou
claro, através dos painéis testados, que a presenca
de clones de HPN é mostrada com maior precisdo
em granulécitos e mondécitos'?; porém, é possivel
também evidenciar a presenca desses clones em blastos
leucémicos com a mesma precisdo; e ainda que as
hemécias talvez ndo sejom células adequadas para
caracterizar a presenca desses clones.

CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel mostrar, ainda que
preliminarmente, a presenca de clones de HPN em
pacientes portadores de leucemias agudas (LMA,
LLA pré-T e LLA de células B comum), independente
da ontogenia celular, ao diagnéstico ou em
acompanhamento terapéutico. A melhor estratégia de
escolha de anticorpos para a identificacdo de clones HPN
em blastos leucémicos, independente da sua ontogenia,
foi a combinacdo dos anticorpos FLAER e CDA45.
As hemdcias ndo se mostraram adequadas para
caracterizar a presenga desses clones nos pacientes
analisados.
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