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RESUMEN

OBJETIVO: Descubrir la mejor estrategia para elegir anticuerpos para caracterizar la presencia de clones de hemoglobinuria
paroxistica nocturna (HPN) en pacientes sometidos a investigacién diagnéstica de leucemias agudas o en acompaiamiento
terapéutico. MATERIALES Y METODOS: de febrero a julio de 2015, se analizaron 41 muestras de sangre periférica y
médula 6sea de pacientes con leucemia aguda que se sometieron a una investigacién diagnéstica o a acompafiamiento
terapéutico, en dos hospitales oncolégicos y piblicos de Belém. RESULTADOS: del total de muestras, 58.5% eran hombres,
41.5% tenian entre O y 10 afios, 56.1% estaban en investigacién diagnéstica y 43.9% en acompafamiento terapéutico.
De los casos en diagnéstico, 43.5% (10/23) era de leucemia linfobldstica aguda de células B comdn y 26.1% (6/23)
de leucemia mieloide aguda. La presencia de clones de HPN se verificé en 9.8% (4/41) del total investigado, con 3/4
observados en la investigacién de diagnéstico y 1/4 en un paciente sometido a acompafiamiento terapéutico, sin recaida.
La combinacién de anticuerpos FLAER/CD59PE/CD45Per-Cy5 en blastos y linfocitos, FLAER/CD15PE/CD45Per-Cy5/
CD24APC en granulocitos y FLAER/CD14PE/CD45Per-Cy5/CD64APC en monocitos demostro ser la mejor estrategia para
caracterizar la presencia de clones de HPN en estos pacientes, independientemente del tipo de muestra. CONCLUSION:
La presencia de clones de HPN en pacientes con leucemia aguda no dependié de la ontogenia celular o la etapa del
paciente (diagnéstico o seguimiento terapéutico). La mejor estrategia de anticuerpos para la identificacién de clones de
HPN en blastos leucémicos, independientemente de su ontogenia, fue a través de la combinacién de FLAER con CD45.
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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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INTRODUCCION

Lla hemoglobinuria paroxistica nocturna  (HPN)
es un ftrastorno clonal raro de las células madre
hematopoyéticas, que surge principalmente de la
mutacién somdtica del gen de glicosofostatidilinositol
(GPI) clase A (PIGA) y resulta en el bloqueo precoz de
la sintesis del ancla GPI, responsable por mantener
adheridas a la membrana plasmdtica decenas de
proteinas con funciones especificas'?®. La deficiencia
de GPI conduce a la falta de unién de las proteinas
normalmente ancladas en ella, como el inhibidor de
la lisis reactiva de la membrana (CD59) y el factor
acelerador del decaimiento (CD55), que regulan la
actividad litica del complemento®* generando cambios
clinicos asociados a la hemdlisis intravascular crénica, a
la insuficiencia medular y a la trombosis**¢.

Estos cambios también se han asociado con la
aparicién de un cierfo grado de inestabilidad en el
ADN de las células comprometidas y a la génesis de
varias enfermedades hematolégicas, como la anemia
apldsica, los sindromes mielodisplésicos y algunos tipos
de leucemias agudas'?4567,

Estudios recientes han proporcionado nuevas
perspectivas  sobre el mecanismo patogénico de
la expansién clonal en pacientes con HPN. Dichos
estudios han demostrado que, en estos pacientes,
ademds de la mutacion del gen PIGA, también se
observan mutaciones somdticas en otfros genes que a
menudo se asocian al crecimiento, a la diferenciacién
celular y a la regulacién del proceso de apoptosis, de
manera similar a lo que se observa en la génesis de
las neoplasias hematolégicas. Estos resultados sugieren
que estas mutaciones asociadas con HPN podrian estar
involucradas en la manutencién, expansién y evolucién
del clon HPN vy, posiblemente en la transformacion
maligna de leucemias*®787,

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue el de
evidenciar la presencia de clones de HPN en pacientes
sometidos a diagnéstico de leucemia aguda y/o en
acompafamiento terapéutico, después del inicio del
tratamiento, incluso sin sefales de hemdlisis, trombosis
o cualquier ofra alteracién asociada con la presencia
de clones de HPN, buscando establecer la mejor
estrategia de anticuerpos para caracterizar la presencia
de estos clones en pacientes con leucemia aguda.

MATERIALES Y METODOS

CASUISTICA
Estudio prospectivo de serie de casos con
41 pacientes, de ambos sexos, atendidos en el

Hospital Ophir Loyola y en el Hospital Oncolégico
Infantil Dr. Octdvio Lobo, en Belém, estado de
Pard, Brasil, entre febrero y julio de 2015, para el
diagnéstico de leucemia aguda o en seguimiento
terapéutico. Para estos pacientes, incluso sin signos
de hemodlisis, trombosis o cualquier otra alteracion
asociada con la HPN, se realiz6 una bisqueda de
clones de HPN en muestras de médula ésea y sangre
periférica, que se enviaron a un laboratorio privado en
Belém.

Este estudio recibié¢ la aprobacién del Comité de
Etica en Investigacién de la Fundacién Piblica del
Estado Hospital de Clinica Gaspar Vianna, parecer

No. 732,668, el 22 de mayo de 2014.
INMUNOFENOTIPADO

Se realizaron frotis para el andlisis morfolégico
y el procesamiento posterior de las muestras para
el diagnéstico de leucemia mediante la adiciéon de
100 ul de muestra en tubos cénicos, acrecido de
7 ul de diferentes combinaciones de anticuerpos
monoclonales comerciales: pan-hematopoyético: CD34,
CD45, HLA-DR; Linfocitos B: CD19, CD10, CD20,
CD22, CD79%a, TdT, IgG1, IgG1, IgM, anti-kappa y
anti-lambda; linfocitos Ty NK: CD5, CD7, CD2, CD1aq,
CD3, CD4, CD8, CD56; o mieloides: CD13, CD33,
CD117, CDé1, CD14, CDé4, CD11b, glicoforina
A, CD42a, MPO — marcados con FITC, PE, Percp y
APC, mds lisis y /o permeabilizacién, incubacién en
oscuridad, centrifugaciones y lavados, con adquisicién y
andlisis de 10,000 eventos en el citémetro de flujo BD
FACSCalibur™, con el software BD CellQuest™ Pro (BD,
San José, CA, EE. UU.), para cuatro colores.

Para la investigacién de clones de HPN en
pacientes en la fase de investigaciéon diagnéstica, se
utilizé la poblacién de blastos leucémicos y hematies;
para los pacientes en seguimiento terapéutico, se

estudiaron las poblaciones de blastos leucémicos
y hematies o granulocitos, monocitos, linfocitos
y eritrocitos en el caso de pacientes libres de

enfermedad. El procesamiento de las muestras siguié
el mismo protocolo en ambos casos. Inicialmente,
los  anticuerpos  CD55FITC/CD59PE/CD45Per-Cy5
(leucocitos) y  CD235FITC/CD59PE/CD45Per-Cy5
(hematies) se combinaron para los primeros 10
pacientes. En vista de los resultados obtenidos, los
autores modificaron el panel para la combinacién
FLAER/CD59PE/CD45Per-Cy5 (blastos), mds
los paneles propuestos por Borowitz et al.',
FLAER/CD15PE/CD45Per-Cy5/CD24APC (granulocitos),
FLAER/CD14PE/CD45Per-Cy5/CD64APC  (monocitos)
y CD235FITC/D59PE/CD45Per-Cy5 (hematies), con la
adquisicién y andlisis de 250.000 eventos.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico, se aplicaron métodos
descriptivos de frecuencia, por medio del software BioEstat
v5.0.

RESULTADOS

Del total analizado, 23/41 (56,1%) pacientes
estaban en fase de investigacion diagndéstica para
leucemia aguda y se sometieron a investigacién
de HPN, y 18/41 (43,9%) pacientes ya estaban en
seguimiento terapéutico, cuando se sometieron a la
investigacion de HPN.

Las caracteristicas mdés prevalentes en la poblacién
estudiada fueron: el género masculino fue el mds
frecuente (24/41; 58.5%); la mayoria de los individuos
tenfa entre O y 10 afos (17/41; 41.5%) y mdés de 25
afos (13/471; 31.7%).



Entre los pacientes en la fase de diagndstico (23/41;
56.1%), las enfermedades con el mayor nUmero de
casos fueron leucemia linfobldstica aguda (LLA) de
células pre-pre-B (B comun) (10/23; 43.5%) y leucemia
mieloide aguda (LMA) (6/23; 26.1%). Con respecto a
los pacientes en acompafamiento terapéutico (18/41;
43,9%), la mayoria, 12/18 (66,7%), estaba en remision
para la enfermedad de base (Tabla 1).

Con relacién a los pacientes que tenian clones de
HPN en blastos leucémicos, se observé que 3/41 (7,4%)
estaba en la fase de investigacién de diagndstico para
leucemias agudas. De estos, 2/3 (66.7%) tenia LMA
y 1/3 (33.3%) tenian LLA pre-T. Para los pacientes
en seguimiento terapéutico sin recaida, se observéd
la presencia de clones de PNH, en granulocitos y
monocitos, en solo 1/41 (2,4%) de pacientes con LLA
pre-pre-B (B comun).

En cuanto al andlisis de la estrategia de combinacion
de anticuerpos, para caracterizar la presencia de clones
de HPN en blastos y linfocitos de pacientes en la fase
de diagnéstico, la combinacién de los anticuerpos
FLAER/CD59PE/CD45Per-Cy5  fue  mejor  para
caracterizar estos clones (3/41; 7.3%), en comparacién
con la combinacién CD55FITC/CD59PE/CD45Per-Cy5,

donde no se observé ningin caso positivo para la

presencia de estos clones cuando esta combinacién se
probd en 10 pacientes.

También para los pacientes en
terapéutico, sin  la presencia de
la  muestra, la combinacién de anticuerpos
FLAER/CD15PE/CD45Per-Cy5/CD24APC para
granulocitos y FLAER/CD14PE/CD45Per-Cy5/CD64APC
para monocitos mostré mejores resultados para
caracterizar la presencia de clones de HPN en estos
grupos celulares (1/41; 2.4%) que la combinacién
CD55FITC/CD59PE/CD45Per-Cy5, para los cuales no se
observé la presencia de estos clones de HPN cuando esta
combinacién se probd en 10 pacientes. La investigacion
de clones de HPN en hematies, usando la combinacién
de anticuerpos CD235FITC/CD59PE/CD45Per-Cy5, no

fue efectiva en ninguna de las situaciones investigadas.

seguimiento
blastos en

DISCUSION

Varios estudios han asociado el desorden clonal
de células tronco-hematopoyéticas a la presencia
de mutacion del gen PIGA!23. Ademds, sugieren el
aparecimiento de cierto grado de inestabilidad del
ADN en células comprometidas en la HPN con la
génesis de varias enfermedades hematolégicas, como

forma de evolucién rara de la HPN para leucemia
Ogud01,2,4,5,6,7,1 1 .

Tabla 1 — Caracterizacién epidemiolégica de los pacientes sometidos a la investigacién diagnéstica para leucemia
aguda o en acompafamiento terapéutico y que fueron estudiados en relacién a la presencia de clones de

HPN, en el periodo de febrero a julio de 2015

Investigacién En acompanamiento Total
Caracterizacién epidemiolégica diagnéstica terapéutico (N =4T1)
N % N % N %

Grupo de edad (afios)

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

11-17 4 44,4 5 55,6 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

Femenino 9 52,9 8 47,1 17 41,5
Investigacién 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 pre-pre-B 10 71,4 4 28,6 14 34,2

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

LLA pre-T 2 100,0 - - 2 4,9

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

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

Bilinaje By T 2 100,0 - - 2 4,9

Bilinaje B y mieloide 1 100,0 - - 1 2,4

Ausencia de blastos en la muestra 1 7,7 12 92,3 13 31,7

Fuente: Laboratorio de Patologia Clinica Dr. Paulo C. Azevedo.

N: valores absolutos; %: valores relativos; LLA: leucemia linfobléstica aguda; LMA: leucemia mieloide aguda; HPN: hemoglobinuria paroxistica
nocturna. Sefal convencional utilizada: — Dato numérico igual a cero, no resultante de redondeo.
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Para Araten y Luzzatto'? y Araten et al.'?, la presencia
de mutacién en el gen PIGA genera clones de HPN
en células madre hematopoyéticas; sin embargo, esto
no garantiza la ventaja de la replicaciéon o expansién
clonal a estas células, en comparacién con las células
normales, de manera diferente de lo que se crefa. Sin
embargo, segin los mismos autores, cuando se observa
expansién clonal en células que han sufrido mutaciones
en el gen PIGA, se produce extrinsecamente a la
mutaciéon en ese gen, es decir, a menudo se asocia
con mutaciones adicionales en uno o mds genes en
la misma poblacién celular. Como ya informado por
Inoue et al.', las mutaciones en el gen PIGA estdn
asociadas con mutaciones en ofros genes, como
HMGAZ2, JAK2V617F y N-RAS™, y, mds recientemente,
se demostré que estarian asociadas al BCR-GLA'®.

Para Traulsen et al.'” y Dingli et al.’®, esta segunda
mutacién en una célula madre hematopoyética en el
gen PIGA proporcionaria una ventaja de adecuacién
necesaria para la expansién clonal; sin embargo, la
aparicién de este fenémeno parece ser la excepcién y no
la regla. Sin embargo, estudios recientes han sugerido
que estas mutaciones adicionales se ven tipicamente en
el sindrome mielodispldsico o en la leucemia'.

Mon Pére et al.?° presentaron un modelo estocéstico
de dindmica de células madre hematopoyéticas en
relacién a las mutaciones en el gen PIGA y a la
probabilidad de conducirlas al fenotipo HPN. Esos
resultados permitieron estimar la incidencia de la
enfermedad en una poblacién, el tamafo promedio
del clon y la probabilidad de extinciéon del mismo, con
resultados semejantes a los observados en la prdctica
clinica. En ese mismo estudio, los autores mostraron,
matemdticamente, que el tamafio del clon aumenta no
solamente la probabilidad de expansién clonal para
las células que sufrieron mutacién, sino que también
es determinante para la presentaciéon clinica de la
enfermedad, esto es, formas de HPN clinica, subclinica
o probabilidad de extincién del clon.

Los resultados del presente estudio muestran, ain
preliminarmente, que los pacientes con leucemias
agudas pueden presentar clones de HPN 'silenciosa",
sin que sea posible, por el momento, caracterizar el
papel de estos clones de HPN en estos pacientes,
e incluso si estos clones mantienen su actividad
después que la quimioterapia ha comenzado. Sin
embargo, en un estudio ain en progreso (datos no
publicados), ya es posible decir que algunos pacientes
que presentan clones de HPN en el diagnéstico, en
blastos, mantienen la actividad de estos clones en
granulocitos y monocitos, incluso después de iniciada
la quimioterapia, lo que demuestra que, en el futuro,
serd necesario definir si, para estos pacientes, ademds
de la quimioterapia tradicional, también serd necesario
introducir un tratamiento especifico para el clon HPN.

Para Lanzaetal.'!, en suinforme de caso de un paciente
masculino, de 62 afios, inicialmente diagnosticado con
sindrome mielodisplésico, que durante el curso de la
enfermedad presenté un gran clon de HPN y progresé
a un neopldsico raro (linfoma difuso de grandes células
B), los autores revelaron que fue obligatorio tratar a

este paciente con Eculizumab en combinacién con la
quimioterapia para el linfoma, a fin de evitar los riesgos
de trombosis y mejorar la calidad de vida del paciente.

La hipétesis de la presencia de un clon de HPN
"silencioso" en pacientes con leucemias agudas puede
ser respaldada por las perspectivas proporcionadas
sobre el mecanismo patolégico de expansién clonal
de pacientes con HPN. En estos pacientes, ademds
de la mutacién del gen PIGA, también se observan
mutaciones somdticas en ofros genes que a menudo
se asocian al crecimiento, a la diferenciacién celular y
a la regulacién de la apoptosis, de forma similar a lo
que se observa en la génesis de leucemias, como ya se
menciond. Por lo tanto, estas mutaciones vinculadas a
la HPN podrian estar asociadas con la transformacién
leucémica en estos pacientes 6787

Con respecto a la mejor combinacién de
anticuerpos para la identificaciéon de clones de HPN,
tanto  en blastos leucémicos, independientemente
de su ontogenia, como en granulocitos, monocitos,
linfocitos y hematies, se observé que los anticuerpos
CD55 y CD59 no eran buenos marcadores para
mostrar la presencia de clones de HPN. En relacién
al tipo de célula a investigar, estaba claro, a través
de los paneles probados, que la presencia de
clones de HPN se muestra con mayor precisiéon en
granulocitos y monocitos'?; sin embargo, también es
posible evidenciar la presencia de estos clones en
blastos leucémicos con la misma precisién, aunque
las hematies puedan no ser células adecuadas para
caracterizar la presencia de estos clones.

CONCLUSION

En este estudio, fue posible mostrar, aunque
preliminarmente, a presencia de clones de HPN en
pacientes portadores de leucemias agudas (LMA, LLA
pre-T y LLA de células B comunes), independientemente
de la ontogenia celular, en el diagnéstico o en
acompanamiento terapéutico. La mejor estrategia
de eleccién de anticuerpos para la identificacién de
clones HPN en blastos leucémicos, independiente de su
ontogenia, fue la combinacién de los anticuerpos FLAER
y CD45. Las hematies no se mostraron adecuadas para
caracterizar la presencia de esos clones en los pacientes
analizados.
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