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Resumo

A hemoglobintiria paroxistica noturna (HPN) ¢é caracterizada por uma doenca
hemolitica cronica rara adquirida. A HPN pode surgir juntamente com outras doengas
hematologicas e achados laboratoriais, como trombocitopenia , neutropenia e
sindromes de faléncia medular. A HPN ¢é uma doenga adquirida em decorréncia de
uma mutacdo somatica no gene PIG-A, isso ocorre nas células tronco, ocasionando na
auséncia de CD59 na superficie dos eritrocitos tornando os mesmos vulneraveis a lise
mediada pelo sistema complemento. Dessa forma, podemos observar na atualidade as
deficiéncias dos testes de triagem para HPN (testes Ham, pesquisas de CD59 ¢ CD55
em coluna em gel), sendo o método mais utilizado na atualidade a citometria de fluxo
(CMF), este que ¢ um teste capaz de quantificar e detectar o clone da HPN com mais
rapidez e eficacia, assim ajudando em um melhor prognéstico. Os diagnosticos e
resultados realizados através do método de citometria de fluxo comprovam o motivo da
limitacdo dos outros testes de triagem, demonstrando o lado vantajoso da citometria de
fluxo em identificar variagdes ¢ intensidades dos clones, garantindo um diagndstico
mais certo € preciso.
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Abstract

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is characterized by a rare acquired chronic
hemolytic disease. This disease arises along with other hematological diseases. It often
presents with infections, these infections are often recurrent, thrombocytopenia and
neutropenia, especially with bone marrow failure syndromes. This disease arises in
association with other types of diseases, such as myelodysplastic syndrome and aplastic
anemia. PNH is a disease acquired as a result of a somatic mutation in the PIG-A gene,
this occurs in stem cells, causing a failure of erythrocytes, leukocytes and platelets to
protect themselves against lysis that are measured by the complement system. Thus, we
can currently observe the deficiencies of screening tests for PNH (Ham tests, CD59 and
CD55 research in gel column), ceasing to use these tests, and starting to use the test by
the flow cytometry method (CMF) , which is a test capable of quantifying and detecting
PNH clones more quickly and efficiently, thus helping to improve the prognosis. The
diagnoses and results performed using the flow cytometry method prove the reason for
the low use and limitation of other screening tests, and demonstrate the advantage of
identifying variations and intensities of clones, ensuring a more accurate and accurate
diagnosis.
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Introducio

A hemoglobintria Paroxistica Noturna (HPN) se da por uma anormalidade rara
das células tronco hematopoiéticas que obtiveram uma mutacdo no gene
fosfatidilinositol glicano classe A (PIG-A) situado no cromossomo X, ndo possui
influéncia de sexo ou idade. Essas mutagdes causam um bloqueio da sintese de ancoras
de glicosil-fosfatidil inositol (GPI), o mesmo ¢ responsavel pela ancoragem e fixagao de
mais de 150 proteinas na membrana celular externa dos leucocitos, eritrocitos e
plaquetas. Logo, as células sanguineas do clone HPN expressam uma deficiéncia dessas
proteinas, podendo ser classificadas como: tipo I (normal), tipo II (deficiéncia parcial de
GPI) e tipo III (deficiéncia total de GPI). (LETHICIA et al., 2021) Como mostra a

seguinte imagem.

Figura 01. Representacdo dos 3 graus do clone com marcador CD59
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Fonte: (LETHICIA ef al., 2021). Em azul ¢ possivel observar a classificacdo tipo I,
onde ¢ considerado paciente saudavel. Em Lilas observamos a classificacdo tipo II,
sendo considerada a perda parcial de GPI nos eritrocitos. Em vermelho a representagao

da classificacao tipo III, onde possui a deficiéncia total da GPI nos eritrdcitos.

Em consequéncia da deficiéncia da sintese de ancoras do GPI, ocorre a hemolise
intravascular cronica, isto €, as hemacias sdo lisadas devido a auséncia de CD59 na
superficie dos eritrocitos tornando susceptiveis a lise mediada pelo complexo de
complemento terminal, e com isto produzem sintomas consideraveis, como a urina
escura (marrom escura) decorrente a liberagdo dessas hemadcias destruidas. Outro fator ¢

a anemia resultante da perda significativa de hemacias. A hemoglobina possui afinidade



ao 6xido nitrico (NO) que tem como fun¢do manter o tonus muscular dos vasos
sanguineos e também evita a agregagdo plaquetaria. Com a reducdo do NO paciente
passa apresentar fadiga devido a baixa tonicidade dos vasos comprometendo a pressao
sanguinea, podendo levar a dores no peito, hipertensdo pulmonar, disfagia, dores
abdominais e além disso, indugdo a fenomenos de trombose. A fungdo Renal também
pode ser comprometida pela destruicao dos globulos vermelhos, assim, o ferro livre ¢

depositado nos rins prejudicando a atividade renal. (LETHICIA et al., 2021)

A média de vida desde o diagnostico ¢ de 10 a 15 anos, contudo uma proporgao
significativa de doentes sobrevive por periodos mais prolongados como 25 anos, e cerca

de 15% recuperam espontaneamente. (LETHICIA et al., 2021)

O diagnostico da HPN vem evoluindo ao longo do tempo e, os antigos testes
bioquimicos vém sendo substituidos pela citometria de fluxo. O teste de Ham, durante
muito tempo, foi o meio de diagnostico principal para identificar o clone HPN nos
eritrocitos. O teste de lise da sacarose foi utilizado no rastreio da HPN, numa solugao
isotonica de sacarose a baixa forca idnica, ha agregacdo das globulinas séricas que
fixam o complemento. Os testes de Ham e o de lise da sacarose nao sao especificos para
a doenga, so detectam o defeito proteico nos eritrocitos e deixam de ter utilidade apos a
transfusdo devido a ocorréncia de resultados falsos negativos. O teste de sensibilidade
de lise ao complemento avalia a propor¢ao e os tipos de eritrocitos “HPN”, sendo mais
eficaz. Mas este teste ¢ tecnicamente mais dificil e ndo tem utilidade no diagndstico de
rotina. O teste de cartdo em gel, baseia-se no principio da hemaglutinacdo apds uma
reagdo antigeno-anticorpo e detecta os eritrocitos deficientes em CDS55 e CD59. O
CD55 e CD59 sao proteinas da membrana ancorada, que apresentam propriedades

reguladoras da ativagdo da cascata do complemento. (LETHICIA et al., 2021)

A sensibilidade do teste de cartdo em gel, varia entre 2% a 10% para os
eritrocitos HPN tipo III. Apesar de ser um exame de realizagdo e interpretagdo simples,
ndo ¢ quantitativo nem sensivel na detec¢do de pequenos clones. A citometria de fluxo
veio para substituir o teste de Ham no diagnodstico definitivo da HPN. Ao contrario dos
testes citados acima, esta técnica permite a andlise de todas as populagdes do sangue

periférico, eritrocitos, plaquetas e leucocitos (RODRIGUES,2011).

Esta pesquisa tem como objetivo, descrever os principais métodos utilizados

para o diagnostico da HPN. Dando énfase na técnica de citometria de fluxo, visando



um diagnostico fidedigno e rapido, a fim de proporcionar ao paciente um tratamento

adequado e melhor qualidade de vida. (RODRIGUES,2012).

O diagndstico precoce e monitoramento de pacientes com risco elevado para
HPN se torna importante para um melhor prognostico e escolha do tratamento, uma vez
que a doenga nao possui cura (LETHICIA et al., 2021) e contribuiria com a melhoria da

qualidade de vida do paciente evitando atraso no diagndstico.

Materiais e métodos

Para esta pesquisa foram realizadas revisdes bibliograficas exploratérias de
artigos publicados entre os anos de 2006 a 2022 visando o aprimoramento pessoal e
profissional para o tema Diagnostico por Citometria de fluxo da Hemoglobinuria
Paroxistica Noturna. Para essas revisdes foram realizadas pesquisas em 8 artigos, sendo
incluidos 5. Os critérios estabelecidos foram como artigos que abordassem melhor e

mais afundo a citometria de fluxo.

As pesquisas foram efetuadas na seguinte base de dados eletronica: (Scielo)
Scientific Eletronic Library Online ¢ Google Académico, publicados em idiomas
Portugués e Inglés, utilizando-se dos descritores; Hemoglobintria Paroxistica Noturna,
glicosil-fosfatidil inositol (GPI) e Citometria de Fluxo. Esses sites oferecem o acesso

virtual a revistas e artigos cientificos.
Resultados

Apos a andlise e obtencdo dos dados foram incluidos nesse estudo 5 artigos
cientificos publicados em revistas nacionais que se enquadraram nos critérios de

inclusao descritos na metodologia, os artigos estao descritos no Quadro 1.



Quadro 1: Descri¢do dos resultados dos artigos selecionados.

Titulo

Autores

Resultados

Fisiopatologia,
diagnostico e novas
terapéuticas da
Hemoglobinuria
Paroxistica Noturna

RODRIGUES
(2011)

A abordagem terapéutica da HPN mudou
radicalmente com a introducao do
eculizumab. O eculizumab age como um
anticorpo monoclonal que se dirige contra a
fragdo C5 do sistema complemento. Os
estudos mostram que ¢ um farmaco seguro
e bem tolerado e diminui a hemolise
intravascular, reduz ou elimina a
necessidade de transfusao, melhora a
anemia, a fadiga e a qualidade de vida.A
citometria de fluxo tornou-se o método de
escolha no diagndstico da doenca pela sua
sensibilidade e especificidade, permitindo
quantificar o tamanho do clone HPN, o que
torna esta técnica util também na
monitoriza¢ao dos doentes. Contudo, a
variedade de métodos utilizados pelos
laboratorios torna evidente a necessidade
de estabelecer guidelines internacionais.

A importancia da
citometria de fluxo
no diagndstico e
monitoramento da
hemoglobinuria
paroxistica noturna

LETHICIA et al.,
(2021)

Contudo, ha uma série de consideragdes
importantes em termos de estratégias de
analise e selecao de anticorpos que devem ser
observadas. Além disso, a interpretacao dos
resultados necessita de um conhecimento
detalhado da distribui¢@o celular de antigenos
ligados a GPI e a sua expressdo nas
diferentes fases de diferenciacao das células
hematopoiéticas. Laudos claros sao
essenciais para a tomada de decisdes clinicas
apropriadas e achados laboratoriais positivos
devem ser vistos no contexto da apresentacao
clinica da doenga, sendo o papel do médico
classificar e definir o tratamento mais

apropriado a cada paciente.




Hemoglobinuria
paroxistica noturna:
da fisiopatologia ao

tratamento

ARRUDA et al.,

(2009)

Tendo em vista os avangos recentes no
entendimento da doenca, sua alta
morbimortalidade e a disponibilidade de
tratamentos eficazes, inclusive com
potencial de cura, ¢ fundamental que os
médicos pensem no diagndstico para HPN.
Os portadores de HPN podem se beneficiar
amplamente dos tratamentos disponiveis,
com reducao do risco de sequelas graves e
melhora consideravel da qualidade de vida.

A atuagdo dos
linfécitos na
patogénese da
Hemoglobinuria
Paroxistica Noturna

ANDRADE

(2022)

Existe a hipotese de que as CTH que
expressam proteinas ancoradas em GPI
sdo seletivamente mortas por linfocitos
citotdxicos autorreativos, enquanto
CTH deficientes em proteinas
ancoradas em GPI sdo poupados da
resposta autoimune. Sendo assim, os
linfécitos T podem estar envolvidos na
patogénese da HPN e podem fornecer
novas estratégias no tratamento,
retardando o ataque dos linfocitos T as
CTH sem mutacao do gene PIG-A e
melhorar a qualidade de vida de
pacientes.

Importancia e
vantagem da
citometria de fluxo
frente aos testes de
triagem no
diagndstico da
hemoglobinuria
paroxistica noturna

MODESTO

(2006)

Os resultados da CMF comprovam a limitag¢ao
dos testes de triagem além de demonstrarem a
relevancia da citometria em identificar
variacoes de intensidade do clone, garantindo
inclusive o diagnoéstico preciso em pacientes
previamente transfundidos .




Discussao

Para Lethicia et al.,2021 o diagndstico precoce da a HPN ¢ de extrema
importancia para um melhor prognostico e escolha de tratamento. A importancia do
diagnostico precoce deve-se ao inicio imediato da terapéutica, acompanhamento do
desfecho clinico e avaliacdo a longo prazo da evolu¢do do paciente para melhor
qualidade de vida dos mesmos. Portanto, a citometria de fluxo, técnica sensivel e alta

especificidade ¢ considerada a metodologia padrdo ouro para o diagnostico da HPN.

Ainda, segundo Lethicia et al., 2021, a interpretagdo dos resultados obtidos a
partir da citometria de fluxo exige conhecimento especializado para a avaliacdo dos
antigenos ligados a GPI, e entender a expressdao dos mesmos em diferentes fases das
células hematopoiéticas. Levando também em consideragdo a selegdo correta dos

anticorpos para analise.

Lethicia et al, 2021 também destaca a importancia da liberacdo de um laudo
claro e objetivo, a fim de auxiliar a tomada de decisdo dos médicos levando em
consideragdo todos os achados laboratoriais e contexto da clinica do paciente para uma

melhor classificagao e obtencao do melhor tratamento.

Andrade et al., 2022 ressalta que existe a hipotese de que as células- tronco
hematopoiéticas (CTH) que expressam proteinas ancoradas a GPI sdo seletivamente
mortas por linfdcitos citotdxicos, enquanto as CTH deficientes em proteinas ancoradas a
GPI sao poupadas da resposta imune. Assim os Linfocitos T podem estar envolvidos na
patogénese da HPN, porém o papel especifico desenvolvido pelos mesmos ainda nado
estd claro e necessita de mais estudos para ser compreendido. Sua descoberta pode

proporcionar estratégias novas e precisas no tratamento da doenga.

Entretanto Arruda et al., 2009 defende que todos os pacientes com anemia
hemolitica adquirida, tromboses inexplicaveis em sitios pouco comuns, disfagia,
odinosfalgia, citopenias e sindromes de faléncia medular, dores abdominais e
impoténcia sexual masculina sem justificativa aparente devem ser submetidos ao exame
para diagnostico da HPN. Levando em consideragdo os avancos recentes nho

entendimento e diagnostico da doenca € preciso que os médicos levem em consideragao



todas as possibilidades. Assim ¢ possivel um diagnostico precoce da doenca com

reducdo do risco de sequelas graves e melhora consideravel da qualidade de vida.

Rodrigues et al., 2011 afirma que a Citometria de Fluxo tornou-se o método de
analise de principal escolha para diagndstico da HPN por sua rapidez, sensibilidade e
especificidade, sendo capaz de quantificar o tamanho do clone HPN, sendo util também
na monitorizacdo dos doentes. A monitorizagdo ¢ possivel pois a citometria de fluxo
permite a avaliagdo simultdnea de varias caracteristicas fisicas e bioldgicas de uma

célula em particular.

Para Sena et al., 2018 ¢ notério o desenvolvimento técnico-cientifico no
diagnodstico das doencas imunohematoldgicas e afirma que a citometria de fluxo
transformou o padrdo de diagnostico dessas doengas, principalmente das leucemias , por

sua alta sensibilidade e especificidade.

Segundo Modesto et al., 2006 o teste em gel se mostrou sensivel e especifico
para diagnostico da HPN, porém apresentando resultados falso- negativos em andlises
realizadas apds transfusdo de sangue, sugerindo que o mesmo seja utilizado obedecendo
os critérios relativos a transfusdo sanguinea. J4 o teste de HAM se mostrou menos
especifico positivando em situagdes nao-HPN, relatando ndo encontrar na literatura
pesquisada razdes para a provavel falha técnica. O autor conclui que em seu estudo os
resultados validam dados j& apresentados na literatura, apontando a citometria como
padrdo ouro na identificacdo do clone HPN, sendo possivel a quantificagdo dos clones,

0 que nao ¢ possivel com o teste em gel.

Portanto, diante dos artigos revisados o diagnostico das doengas hematologicas
com enfase a HPN pela citometria de fluxo se mostrou padrao ouro, pois nele ¢é
permitido a identificacdo das células deficientes da proteina dncora GPI, determinando
entdo a porcentagem de populagdes discretas de células anormais e o grau de
deficiéncia, que sao as informagdes primordiais para o manejo da doenca. A citometria
de fluxo para o uso de diagnostico tem um grande potencial, e vem se tornando cada vez
mais uma ferramenta altamente relevante nos grandes laboratérios do pais, pois leva
confiabilidade nos resultados obtidos. Contudo, a atua¢do do profissional da satde ¢
altamente importante, pois dentre todas as etapas de analise, até a obtencdo de um
diagnostico preciso, o profissional participa ativamente de todas, ou seja, o

conhecimento especifico da area se torna indispensavel, assim o exame so ¢ liberado
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apos o profissional realizar a andlise de todas essas etapas e se certificar que tudo

ocorreu corretamente.
Conclusao

Conclui- se que o diagnostico precoce da Hemoglobintria Paroxistica Noturna
se torna essencial para um melhor progndstico e escolha do tratamento da doenga. Em
meio aos outros métodos de andlise, a citometria de fluxo se apresenta como o meio
mais sensivel e assertivo para diagndstico e monitoramento da HPN. Se torna
necessario o conhecimento preciso da disposi¢do celular de antigenos ligados a GPI a
fim da liberagdo de forma clara para auxilio médico da tomada de decisdes e defini¢ao

de tratamento. Assim oferecendo uma melhor qualidade de vida para cada paciente.
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