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RESUMO

A hemoglobindria paroxistica noturna (HPN) é definida como uma doenca adquirida de
células-tronco hematopoiéticas, rara, secundaria a alteragées genéticas que resultam
na deficiéncia de sintese da molécula glicosilfosfatidilinositol (GPIl) e consequente
reducdo de expressdo das proteinas de membrana ancoradas a esta molécula. O
diagnostico laboratorial baseia-se na detecgéo de células sanguineas deficientes em
proteinas ancoradas ao GPI, por citometria de fluxo. Pequenos clones celulares com
fendtipo semelhante ao encontrado na HPN tém sido detectados em pacientes com
anemia aplasica (AA) e sindrome mielodisplasica (SMD) e a sua presenca tem sido
associada a boa resposta ao tratamento imunossupressor. A utilizagdo de técnicas
sensiveis que propiciem a deteccdo de clones HPN pequenos € uma necessidade
atual. Os objetivos deste estudo foram padronizar técnica de alta sensibilidade para
deteccdo de células deficientes em proteinas ancoradas ao GPI, por citometria de
fluxo, no Servico de Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas/lUFMG e pesquisar
a presenca de clones HPN em pacientes com AA e SMD. Amostras de sangue
periférico de 20 pacientes com AA e 30 pacientes com SMD foram analisadas por
citometria de fluxo, utilizando anticorpos monoclonais dirigidos aos antigenos CD16,
CD24, CD55 e CD59 (neutréfilos); CD14 e CD55 (mondcitos); e CD55 e CD59
(hemécias). Utilizou-se ainda aerolisina fluorescente (FLAER) na analise das
populacdes de neutrofilos e mondcitos. Marcadores de linhagem celular foram
utilizados para selecdo das populacdes de interesse. Foram incluidas amostras de
sangue periférico de 20 voluntarios adultos, que constituiram o grupo controle. Em 5
(25%) pacientes com AA foram identificadas células com fenétipo HPN, claramente
distintas das células normais, nas trés populacdes celulares estudadas. A deficiéncia
de expresséo das proteinas ancoradas ao GPI foi detectada por todas as combinacdes
de reagentes incluidas no painel e a propor¢cdo de células HPN variou de 0,14 a
94,84% dos eventos analisados. Evidéncia clinica e laboratorial de hemdlise
intravascular foi descrita em apenas um paciente, sugerindo evolugéo de AA para HPN
classica. Células HPN néo foram identificadas nas amostras dos pacientes com SMD.
Observou-se, contudo, presenca de neutrofilos hipogranulares e/ou mondcitos
imaturos em 53% dos pacientes, determinando sobreposicdo destas popula¢cdes no
grafico SSC/CD45. Reducao isolada de expressdo dos antigenos CD14, CD16 e/ou
CD55 nas células imaturas e displasicas foram observados em 50% destas amostras
sem, entretanto, caracterizar o clone HPN, considerando os critérios de positividade
estabelecidos. Desta forma, foi possivel evidenciar as dificuldades técnicas e definir os
cuidados necesséarios para a analise dos pacientes com SMD. Considerando o
desempenho do reagente FLAER, observou-se reagdo intensa em neutrdfilos e
monacitos, propiciando separacdo clara e precisa entre células normais e células
deficientes em GPI. Houve concordancia total entre a marcacdo com FLAER e a
expressdo de proteinas ancoradas ao GPI. CONCLUSAOQ: A analise multiparamétrica
por citometria de fluxo apresenta sensibilidade e acuracia na deteccao de pequenas
propor¢des de células com fenétipo HPN, sendo adequada para a pesquisa de clones
subclinicos em pacientes com AA e SMD. O reagente FLAER apresenta excelente
desempenho na detecgdo de neutrofilos e mondcitos com fenétipo HPN, podendo ser
incluido em um painel minimo para a triagem do clone HPN na rotina de um
laborat6rio clinico.

Palavras-chave: hemoglobindria paroxistica noturna (HPN), FLAER, citometria de

fluxo, anemia aplasica (AA), sindrome mielodisplasica (SMD).



ABSTRACT

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is a rare acquired hematopoietic stem cell
disorder, caused by genetic alterations that compromises the synthesis of
glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor and results in deficiency of linked proteins.
The laboratory diagnosis is based on the detection of blood cells deficient in GPI-
anchored proteins by flow cytometry. Small PNH clones have been detected in patients
with aplastic anaemia (AA) and myelodysplastic syndrome (MDS) and their presence
has been associated to favorable response to immunosuppressive therapy. The use of
sensitive assays for detection of small PNH clones is a current demand. Our goals
were to develop a sensitive assay for detection of GPIl-anchored proteins deficient
cells, by flow cytometry, in the Laboratory Medicine Service of Hospital das
Clinicas/lUFMG and to investigate the presence of PNH clones in AA and MDS
patients. Peripheral blood samples from 20 AA patients and 30 MDS patients were
analyzed by flow cytometry using monoclonal antibodies to CD16, CD24, CD55 and
CD59 (neutrophils); CD14 and CD55 (monocytes); CD55 and CD59 (erythrocytes).
Fluorescent aerolysin (FLAER) was used to analyze neutrophils and monocytes.
Lineage markers were used to select the cell populations of interest. The control group
was represented by peripheral blood samples of 20 adult volunteers. PNH cells were
detected in 5 (25%) AA patients. They were clearly distinct from normal cells in the
three analyzed cell populations. The deficient GPI-anchored protein expression was
detected by all combinations of reagents used and the proportions of PNH cells varied
from 0.14 to 94.84% of the analyzed events. Clinical and laboratory evidence of
intravascular hemolysis was present in only one patient, suggesting a case of AA that
has evolved to classic PNH. PNH cells were not detected in blood samples of MDS
patients. However, hypogranular neutrophils and/or immature monocytes were
observed in 53% of the patients resulting in overlap between these two populations on
the SSC/CD45 plot. In addition, single decreased expression/loss of CD14, CD16
and/or CD55 was observed on immature and dysplastic cells in 50% of these samples,
which however was not interpreted as PNH cells, based on defined clone positivity
criteria. Thereby, it was possible to identify the technical challenges and to define the
procedures to evaluate samples of MDS patients. Concerning the FLAER performance,
neutrophils and monocytes showed bright staining resulting in a clear distinction
between normal cells and GPI deficient cells. The results showed total agreement
between FLAER staining and GPIl-anchored proteins expression. CONCLUSION:
Multiparameter flow cytometry analysis offers high sensitivity and accuracy in the
detection of subclinical PNH clones in the setting of AA and MDS. FLAER shows
excellent performance in the detection of PNH neutrophils and monocytes and may be
used in a routine laboratory for screening of PNH clones.

Key words: paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH), FLAER, flow cytometry,

aplastic anaemia (AA), myelodysplastic syndrome (MDS).
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1 INTRODUCAO

A relacdo entre a hemoglobindria paroxistica noturna (HPN) e doencas
medulares adquiridas, como a anemia aplasica (AA) e a sindrome
mielodisplasica (SMD), tem sido objeto frequente de estudo. Pequenos clones
celulares com fenétipo semelhante ao encontrado na HPN tém sido
evidenciados em pacientes com AA e SMD e a sua presenca tem mostrado
implicacBes prognosticas e terapéuticas (DUNN et al., 1999; MACIEJEWSKI et
al., 2001; MUKHINA et al., 2001; WANG et al., 2002; WANG et al., 2009).

1.1 Hemoglobinuria paroxistica noturna

A hemoglobindria paroxistica noturna é definida como uma doenca
adquirida de células-tronco hematopoiéticas, rara, com incidéncia estimada em
1,3 novos casos por um milhdo de individuos por ano (BOROWITZ et al.,
2010). E caracterizada clinicamente por hemdlise intravascular, faléncia
medular e episédios recorrentes de trombose venosa, muitas vezes
acometendo sitios anatdmicos incomuns, como veia hepatica, veia portal, veias
mesentéricas e cerebrais. A doenca € causada pela expansdo clonal de
células-tronco hematopoiéticas que apresentam mutacdes somaticas do gene
fosfatidilinositol glicano - classe A (phosphatidyl inositol glycan - class A, PIG-
A), localizado no cromossomo X, determinando o envolvimento de todas as
linhagens celulares sanguineas. S&o descritas diferentes mutacdes, como
delecdes, insercbes e mutagbes pontuais, ao longo de toda a regido
codificadora do gene PIG-A (RICHARDS et al., 2000; OKAMOTO et al., 2006).
A alteragcdo genética resulta na deficiéncia de sintese da molécula de
ancoragem denominada glicosilfosfatidilinositol (GPI), por falha na codificacéo
de uma enzima responsavel pela transferéncia da N-acetilglucosamina ao
fosfatidilinositol (BRODSKY, 2006). Como consequéncia, ocorre deficiéncia
parcial ou absoluta de expressdo das proteinas de membrana ancoradas ao
GPI (PEFFAULT DE LATOUR et al., 2008; WANG et al., 2009). As proteinas
ancoradas ao GPI incluem proteinas regulatérias do complemento, como DAF
(decay acceleration factor, CD55) e MIRL (membrane inhibitor of reactive lysis,

CD59), e proteinas de membrana envolvidas em diferentes fungbes — CD14,
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CD16, CD24, CD48, CD58, CD66b, dentre outras (RICHARDS et al., 2000;
DWORACKI et al., 2005). Segue TABELA descritiva das proteinas ancoradas
ao GPI expressas pelas células hematopoiéticas, suas respectivas funcdes e
distribuicdo celular - TABELA 1 (OMIM ® - Online Mendelian Inheritance in Man;

QUEIROS et al., 2000; RICHARDS et al., 2000; LUZZATTO et al., 2006).

Tabela 1 — Exemplos de proteinas ancoradas ao GPI expressas pelas células hematopoiéticas

Antigeno Funcéo Distribuicéo celular

CD14 Receptor de endotoxina Mondcitos (expresséao forte);
granulécitos (expressao parcial e
fraca)

CD16 Receptor Fc de baixa afinidade (FcyRIll) Neutréfilos (ancorado ao GPI);
Células NK e células T (parcial,
formas transmembrana)

CDh24 Adesao celular; ativacéo e diferenciacdo Neutrdfilos e linfécitos B

de linfocitos B

CD48 Ativacéo e adeséo celular Linfécitos e mondcitos

CD52 Desconhecida Linfécitos e mondcitos

CD55 Regulacdo do complemento (limita a Leucdcitos, eritrocitos e plaquetas

formacao das convertases de C3)

CD58 Molécula ligante de CD2; sinal Leucécitos, eritrécitos e plaquetas

coestimulatério em respostas imunes (forma ancorada ao GPI e formas
transmembrana)

CD59 Inibe formacé@o do complexo de ataque Leucdcitos, eritrécitos e plaquetas

a membrana e protege as células da lise
mediada pelo complemento; sinalizador
celular na ativacao de células T

CD66b Adeséo e ativacao celular Neutréfilos

CD87 Receptor do ativador do plasminogénio Mondcitos, neutrdfilos, células T

tipo-uroquinase ativadas e células NK

CD90 Ativacao de células T; adeséao celular Células progenitoras e células T
(parcial)

CD109 Desconhecida Células T ativadas, plaquetas,
megacariocitos e células
progenitoras (parcial)

CD157 Ecto-enzima; suporte ao crescimento de Células  estromais  medulares,

células B; adesdo e migracdo de

mondacitos e granuldcitos

mondcitos e granuldcitos

GPlI, glicosilfosfatidilinositol; Céluas NK, células natural Killer.
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As células afetadas podem apresentar deficiéncia parcial (células HPN
tipo 1) ou completa (células HPN tipo Ill) dos antigenos citados, dependendo
do tipo de mutacdo do gene PIG-A, e podem coexistir com células normais
(células HPN tipo 1), em um mesmo paciente (PIEDRAS et al.,, 2000;
RICHARDS et al., 2000; MADKAIKAR et al., 2009). A deficiéncia de expressao
das proteinas CD55 e CD59 determina maior sensibilidade dos eritrécitos
afetados a lise mediada pelo complemento. As hemacias perdem a capacidade
de restringir a ativacdo da via alternativa do complemento (deficiéncia de
CD55) e de bloquear a formacdo do complexo de atague a membrana
(deficiéncia de CD59) (PARKER, 2012).

O termo Hemoglobindria Paroxistica Noturna (HPN) refere-se a
eliminacdo de hemoglobina na urina, secundaria a hemolise intravascular,
determinando coloracdo escura da mesma. A hemdlise acontece durante todo
o dia, mas a hemoglobinuria é observada principalmente na primeira mic¢do da
manha, em funcdo do aumento da concentracdo urinaria durante a noite
(ARRUDA et al., 2010).

As teorias fisiopatoldégicas mais recentes afirmam que as mutagfes do
gene PIG-A sdo necessarias, mas insuficientes para causar a doenca. A
hipétese mais aceita é a de que as células que apresentam mutacdes do gene
PIG-A somente sofram expansao clonal em um contexto de faléncia da medula
0ssea, mediada imunologicamente. Assim, a rea¢do imune mediada por células
T parece determinar agressao as células-tronco normais e poupar as células-
tronco com fenotipo HPN (RICHARDS et al., 2000; BRODSKY, 2006;
LUZZATTO et al., 2006; RICHARDS et al., 2007). O mecanismo associado a
vantagem proliferativa das células HPN permanece néo elucidado. E suposto
gque a proteina alvo da agressédo imune ou moléculas acessorias envolvidas na
reacao autoimune sejam ancoradas ao GPI (HILL et al., 2007).

Os ensaios laboratoriais tradicionalmente utilizados para o diagnéstico
da HPN - teste de Ham, teste de lise pela sucrose e teste de sensibilidade a
lise pelo complemento — demonstram a sensibilidade aumentada dos eritrécitos
a hemodlise, sob condi¢cbes padronizadas. Apesar de apresentarem alta
especificidade, sdo pouco sensiveis, ndo permitem quantificacdo precisa do
clone HPN e, como sdo baseados na andlise de eritrdcitos, sofrem interferéncia
de transfusdes recentes e episodios hemoliticos (HALL et al., 1996; MOYO et
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al., 2004; OLTEANU et al., 2006; GUPTA et al.,, 2007). Nas ultimas duas
décadas, a citometria de fluxo tem sido utilizada para avaliar a expressao das
proteinas ancoradas ao GPI nas linhagens celulares sanguineas e, atualmente,
€ considerada a metodologia de escolha para o rastreamento, diagnostico e
acompanhamento da HPN (PARKER et al., 2005; BOROWITZ et al., 2010). A
técnica é considerada altamente sensivel e especifica, apresentando, como
vantagens, a possibilidade de analisar eritrocitos, leucocitos e plaquetas; a
capacidade de detectar pequenas populacdes de células com fenétipo HPN e
quantificd-las; e a capacidade de distinguir entre células com deficiéncia parcial
ou total das proteinas ancoradas ao GPI (VAN DER SCHOOT et al., 1990;
RICHARDS et al.,2000; PEFFAULT DE LATOUR et al., 2008; MADKAIKAR et
al., 2009; BOROWITZ et al., 2010).

Moyo e colaboradores (2004), em analise retrospectiva de 49 pacientes
portadores do clone HPN, correlacionaram os achados da citometria de fluxo
com o quadro clinico da doenca e demonstraram que clones HPN maiores
(>60% de granulécitos acometidos) estdo associados a maior risco de
trombose e demais manifestacdes clinicas, como hemoglobindria, dor
abdominal, espasmo esofagiano e disfungéo erétil. Esta associacao ocorre em
funcdo da maior taxa de hemdlise, que tem como consequéncia a maior
liberacdo de hemoglobina livre plasmatica que, por sua vez, apresenta alta
afinidade pelo 6xido nitrico (NO), determinando deplecéo tecidual do mesmo. O
oxido nitrico promove relaxamento da musculatura lisa e atua na inibicdo da
agregacdo e adesdo plaguetarias. A sua deplegcédo esta associada a distonia
muscular e, provavelmente, a trombofilia, e explica algumas das manifestactes
apresentadas pelos pacientes portadores de HPN (PARKER et al., 2005;
BRODSKY, 2006; LUZZATTO et al., 2006; HILL et al., 2007; ARRUDA et al.,
2010).

O tratamento convencional da HPN classica é tradicionalmente baseado
no suporte clinico e transfusional, tratamento das complica¢fes, e no uso de
drogas como corticosterdides e andrégenos que, apesar de nao terem seus
mecanismos de acao claramente definidos, parecem atuar como inibidores da
ativacdo do sistema complemento (PARKER et al., 2005). Nos ultimos anos,
uma nova droga tem sido utilizada para os pacientes com evidéncia clinica de

hemodlise intravascular e tem demonstrado excelentes resultados no controle
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destes pacientes, com melhora dos niveis de hemoglobina, redugcdo das
necessidades transfusionais e reducdo da ocorréncia de complicacbes
tromboembdlicas. Trata-se do Eculizumab (Alexion Pharmaceuticals, CT, USA),
aprovado para uso nos Estados Unidos e Europa em 2007 (BRODSKY, 2008;
ROTH et al., 2011; PARKER, 2012). O Eculizumab é um anticorpo monoclonal
humanizado, inibidor da fragdo C5 do complemento, que atua restringindo a
formacdo do complexo de atague a membrana e, portanto, inibindo a hemdlise
intravascular (PARKER et al., 2005; RICHARDS et al., 2007; LUZZATTO et al.,
2011). Os imunossupressores (globulina antitimécito e ciclosporina-A) sao
recomendados, como principal modalidade de tratamento, para 0os pacientes
que apresentam predominantemente manifestacbes de faléncia medular -
sindrome AA-HPN (sindrome anemia aplasica - hemoglobindria paroxistica
noturna) ou HPN hipoplasica, descrita a seguir (PEFFAULT DE LATOUR et al.,
2008). O transplante de células tronco hematopoiéticas representa a Unica
possibilidade de tratamento potencialmente curativo, estando indicado aos
pacientes com maior indice de complicacbes da doenca (anemia hemolitica
refrataria e doenca tromboembdlica recorrente) ou faléncia de medula éssea,
sendo limitado aqueles que apresentam condi¢fes clinicas de se submeterem
ao procedimento e doador HLA-compativel (PARKER et al ., 2005; RICHARDS
et al., 2007; BRODSKY, 2009).

O encontro de células com fendtipo HPN tem sido descrito em
associacdo a outras doencas medulares, como AA, SMD e sindromes
mieloproliferativas e linfoproliferativas (DWORACKI et al., 2005). Um esquema
de classificacdo proposto pelo International PNH Interest Group, descrito por
Parker e colaboradores (2005), define que pacientes que apresentam evidéncia
clinica e laboratorial de hemolise intravascular e/ou tendéncia trombotica, e ndo
apresentam evidéncias de outra desordem medular de base, sado portadores de
“‘HPN classica”. Estes pacientes habitualmente apresentam maior percentual
de células HPN, como anteriormente descrito. Os pacientes que apresentam
evidéncia clinica e laboratorial de hemdlise associada a uma desordem
medular primaria séo classificados como portadores de “HPN na vigéncia de
outra desordem medular especificada”, estando incluidos, neste grupo, 0s
pacientes categorizados como portadores da Sindrome AA-HPN. Os casos que

nao exibem evidéncia clinica e laboratorial de hemolise intravascular sao



21

classificados como portadores de “HPN subclinica” e, habitualmente,
apresentam pequenas populagbes de células sanguineas deficientes em
proteinas ancoradas ao GPIl (PARKER et al., 2005; MADKAIKAR et al., 2009;
SUGIMORI et al.,, 2009). Nesta categoria se enquadram grande parte dos
pacientes portadores de AA e SMD, nos quais € possivel identificar a presenca
das células com fendtipo HPN, habitualmente presentes em percentuais
inferiores a 10% do total de células analisadas (PARKER et al., 2005). Pu e
colaboradores (2011) monitorizaram 27 pacientes portadores de AA com clone
HPN detectavel, por um periodo de 5 anos, e encontraram relagéo linear entre
o tamanho do clone e o desenvolvimento de hemdlise intravascular, definindo
os limites de 3 a 5% de eritrocitos HPN e 23% de granulécitos HPN como

preditores de hemdlise.

1.2 Condicdes associadas a presenca de células com fen6tipo HPN

1.2.1 Anemia aplasica

A anemia aplasica é uma doenca rara, com incidéncia em torno de 2
novos casos por 1 milhdo de individuos por ano, nos paises ocidentais
(YOUNG et al., 2006). E definida como pancitopenia associada a medula 6ssea
hipocelular, na auséncia de infiltrado anormal (MARSH et al., 2009). E
considerada doenca imunomediada, com destruicdo ativa das células-tronco
hematopoiéticas por linfocitos T autorreativos (ARRUDA et al.,2010). A maioria
dos casos (70-80%) apresenta etiologia desconhecida, sendo estes
caracterizados como idiopaticos. Em alguns pacientes, podem ser identificados
fatores precipitantes da faléncia da medula Ossea, como medicamentos,
agentes quimicos ou infecgdes. A doenca apresenta dois picos de incidéncia -
10 a 25 anos e maiores de 60 anos. Os pacientes geralmente se apresentam
com sinais e sintomas de anemia, hemorragia de pele ou mucosa e disturbios
visuais secundarios a hemorragia de retina (MARSH et al., 2009). O
hemograma revela pancitopenia ou citopenia isolada, particularmente
trombocitopenia,  acompanhados de  anisocitose, poiquilocitose e
reticulocitopenia. O diagndstico requer a presenca de dois dos seguintes

achados em sangue periférico: hemoglobina inferior a 10mg/dL, contagem de



22

plaquetas inferior a 50.000cel/mm® e/ou contagem de neutréfilos inferior a
1.500cel/mm?® (International Agranulocytosis and Aplastic Anaemia Study
Group, 1987). A confirmacao do diagndstico requer a realizacdo de mielograma
e biopsia de medula é6ssea. Ao mielograma, € observada medula Ossea
hipocelular, com reducdo das séries eritrocitica, granulocitica e
megacariocitica. Diseritropoiese constitui achado comum, entretanto ndo séo
esperados megacariocitos e granuldcitos displasicos. A bidpsia da medula
Ossea € essencial para confirmar a hipocelularidade medular, avaliar a
morfologia das células residuais e excluir a presenca de infiltrado anormal.
Recomenda-se ainda a andlise citogenética da medula éssea, sendo que
clones citogenéticos anormais estdo presentes em até 12% dos pacientes
(MARSH et al., 2009). A gravidade da doenca é avaliada por parametros de
contagem de células no sangue periférico e medula éssea. AA grave é definida
por celularidade medular inferior a 25%, associada a pelo menos dois dos
seguintes parametros em sangue periférico: contagem de neutrofilos inferior a
500cel/mm?, contagem de plaquetas inferior a 20.000cel/mm® e contagem
corrigida de reticulécitos inferior a 1%; AA muito grave é caracterizada pelos
critérios acima, mas com contagem de neutréfilos inferior a 200cel/mm?; AA
nao grave € definida por medula 6ssea hipocelular, com pancitopenia, sem
preencher os critérios acima (MARSH et al., 2009; PU et al., 2011).

O tratamento da AA ndo grave é baseado no suporte clinico e
transfusional, estando indicado o uso de medicamentos imunossupressores
(globulina antitimdcito e cliclosporina A, isoladamente ou em combinacao)
pelos pacientes dependentes de transfusdes sanguineas ou por aqueles que
evoluem com neutropenia significativa. Os pacientes com AA grave ou muito
grave devem receber o tratamento de suporte acrescido do tratamento
especifico, que inclui o transplante de células-tronco hematopoiéticas,
considerado de escolha, ou os medicamentos imunossupressores. A definicdo
do tratamento para este grupo de pacientes é baseada na idade, avaliacdo da
elegibilidade ao transplante e existéncia de doador HLA-compativel
(SUGIMORI et al., 2006; MARSH et al., 2009). O transplante alogénico, com
doador aparentado compativel, cura a grande maioria dos pacientes.
Entretanto, o tratamento imunossupressor € mais amplamente usado, devido a

presenca de fatores limitantes ao transplante, como auséncia de doadores
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compativeis, idade avancada do paciente e o alto custo do procedimento
(YOUNG et al., 2006). A taxa de resposta a imunossupressao esta em torno de
60%, em diferentes populagcbes, apdés 3 a 6 meses de tratamento, sendo a
idade jovem um importante preditor de melhor resposta. Cerca de 30 a 40%
dos pacientes inicialmente respondedores sofrem recaida, muitas vezes
demandando o uso continuo de imunossupressores (YOUNG et al., 2006).

Diferentes estudos demonstraram a presenca do clone HPN em
pacientes portadores de AA, através da analise imunofenotipica por citometria
de fluxo. A prevaléncia deste achado nas populacfes estudadas € variavel (22
a 68% dos pacientes), em funcdo da sensibilidade do teste e dos critérios de
positividade do clone HPN (DUNN et al., 1999; MACIEJEWSKI et al., 2001;
MUKHINA et al., 2001; WANG et al., 2001; ISHIYAMA et al., 2003; SUGIMORI
et al.,, 2006; SUGIMORI et al., 2009; SCHEINBERG et al., 2010). Acredita-se
que a expansdo do clone HPN em portadores de AA esteja relacionada a
eventual reacdo autoimune, determinando faléncia da hematopoiese normal e
selecdo das células com fendtipo HPN, sendo estas poupadas da agresséo
pelas células T citotdxicas. Assim, as mutacdes do gene PIG-A, isoladamente,
parecem nao serem suficientes para o desenvolvimento da doengca nos
portadores de AA, sendo necessaria a associacdo com 0 mecanismo supressor
da hematopoiese normal, mediado imunologicamente (ARATEN et al., 1999;
RICHARDS et al., 2000; OKAMOTO et al., 2001; WANG et al., 2001). E
importante ressaltar que a HPN classica frequentemente ocorre durante o
curso clinico da AA (PU et al., 2011). Dados publicados por Peffault de Latour e
colaboradores (2008), envolvendo 460 pacientes com diagnéstico de HPN,
revelaram que 23% destes apresentavam histdria prévia de AA.

A maioria dos pacientes portadores de AA associada ao clone HPN
apresenta percentuais pequenos a moderados de células deficientes em
proteinas ancoradas ao GPI, na auséncia de hemolise (YOUNG et al., 2006;
BRODSKY, 2008; MARSH et al., 2009). Maciejewski e colaboradores (2001)
encontraram média de 7,9% de granuldcitos deficientes em proteinas
ancoradas ao GPlI em 93 pacientes com diagnostico de AA. Moyo e
colaboradores (2004), em uma série de 44 pacientes com AA, encontraram
tamanho médio do clone HPN de 16,8%, comparado com 91,6% de

granuldcitos acometidos em pacientes com HPN classica. Sugimori e
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colaboradores (2006) identificaram granulécitos com fendtipo HPN em 83 de
122 pacientes com diagndstico de AA, em propor¢cdes variaveis de 0,003 a
23,1% das células analisadas. Scheinberg e colaboradores (2010) identificaram
o clone HPN em 83 de 207 pacientes com AA recém-diagnosticada, com
proporcdo média de 9,7% de células acometidas. Entretanto, o significado
clinico de um clone HPN pequeno em portadores de AA, detectado por
citometria de fluxo, permanece incerto. Estes clones podem permanecer
estaveis, aumentar ou diminuir de tamanho ou mesmo desaparecer (MARSH et
al., 2009; SUGIMORI et al., 2009; PU et al., 2011).

Estudos prévios, como o de Frickhofen e colaboradores (2003),
sugeriram que o tratamento imunossupressor da AA poderia resultar em
expansdo das ceélulas HPN, o que nado foi confirmado por estudos mais
recentes, envolvendo ndamero significativo de pacientes. Dunn e colaboradores
(1999) estudaram 115 pacientes portadores de AA e nao observaram diferenca
estatistica entre as propor¢des de pacientes com clone HPN dentre os grupos
pré e pos-tratamento. Neste mesmo estudo, um grupo formado por usuarios de
imunossupressores, por causas diversas, nao apresentou células com fenoétipo
HPN detectaveis. Wang e colaboradores (2001) estudaram 100 pacientes com
diagnéstico de AA e observaram que a frequéncia de células HPN em
pacientes recém-diagnosticados, virgens de tratamento, foi maior (88,6%) do
gque em pacientes tratados com imunossupressores — 68,6% dos pacientes
com menos de 5 anos de doenca e 20,4% dos pacientes com mais de 5 anos
de doenca. Maciejewski e colaboradores (2001) evidenciaram auséncia de
diferenca estatistica entre a proporcdo de pacientes com clone HPN no
momento da apresentacdo da AA, no decorrer dos primeiros 1 a 4 anos de
doenca e apés 4 anos do diagnostico e, ainda, ndo observaram padréo
consistente de alteracdo do tamanho do clone HPN apds imunossupressao.
Sugimori e colaboradores (2009) monitorizaram o tamanho dos clones HPN
detectados em 40 pacientes com diagnostico de AA, que haviam iniciado
tratamento imunossupressor, e compararam 0s grupos de respondedores (35
pacientes), ndo respondedores (5 pacientes) e um terceiro grupo formado por
35 pacientes ndo tratados, e ndo observaram diferenca estatistica entre 0s
grupos, quanto a expansdo, persisténcia ou desaparecimento do clone.

Scheinberg e colaboradores (2010) monitorizaram 124 pacientes em
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tratamento imunossupressor da AA, sem evidéncia do clone HPN na fase pré-
tratamento, e observaram que o aparecimento das células HPN no periodo
pos-tratamento foi incomum e ocorreu de forma igualitaria dentre os
respondedores e 0s ndo respondedores a imunossupressdo. Assim, ndo ha
indicios de que o tratamento imunossupressor faca emergir o clone HPN;
parece ser o proprio mecanismo fisiopatologico da AA (agressao autoimune), o
fator envolvido na expanséo do clone, principalmente na fase inicial da doenca
(LUZZATTO et al., 2011). A expansédo ou involugdo do clone nos anos
subsequentes parece depender da capacidade proliferativa da célula tronco
hematopoiética geneticamente alterada (SUGIMORI et al., 2009).

Por outro lado, diversos autores estabeleceram associacdo positiva
entre a presenca de células HPN em pacientes com AA e melhor resposta ao
tratamento imunossupressor. Sugimori e colaboradores (2006) avaliaram 122
pacientes com diagnéstico recente de AA e concluiram que a presenca de
células com fenotipo HPN prediz boa resposta ao tratamento imunossupressor
e progndstico favoravel, mesmo quando presentes em pequenas proporcées
(resposta terapéutica semelhante na presenca de propor¢des variaveis - 0,003
a 23,1% - de granulécitos acometidos). Outros autores encontraram resultados
similares, ao observarem maior proporcdo de pacientes respondedores a
imunossupressdo dentre aqueles portadores do clone HPN (WANG et al.,
2001; MACIEJEWSKI et al., 2001; ISHIYAMA et al., 2003). A melhor resposta
ao tratamento imunossupressor em portadores do clone HPN favorece a
hipétese de mecanismos imunoldgicos envolvidos no processo de faléncia da
medula Ossea (ISHIYAMA et al.,, 2003). Assim, o clone HPN pode ser
considerado marcador da fisiopatologia imune da faléncia medular, mesmo
quando estas células estdo presentes em pequenas proporc¢des, podendo
entdo predizer a resposta ao tratamento imunossupressor (SUGIMORI et al.,
2006). Segundo alguns autores, a pesquisa do clone HPN, neste grupo de
pacientes, pode auxiliar na definicAo do tratamento mais adequado a ser
instituido inicialmente - transplante de células-tronco hematopoiéticas ou
tratamento imunossupressor (ISHIYAMA et al., 2003; SUGIMORI et al., 2006).
Contrariamente a estes achados, Scheinberg e colaboradores (2010), em um
estudo envolvendo 207 pacientes com AA grave, ndo observaram diferenca

estatistica nas taxas de resposta ao tratamento imunossupressor, entre
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pacientes que apresentavam ou nao o clone HPN. Em publicacdo anterior,
Scheinberg e colaboradores (2008) ja haviam questionado a associagdo entre
a presenca do clone HPN e a melhor resposta a imunossupressao. A razao
para esta discrepancia pode estar relacionada a diferencas metodoldgicas na
determinacdo da presenca das células com fenotipo HPN, segundo colocacéo
do préprio autor.

1.2.2 Sindromes mielodisplasicas

As sindromes mielodisplasicas constituem um grupo heterogéneo de
desordens clonais de células-tronco hematopoiéticas, que acometem
predominantemente individuos idosos, com idade média de 70 anos. Na
populacdo geral, ocorre em incidéncia aproximada de 5 casos por 100.000
individuos ao ano; entre individuos acima de 70 anos, a incidéncia aumenta
para 22 a 45 casos por 100.000 individuos ao ano (GREENBERG et al., 2012).

As SMD séo caracterizadas por citopenia(s) periférica(s), displasias de
uma ou mais linhagens de células mieldides, medula éssea habitualmente
hipercelular ou normocelular, hematopoiese ineficaz e risco aumentado de
evolucao para leucemia mieléide aguda (LMA) (BOWEN, 2003; OGATA et al.,
2009). A faléncia medular é secundaria a hematopoiese ineficaz, por sua vez
resultante de apoptose aumentada (BOWEN, 2003). Os pontos de corte para
caracterizacdo das citopenias, recomendados pelo International Prognostic
Scoring System (IPSS), sdo: hemoglobina <10g/dL, contagem de neutrofilos
<1.800cel/mm?® e plaquetas <100.000cel/mm*® (GREENBERG et al., 1997;
SWERDLOW et al., 2008). As alteracOes displasicas devem estar presentes
em pelo menos 10% das células de uma ou mais linhagens mieloides e podem
ser acompanhadas por aumento de mieloblastos no sangue periférico (SP) e
medula 6ssea (MO), quantificados em percentual inferior a 20% na MO, acima
do qual é caracterizado o diagnéstico de LMA. A maioria dos pacientes
apresenta sintomas relacionados a(s) citopenia(s), sendo muitos deles
anémicos e dependentes de transfusdes sanguineas (SWERDLOW et al.,
2008).

O diagnostico e a classificacdo das sindromes mielodisplasicas séo

baseados no exame morfolégico das células do SP e MO, objetivando
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caracterizar as displasias celulares, a presenca de sideroblastos em anel e o
percentual de blastos. Algumas anormalidades citogenéticas clonais, como -Y,
-5, del(5q), del(20q), +8, -7 ou del(7q), dentre outras, sdo associadas a doenca
e sao observadas em aproximadamente 50% dos casos (SWERDLOW et al.,
2008). Assim, a avaliacdo laboratorial da SMD inclui a realizagdo do
hemograma, mielograma, andlise citogenética e bidpsia de medula 6ssea
(BOWEN, 2003).

A classificacdo mais adotada atualmente, proposta pela Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) em 2008, é baseada em contagens celulares
sanguineas, medulares, morfologia e anélise citogenética da MO (SWERDLOW
et al., 2008). Sdo propostos 0s seguintes subtipos de SMD: 1- citopenia
refrataria com displasia de uma linhagem (CRDU) - anemia refrataria,
neutropenia refrataria ou trombocitopenia refrataria; 2- anemia refrataria com
sideroblastos em anel (ARSA); 3- citopenia refrataria com displasia de multiplas
linhagens (CRDM); 4- citopenia refrataria com displasia de multiplas linhagens
e sideroblastos em anel; 5- anemia refrataria com excesso de blastos-1 (AREB-
1); 6- anemia refrataria com excesso de blastos-2 (AREB-2); 7- SMD associada
a del(5q) isolada; 8- SMD nao classificada (SMD-U). Os subtipos morfolégicos
podem ser categorizados em 3 grupos de risco, considerando o tempo de
sobrevida e evolucao para LMA. Os grupos de baixo risco sdo CRDU e ARSA;
0s grupos de risco intermediarios sdo CRDM, com ou sem sideroblastos em
anel, e AREB-1; pacientes com AREB-2 constituem o grupo de alto risco. A
“sindrome de delec¢do isolada do 5q” é associada a bom progndstico e baixa
taxa de transformacdo para leucemia aguda (GREENBERG et al., 1997,
BOWEN, 2003). Um sistema de classificacdo prognostica baseado no
percentual de blastos na medula éssea, tipo de anormalidade citogenética e
namero de citopenias foi proposto pelo International Myelodysplastic Syndrome
Working Group. O sistema de escore & denominado International Prognostic
Scoring System (IPSS). Com base nas variaveis progndésticas e no sistema de
pontuacado descritos na TABELA 2, sdo reconhecidos quatro grupos de risco:
baixo (0), intermediario-1 (0,5-1,0), intermediario-2 (1,5-2,0) e alto (= 2,5)
(GREENBERG et al., 1997; BOWEN, 2003; SWERDLOW et al., 2008). De

maneira geral, grupos de alto risco apresentam menor sobrevida e maior taxa
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de evolucdo para LMA, e sédo relacionados a maior porcentagem de blastos na
MO, achados citogenéticos ndo favoraveis e citopenias mais graves.

Tabela 2 — International Prognostic Scoring System (IPSS) para sindromes mielodisplasicas

Escore
0 0,5 1,0 1,5 2
% blastos MO <5% 5-10% 11-19% 20-30%*
Cariétipo Bom Intermediario Ruim

Citopenias 0-1 2-3

MO, medula éssea

*Este grupo € reconhecido como leucemia mieléide aguda pela classificacdo da Organizagéo
Mundial de Saude (OMS)

**Cariotipo: Bom = normal, -Y, del(5q), del(20qg); Ruim = complexo (= 3 anormalidades) ou
anomalias do cromossomo 7; Intermediario = outras anormalidades

***Citopenias: Hemoglobina <10g/dL; Neutréfilos <1.800 cel/mm?; Plaguetas <100.000 cel/mm?®

A definicdo do tratamento da SMD é baseada em determinados critérios,
como idade, condicéo clinica do paciente, classificacdo prognostica da doenca
e anormalidades citogenéticas associadas. O tratamento da doenca de baixo
risco (IPSS baixo ou intermediario-1) inclui: 1) suporte clinico e transfusional; 2)
uso de fatores de crescimento, como a eritropoetina e fator estimulador de
crescimento de granulécitos (G-CSF), para agueles com niveis séricos
relativamente baixos de eritropoetina; 3) drogas como lenalidomida e analogos,
particularmente Uteis para pacientes com sindrome de delecdo do 5qg, com
necessidade transfusional; 4) medicamentos imunossupressores,
especialmente para aqueles com maior probabilidade de resposta (idade
inferior a 60 anos, hipocelularidade medular e marcadores de resposta — HLA-
DR15 ou clone HPN) e 5) terapia de quelacao do ferro, quando indicado. Para
0s pacientes de alto risco (IPSS intermediario-2 ou alto), estdo indicados
agentes hipometilantes, quimioterapicos ou transplante de células-tronco
hematopoiéticas, para os casos elegiveis (ISHIKAWA et al., 2007;
GREENBERG, 2010; GREENBERG et al., 2012).

Estudos conduzidos em pacientes com SMD tém evidenciado a
presenca das ceélulas tipo HPN na doenca de baixo risco, especialmente na
anemia refrataria, com frequéncia aproximada entre 8 e 34% dos pacientes
(IWANAGA et al., 1998; DUNN et al.,, 1999; MACIEJEWSKI et al.,, 2001;
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OKAMOTO et al., 2001; WANG et al., 2002; ISHIYAMA et al., 2003; SUGIMORI
et al., 2009; WANG et al., 2009). Os clones HPN s&o habitualmente menores,
se comparados aos encontrados nos pacientes portadores de HPN classica ou
AA, com proporcéo de células inferior a 1% dos eventos analisados em grande
parte dos casos (WANG et al., 2002; SUGIMORI et al., 2009; WANG et al.,
2009). Os estudos citados utilizaram testes com diferentes padronizacdes
metodoldgicas e diferentes limites de sensibilidade analitica e, portanto,
somente aqueles que utilizaram técnicas mais sensiveis foram capazes de
detectar os clones subclinicos menores que 1%. Células com fenétipo HPN ndo
tém sido habitualmente demonstradas na sindrome mielodisplasica de alto
risco (WANG et al, 2002; WANG et al, 2009; SUGIMORI et al., 2009;
PARKER, 2012). Contrariamente a estes achados, Kaiafa e colaboradores
(2008), em estudo que envolveu 90 pacientes com diagnéstico de SMD,
relataram maior frequéncia do clone HPN na doenca de alto risco, sem,
entretanto, descrever a técnica utilizada, no que se refere as estratégias de
analise ou critérios para definicdo do ponto de corte.

Okamoto e colaboradores (2001) demonstraram associagdo do clone
HPN, em portadores de SMD, com anormalidades imunoldgicas, fortalecendo a
hipétese de que a expansédo do clone HPN, nestes pacientes, é favorecida pela
disfuncdo imune, assim como ocorre na AA. Na SMD, a presenca de células
com fenétipo HPN foi fortemente correlacionada com boa resposta ao
tratamento imunossupressor, em alguns estudos (DUNN et al., 1999; WANG et
al., 2002; ISHIKAWA et al., 2007), reforcando a teoria do envolvimento de
mecanismos imunoldgicos na fisiopatologia da doenga. Pacientes com anemia
refrataria HPN positivos apresentaram caracteristicas clinicas distintas em
relacdo aos pacientes HPN negativos em estudo conduzido por Wang e
colaboradores (2002), como anormalidades morfologicas de células
sanguineas menos pronunciadas, trombocitopenia mais grave, menores taxas
de anormalidades citogenéticas e menor indice de progressao para leucemia

aguda.
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1.2.3 Individuos saudaveis

A pesquisa de células deficientes em proteinas ancoradas ao GPI foi
realizada em individuos saudaveis por Araten e colaboradores (1999), tendo
sido evidenciado pequeno numero de células com fenotipo HPN e
anormalidades do gene PIG-A na frequéncia média de 0,0022% das células
analisadas. Resultados semelhantes foram demonstrados por Wang e
colaboradores (2001), ao identificarem granuldcitos tipo HPN em 18 de 68
individuos normais, com frequéncia inferior a 0,003% das células. Estes clones
sdo habitualmente transitérios e estudos envolvendo analise genética
revelaram que estas mutacdes ndo séo clonais, sugerindo que provavelmente
ocorrem em células formadoras de colénia e ndo em células-tronco
hematopoiéticas (BOROWITZ et al., 2010).

1.3 Aspectos metodoldgicos da deteccdo do clone HPN por citometria de

fluxo

A imunofenotipagem de células sanguineas por citometria de fluxo é
considerada, hoje, o método de escolha para deteccdo e quantificacdo das
populacdes celulares deficientes em proteinas ancoradas ao GPI (VAN DER
SCHOQOT et al., 1990; HALL et al., 1996; PARKER et al., 2005; RICHARDS et
al., 2007; BOROWITZ et al., 2010; KRAUSS, 2012). O teste esta indicado para
pacientes com suspeita clinica de HPN classica (diagnoéstico e
acompanhamento), pacientes com AA (ao diagnostico e anualmente, mesmo
na auséncia de hemodlise intravascular) e pacientes com diagnostico de
citopenia refrataria com displasia de uma linhagem da SMD (ao diagnostico e
anualmente, mesmo na auséncia de hemdlise intravascular). A pesquisa do
clone HPN néo é recomendada, rotineiramente, para 0s pacientes portadores
de outras formas de SMD ou doencas mieloproliferativas, sem evidéncia de
hemdlise intravascular (PARKER et al., 2005; BOROWITZ et al.,, 2010). A
monitorizacdo do clone HPN em hemécias tem sido indicada para o
acompanhamento dos pacientes em uso do Eculizumab. Pacientes que
respondem ao tratamento, reduzindo a taxa de hemdlise intravascular, evoluem

com aumento da proporcdo de hemacias HPN, em relacdo ao periodo pré-
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tratamento, reduzindo a desproporcao entre o tamanho do clone em eritrocitos
e leucocitos (HILL et al., 2007).

Entretanto, ainda ndo existe consenso em relacdo a melhor abordagem
metodoldgica, principalmente no que se refere a selecdo dos anticorpos
monoclonais a serem usados e a definicdo dos critérios de positividade do
clone HPN (RICHARDS et al., 2007). Existem anticorpos monoclonais
disponiveis contra varias proteinas ancoradas ao GPIl, com capacidades
distintas de deteccao das células com fendtipo HPN, em funcdo da expresséo
variavel destes antigenos nas diferentes populacfes celulares e nos diferentes
estagios de maturacdo das células (HERNANDEZ-CAMPO et al., 2006;
MADKAIKAR et al., 2009). Existem ainda variagbes metodoldgicas no que se
refere ao processamento da amostra, escolha das populacbes celulares a
serem estudadas e “estratégias de gating” para analise precisa (MADKAIKAR
et al., 2009; BATTIWALLA et al., 2010).

Os anticorpos anti-CD55 e anti-CD59 foram os reagentes inicialmente
utilizados, e ainda o sdo de forma ampla, nos ensaios de citometria de fluxo
para deteccdo do clone HPN, em funcdo do seu papel, ja conhecido, na
fisiopatologia da doenca. Assim, diversos estudos foram baseados na
avaliacdo da expressao destes dois antigenos em heméacias e/ou leucécitos,
utilizando diferentes protocolos para processamento das amostras (OKAMOTO
et al.,, 2001; WANG et al., 2001; WANG et al., 2002; ISHIYAMA et al., 2003;
SUGIMORI et al., 2009). S&o descritas e utilizadas duas técnicas distintas para
0 preparo das amostras para analise da expressdao de CD55 e CD59 em
granulécitos: 1- lise das hemacias antecedendo a marcacdo dos granulécitos
(técnica lisar-lavar-corar); 2- marcagdo dos granuldcitos, seguida de lise das
hemacias (técnica corar-lisar-lavar). As consideracdes que envolvem a escolha
entre os dois métodos recaem sobre o fato de que estes marcadores séo
expressos nas diferentes linhagens celulares e, assim, o grande numero de
hemacias na amostra ndo previamente lisada pode representar um potencial
interferente na marcacdo dos leucécitos. (HERNANDEZ-CAMPO et al., 2002;
MADKAIKAR et al., 2009). Por outro lado, as caracteristicas fisicas das células,
Uteis para selecdo das diferentes populacdes, sdo geralmente melhor

preservadas com o procedimento de corar-lisar-lavar (BOROWITZ et al., 2010).
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Assim, ambos os métodos de processamento da amostra podem alcancar
resultados satisfatorios, desde que adequadamente padronizados.

Com o avancar dos conhecimentos, anticorpos monoclonais dirigidos a
outros antigenos ancorados ao GPI passaram a ser incorporados aos painéis
de analise e, em alguns estudos, mostraram-se superiores em performance na
deteccdo do clone HPN. Wang e colaboradores (2009) detectaram o clone
HPN subclinico em 9 pacientes com SMD, dentre 110 analisados, e
observaram maior propor¢cdo média de granulécitos HPN caracterizados pela
deficiéncia simultanea de CD16 e CD66b (0,64%) em relagdo a granulécitos
deficientes em expressdo dos antigenos CD55 e CD59 (0,19%). Outros
reagentes disponiveis para uso comercial, que entraram na composicdo de
diferentes painéis de analise nos diversos estudos, sdo o anti-CD24 para
avaliagdo dos granulécitos, o anti-CD14 para avaliagcdo dos mondcitos e o
reagente de aerolisina fluorescente (FLAER), descrito na sesséo 1.3.1 (VAN
DER SCHOOT et al.,, 1990; BRODSKY et al., 2000; MUKHINA et al., 2001;
HERNANDEZ-CAMPO et al., 2006; SUTHERLAND et al., 2007; BATTIWALLA
et al., 2010).

Outro ponto de divergéncia metodolégica entre os ensaios é o limite
inferior de sensibilidade analitica, utilizado para definicdo da presenca do clone
HPN. Os critérios para definichio do ponto de corte sdo variaveis e
habitualmente baseados na ‘“taxa de background” encontrada na analise de
amostras de individuos normais. Ao utilizar estratégias rigorosas para a
selecédo das populacoes celulares a serem estudadas, como a combinacgéo de
parametros fisicos e marcadores de linhagens celulares, e proceder a
aquisicdo de um grande numero de eventos, alguns autores alcancaram limites
inferiores de deteccéo do clone HPN téo baixos quanto 0,003% de granulécitos
e 0,005% de heméacias acometidos (WANG et al., 2001; ISHIYAMA et al., 2003;
SUGIMORI et al., 2009). Condizente com o ganho em sensibilidade, estes
estudos demonstraram maior frequéncia de deteccdo do clone HPN subclinico
nos pacientes com AA ou SMD, se comparados aos trabalhos que utilizaram
pontos de corte mais elevados, detectando células HPN em proporcdes
superiores a 1% do total de eventos analisados (DUNN et al.,, 1999).
Contrariamente a tendéncia atual de analise multiparamétrica, alguns estudos

utilizaram ensaios que avaliaram a expressdo dos antigenos ancorados ao GPI
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individualmente e ndo utilizaram marcadores de linhagem para selecdo das
populacdes celulares (PIEDRAS et al., 2000; WANACHIWANAWIN et al., 2006;
GUPTA et al., 2007; TORRES et al., 2009), o que acarreta um risco ja descrito
de inclusdo de outros eventos, como debris e células de outras linhagens, no
gate selecionado para analise e possivel superestimativa do percentual de
células HPN (RICHARDS et al., 2000).

Diante da heterogeneidade de procedimentos anteriormente descrita,
algumas recomendacdes e principios gerais foram recentemente estabelecidos
em documento desenvolvido pela Clinical Cytometry Society e publicado por
Borowitz e colaboradores (2010), a partir de dados disponiveis na literatura e
da experiéncia pratica dos autores envolvidos. Os ensaios de rotina foram
definidos como tendo sensibilidade de deteccédo de 1% de células deficientes
em proteinas ancoradas ao GPI, sendo Uteis na triagem da HPN classica e na
pesquisa de clones celulares menores, encontrados nos pacientes com HPN
subclinica. Ensaios de alta sensibilidade foram definidos como aqueles
capazes de detectar clones tdo pequenos quanto 0,01% das células, sendo
que a experiéncia com esta metodologia € menor. Este nivel de sensibilidade
nao € necessario para o rastreamento e diagnostico da HPN classica, mas é
recomendado para deteccdo dos clones HPN pequenos, subclinicos,
associados a AA e SMD (RICHARDS et al., 2007). Sangue periférico colhido
em acido etilenodiaminotetracético (EDTA) constitui a amostra preferida para
andlise. Os protocolos devem incluir andlise de eritrécitos e leucdcitos.
Amostras colhidas em EDTA permanecem estaveis para analise de hemacias
por até 48 horas apés a coleta, havendo relatos de estabilidade de amostras
refrigeradas por periodos maiores; para a analise de leucdcitos, €
recomendado o processamento da amostra nas primeiras horas apos a coleta,
sendo tolerado o armazenamento por 24 a 48 horas (MADKAIKAR et al., 2009;
BOROWITZ et al., 2010).

A andlise de eritrécitos € indicada para distingdo e quantificacdo das
células que apresentam deficiéncia parcial ou total das proteinas ancoradas ao
GPI (células tipo Il e IIl) daquelas que apresentam expressao antigénica normal
(células tipo I). Entretanto ndo deve ser realizada de maneira isolada, pois esta
sujeita a resultados falso-negativos, associados a episédios hemoliticos ou

transfusbes sanguineas recentes (BRODSKY, 2008). E recomendado que a
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andlise de hemacias seja feita antes do paciente receber hemotransfusdes ou
ap6s intervalo minimo de 1 més (PARKER et al., 2005). E preconizado o
estudo da expressdo dos antigenos CD55 e CD59 nesta populacao celular,
devendo ser caracterizada a deficiéncia simultinea de ambos os marcadores
para definicdo do clone HPN, com o objetivo de afastar a possibilidade rara de
deficiéncia congénita de um dos marcadores, individualmente (MADKAIKAR et
al., 2009).

A analise de leucécitos, especialmente granuldcitos e mondcitos, permite
avaliacdo mais precisa do tamanho do clone, jA& que o tempo de meia-vida
dessas células ndo é afetado pela doenca e transfusGes sanguineas nao
determinam interferéncia analitica (PIEDRAS et al., 2000; MADKAIKAR et al.,
2009). A andlise de linfocitos ndo é recomendada devido ao longo tempo de
meia-vida das células B e T residuais normais, geradas antes do inicio da
doenca, e a expressao variavel das proteinas ancoradas ao GPI nas células T
normais (HALL et al., 1996; RICHARDS et al., 2000; BOROWITZ et al., 2010).

Os marcadores CD55, CD59, CD16, CD24 e CD66b tém se mostrado
Uteis na analise de granulécitos. Para a identificacdo de mondcitos HPN,
podem ser utilizados os marcadores CD14, CD55 e CD59, entretanto deve ser
considerada a menor expressdo de CD59 nestas células (HERNANDEZ-
CAMPO et al., 2006; WANG et al., 2009; BOROWITZ et al., 2010). Idealmente,
devem ser realizadas andlises de pelo menos duas proteinas ancoradas ao
GPI em duas linhagens celulares distintas, para excluir a possibilidade de
resultados falso-positivos, decorrentes de deficiéncias congénitas isoladas das
proteinas e possiveis problemas técnicos (RICHARDS et al., 2000; PARKER et
al., 2005; BRODSKY, 2008; BOROWITZ et al., 2010).

A analise imunofenotipica em pacientes com SMD requer a adocao de
critérios rigorosos para definicdo do clone HPN, em fungcédo da hipogranulagcéo
dos neutroéfilos; da expressdo por vezes alterada do CD45 e dos marcadores
de linhagem celular, dificultando a separagcdo precisa das diferentes
populacdes; e da expressao reduzida de proteinas ancoradas ao GPI em
células displasicas e imaturas, principalmente CD16 e CD55, em granuldcitos,
e CD14 e CD55, em mondcitos. Estas anormalidades imunofenotipicas séo
intrinsecas a doenca e podem trazer dificuldades técnicas, comprometendo a
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acuracia da pesquisa do clone HPN nestes pacientes (WANG et al., 2009;
BOROWITZ et al., 2010).

A andlise de plaguetas tem mostrado imprecisdo na distincdo das
populacdes normais e deficientes em proteinas ancoradas ao GPI. Nao foram
estabelecidas a utilidade diagndstica, relevancia clinica e padronizacdo
metodoldgica para a analise desta populacédo (HALL et al., 1996; RICHARDS et
al., 2000; MADKAIKAR et al., 2009).

1.3.1 Reagente de aerolisina fluorescente

O FLAER (Fluorescent Aerolysin - Pinewood Scientific Services, Victoria,
BC, Canada) € um reagente de aerolisina fluorescente recentemente
desenvolvido, que tem apresentado uso crescente no ensaio de citometria de
fluxo para deteccéo do clone HPN (MADKAIKAR et al., 2009). A aerolisina € o
principal fator de viruléncia da bactéria Aeromonas hydrophila. E secretada
como uma pré-toxina, proaerolisina, que se liga de maneira seletiva e com alta
afinidade a porcao glicana da ancora GPI, o que determina ativacdo da toxina,
com consequente formacdo de canais de membrana e morte celular
(BRODSKY et al., 2000; BRODSKY, 2008). As ceélulas HPN verdadeiras séo
resistentes a lise pela aerolisina por ndo apresentarem a molécula do GPI
(WANG et al., 2009). O FLAER é uma variante da proaerolisina marcada com o
fluorocromo Alexa Fluor 488, que apresenta propriedades fluorescentes
similares aos anticorpos marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(MOYO et al., 2004). Encontra-se atualmente disponivel em formulacgéo liquida,
com estabilidade e exigéncias de armazenamento semelhantes aos anticorpos
monoclonais tipicos (BOROWITZ et al.,, 2010). A proaerolisina modificada
geneticamente mantém a propriedade de ligacdo a molécula do GPI, mas néo
determina morte celular (SUTHERLAND et al., 2007). Assim, o uso do FLAER
permite avaliacdo direta da expressdo do GPlI em diferentes linhagens
celulares, com excecdo das hemacias, provavelmente porque estas células
expressam glicoforina, uma proteina que se liga a aerolisina (BRODSKY,
2008), ou porque elas ndo possuem as enzimas proteoliticas necessarias para
processar a proaerolisina (SUTHERLAND et al., 2007). O seu uso é promissor

por apresentar alta acuracia na analise da expressdo da molécula do GPI, o
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que permite avaliar de maneira direta a consequéncia bioquimica das
mutacfes do gene PIG-A (MUKHINA et al., 2001). Desta forma, o ensaio nao
sofre interferéncia pela diferenca de expressdo das proteinas ancoradas ao
GPI em células que se encontram em diferentes estagios de maturacéo
(BRODSKY, 2008; BOROWITZ et al.,, 2010), o que constitui uma das
vantagens do uso do reagente. Alguns estudos demonstraram maior acuracia
do FLAER em detectar pequenos clones HPN, quando comparados com 0s
ensaios de citometria de fluxo que utilizam somente anticorpos monoclonais
(MUKHINA et al., 2001; MOYO et al., 2004). Torna-se importante ressaltar que
0 FLAER pode ser utilizado de maneira isolada ou em combinagdo com 0s
anticorpos monoclonais tradicionais em ensaios de citometria de fluxo
(RICHARDS et al., 2007).

O FLAER é um produto ainda nao registrado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para uso no Brasil, apesar de estar sendo
testado e utilizado de forma incipiente por alguns servicos laboratoriais de
rotina. Busca realizada em base de dados nacionais utilizando os termos

FLAER, aerolisina e aerolisina fluorescente nao revelou publicagdes.

1.4 Revisao da literatura nacional

A busca por estudos publicados em periédicos nacionais utilizando a
palavra-chave “hemoglobindria paroxistica noturna” resultou em um ndmero
pequeno de artigos. Parte das publicagcdes aborda principalmente aspectos
clinicos da doenca, como os relatos de casos publicados por Araujo e
colaboradores (2002), Nomura e colaboradores (2004), Peres e colaboradores
(2008), e Matos e colaboradores (2010). Arruda e colaboradores (2010)
publicaram revisdo da literatura, abordando aspectos da fisiopatologia, curso
clinico, diagndstico e tratamento da HPN. Estudos de foco laboratorial e de
carater experimental sdo encontrados ainda em menor nimero. O estudo de
Carvalho e colaboradores (2001) foi voltado para a caracterizacdo das
mutacdes do gene PIG-A em pacientes brasileiros com HPN. Modesto e
colaboradores (2006) avaliaram por citometria de fluxo apenas 6 pacientes com
suspeita clinica de HPN e positividade no teste de Ham, ndo tendo como

objetivo a deteccdo de clones HPN subclinicos. Torres e colaboradores (2009)
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avaliaram 22 pacientes com AA, quanto a expressdo dos antigenos CD55 e
CD59 em granuldcitos. Utilizaram técnica de baixa sensibilidade, adquirindo
10.000 eventos em cada amostra e avaliando a expressao de cada marcador
individualmente na populacdo de granulécitos, separada apenas por
caracteristicas fisicas de disperséo da luz. Desta forma, como consideraram os
proprios autores, foi necessario optar por um ponto de corte elevado, pela
possibilidade de inclusdo de eventos espurios no gate selecionado para
analise, o que poderia determinar a possivel ocorréncia de resultados falso-
positivos. Consideraram como clones significativos aqueles com proporcao
superior a 10% dos granuldcitos analisados. O estudo revelou que 22,7% dos
pacientes apresentavam clone significativo e outros 54,5% apresentavam
clones menores que 10%. Entretanto, optaram por ndo interpretar os resultados
referentes aos clones menores, em funcdo das limitagBes técnicas descritas.
Cabe ressaltar que esta técnica ndo propicia a deteccdo precisa dos clones
subclinicos habitualmente detectados nos pacientes com AA, sabidamente
pequenos, muitas vezes presentes em percentuais inferiores a 1% dos eventos
analisados. Brito Junior e colaboradores (2011), em andlise de 30 pacientes
com suspeita clinica de HPN, relataram a presenca do clone caracterizado pela
deficiéncia dos marcadores CD55 e CD59 em hemacias e granulécitos em 9
casos, entretanto ndo descreveram detalhadamente a técnica utilizada, no que
se refere a definicdo do ponto de corte e estratégias de andlise.

Sendo assim, observa-se caréncia de estudos brasileiros com
abordagem laboratorial mais ampla, que avaliem a expressao, por citometria de
fluxo, de diferentes antigenos ancorados ao GPI em leucécitos e que visem
alcancar técnica com maior sensibilidade analitica, propiciando a deteccédo de

clones HPN subclinicos, como recomenda a literatura internacional.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdo de moléculas ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol
(GPI) em células sanguineas de pacientes portadores de AA e SMD, em
acompanhamento no Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da
UFMG.

2.2 Objetivos especificos

e Padronizar a técnica para deteccdo das células deficientes em
proteinas ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol (GPI), por citometria
de fluxo, no Servico de Medicina Laboratorial do Hospital das
Clinicas/lUFMG;

e Avaliar a capacidade do FLAER (reagente de aerolisina
fluorescente) em detectar as células com fenétipo HPN;

e Comparar a capacidade dos diferentes reagentes (anticorpos

monoclonais e FLAER) em detectar as células com fenétipo HPN;

Avaliar a prevaléncia das células com fen6tipo HPN na populagdo em
estudo.
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3 POPULACAO E METODOS

Trata-se de estudo observacional transversal descritivo desenvolvido no
Setor de Hematologia do Servico de Medicina Laboratorial do Hospital das
Clinicas da UFMG, em Belo Horizonte, Minas Gerais (MG). Foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais —
COEP (parecer n° ETIC 0048.0.203.000-11 — ANEXO 1) e pela Diretoria de
Ensino, Pesquisa e Extensdo — DEPE (processo n°® 16/11). Todos os pacientes
incluidos no estudo concordaram em participar do mesmo, apdés leitura,

esclarecimento e assinatura do termo de consentimento (ANEXO II).

3.1 Populacéao

Vinte pacientes com AA, dentre aproximadamente 27, e 30 pacientes
com SMD, dentre aproximadamente 80, em acompanhamento no Servico de
Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG, foram selecionados, por
conveniéncia, para este estudo. Os pacientes convidados a participar foram
aqueles agendados para os primeiros horarios do atendimento ambulatorial. As
amostras foram coletadas no periodo compreendido entre julho e dezembro de
2011.

Os critérios de inclusdo foram: idade acima de 17 anos e diagnostico
estabelecido de AA ou SMD através de mielograma e biépsia de medula 6ssea
realizados como parte da propedéutica laboratorial da doenca de base, pelos
métodos convencionais, de acordo com as padronizacdes do Servigo de
Medicina Laboratorial e do Servico de Anatomopatologia do Hospital das
Clinicas da UFMG.

N&o foram incluidos dois pacientes que se recusaram a participar.

Transfusdes sanguineas realizadas nos meses precedentes a coleta do
material ndo representaram restricdo a participacdo dos pacientes, ja que néo
determinam interferéncia na analise das populacdes de leucdécitos, como foi
demonstrado em estudo realizado por Modesto e colaboradores (2006).

Informacdes clinicas dos pacientes participantes do estudo foram
coletadas dos prontuarios de atendimento dos mesmos, mediante
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preenchimento de questionario padronizado (ANEXO IlI), e estdo apresentadas
na secao Resultados.

O grupo controle foi constituido por vinte voluntarios adultos, néo
portadores de doencas hematoldégicas, que concordaram em participar do

estudo.

3.2 Métodos

3.2.1 Amostras

Sangue venoso periférico (5 mL) foi colhido em tubos contendo EDTA,
para deteccdo de células deficientes em proteinas ancoradas ao GPI, por
citometria de fluxo, durante o atendimento ambulatorial ou no Setor de Coleta
do Servico de Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas/UFMG.

3.2.2 Ensaios de imunofenotipagem

Os ensaios de imunofenotipagem dos leucécitos do sangue periférico
foram realizados segundo o protocolo proposto pelo fabricante, com pequenas
modificacdes, conforme descrito a seguir. Em tubos de poliestireno (12x75mm),
foram adicionados 2uL (ou volume definido apés titulacdo do reagente) do
anticorpo monoclonal especifico para o marcador de superficie celular de
interesse, marcado com fluorocromo. Combinagfes especificas de anticorpos
monoclonais marcados com fluorocromos distintos foram utilizadas para a
analise simultanea de marcadores de superficie celular, necesséarios para a
caracterizagdo de subpopulagbes celulares de interesse. Para cada
combinagao de anticorpos monoclonais, foram adicionadas aliquotas de 100pL
de sangue periférico total, coletado em EDTA. Ap0s homogeneizacdo em
vortex, as preparacbes foram incubadas por 30 minutos, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Apés o periodo de incubacao, foi realizada a lise
dos eritrécitos, utilizando-se 2mL de solucdo contendo citrato de sodio
dihidratado, dietilenoglicol e formaldeido, em cada tubo. Apds nova
homogeneizacdo em vortex, as preparag6es foram incubadas por 10 minutos a

temperatura ambiente e entdo submetidas a centrifugacdo (1700rpm por 5
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minutos). O sobrenadante foi descartado e os leucocitos lavados com 2mL de
tampao fosfato em solugéo salina (PBS) - 0,015M, pH 7,4 - empregando-se as
mesmas condi¢cdes de centrifugacdo anteriormente citadas. O sobrenadante foi
novamente descartado e o centrifugado ressuspenso em 300uL de PBS para
andlise.

Para o0s ensaios de imunofenotipagem de hemacias do sangue
periférico, foi realizado o preparo de suspenséao de hemacias a 0,1%, em salina
albuminada (salina-BSA 2%), seguindo o procedimento descrito a seguir. Uma
aliquota de 200pL de sangue total coletado em EDTA foi lavada trés vezes com
3mL de salina. Apds retirar o excesso de sobrenadante, foi pipetado 1uL de
concentrado de hemacias e adicionados 999uL de salina-BSA 2%. Em tubos
de poliestireno 12x75mm, foram pipetados 50uL da suspensdo de hemacias e
adicionados os anticorpos monoclonais especificos para os marcadores de
superficie celular de interesse, marcados com fluorocromos, em volumes
definidos apds titulacdo dos reagentes. Apds homogeneizacdo em vortex, as
preparacdes foram incubadas por 30 minutos, a temperatura de 37°C e ao
abrigo da luz. Em seguida, foram adicionados 2mL de salina 0.9% e as
preparacdes foram submetidas a centrifugacao (2200rpm por 7 minutos). O
sobrenadante foi descartado e o centrifugado ressuspenso em 300uL de salina

para analise.

3.2.3 Reagentes utilizados

Para a andlise dos neutrdfilos, foram utilizados anticorpos monoclonais
dirigidos as seguintes proteinas ancoradas ao GPl: CD16, CD24, CD55 e
CD59.

Para a analise dos mondcitos, foram utilizados anticorpos monoclonais
dirigidos aos marcadores CD14 e CD55.

O reagente FLAER foi utilizado no estudo da expressao da molécula de
GPI em neutrdéfilos e mondcitos.

Para a andlise das hemacias, foram utilizados anticorpos monoclonais

dirigidos aos marcadores CD55 e CD59.
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Como marcadores de linhagem celular, foram utilizados os anticorpos
monoclonais anti-CD45 (panleucocitario), anti-CD15 (neutrofilos), anti-CD33

(mondécitos) e anti-CD235a (hemacias).
3.2.4 Estratégia de aquisi¢cdo e anélise de dados no citdmetro de fluxo

Para a aquisicdo de eventos e analise de parametros, foi utilizada a
estratégia convencional de citometria de fluxo, com variacdes, dependendo da
populacao celular analisada.

A aquisicdo e a analise dos dados foram realizadas em equipamento
FACScalibur ™ - Becton Dickinson, em uso na rotina do Setor de Hematologia
do Servico de Medicina Laboratorial do Hospital das Clinicas da UFMG,
utilizando o programa CELLQuest™.

Apéds a aquisicdo dos dados, a analise dos mesmos foi realizada a partir
da selecdo da populacdo celular de interesse, com base em aspectos
morfométricos, em graficos de distribuicdo pontual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC) e pelas caracteristicas imunofenotipicas (CD45 e CD15
para neutréfilos; CD45 e CD33 para mondcitos e CD235a para hemacias), em
graficos de distribuicdo pontual de marcador fenotipico versus SSC. Apés a
selecdo da populacdo celular de interesse, a frequéncia de células,
expressando ou ndo as moléculas ancoradas ao GPl (CD14, CD16, CD24,
CD55 e CD59) e marcadas ou ndo com FLAER, foi obtida em gréficos
bidimensionais de distribuicdo pontual de fluorescéncia (graficos dot plot).

O detalhamento da padronizacdo da metodologia esta apresentado na

secdo Resultados, por ter sido um dos objetivos deste estudo.
3.2.5 Analise estatistica

Foi realizada andlise descritiva das variaveis para caracterizacdo dos
grupos controle e de pacientes, e determinada a frequéncia de células com
fendtipo HPN nas populacdes estudadas. Para definicdo do limite de
sensibilidade analitica do teste, foram calculadas medidas de tendéncia central,
medidas de variabilidade e percentis dos resultados obtidos nas amostras dos

individuos do grupo controle. A comparacdo do tamanho dos clones HPN
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detectados nas popula¢cbes de neutrofilos e mondcitos (proporcdes de células
com fenotipo HPN) pelas diferentes combinacdes de reagentes foi realizada
por meio de analise de variancia (ANOVA) e comparac¢des multiplas, e através
do célculo dos coeficientes de correlagdo de Pearson, apés verificacdo da
distribuicdo gaussiana dos resultados positivos, por meio de testes de
normalidade (Q-Q plot e teste de Kolmogorov-Smirnov). A comparacao entre os
protocolos de aquisicdo de 50.000 e 100.000 eventos foi realizada através do
calculo dos coeficientes de correlacdo de Spearman, considerando todos o0s
resultados obtidos, ap6s confirmacdo da distribuicdo ndo paramétrica dos
dados, por meio dos testes de normalidade descritos anteriormente.

Foram utilizados os programas estatisticos SPSS, versdo 15.0 (SPSS,
Chicago, IL, EUA) e GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, EUA).

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo da populacéo de estudo

O grupo de pacientes com AA foi composto por 11 mulheres e 9
homens, com idades compreendidas entre 17 e 73 anos (mediana: 30 anos). O
tempo de evolucédo da doenca antes de iniciado o estudo foi de 1 a 103 meses,
com média de 24,4 meses. Informacgdes sobre a gravidade da doenca e outros
dados clinicos foram obtidos nos prontuarios de atendimento de 18 pacientes.
Destes, 5 apresentavam AA ndo grave e 13 apresentavam AA grave ou muito
grave. Dentre 0s pacientes que apresentavam indicagdo de uso de
imunossupressores, apenas um foi incluido no estudo prontamente apds o
diagnéstico da AA, antes de iniciado o tratamento. Os demais pacientes ja
estavam em uso de medicamentos imunossupressores no momento da
inclusdo ou haviam feito uso prévio da medicacédo e, portanto, tiveram suas
amostras analisadas, por citometria de fluxo, apds inicio do tratamento. Os
pacientes com AA nao grave ndo haviam recebido imunossupressores.

A populacdo de pacientes com SMD foi representada por 13 homens e
17 mulheres, com idades entre 21 e 88 anos (média: 63 anos; mediana: 67
anos). O tempo de evolugédo da doenca antes de iniciado o estudo foi de 2 a

180 meses, com meédia de 33,3 meses. A classificagcdo prognostica pelo
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International Prognostic Scoring System (IPSS) revelou 25 pacientes com
doenca de baixo risco (13 pacientes com IPSS baixo e 12 pacientes com IPSS
intermediario-1) e 5 pacientes com doenca de alto risco, classificados como
IPSS intermediario-2. Nenhum paciente foi classificado como IPSS alto.

A populacéo controle foi composta por 13 individuos do sexo feminino e
7 individuos do sexo masculino, com idades compreendidas entre 18 e 73 anos
(média: 44 anos; mediana: 47 anos).

Os parametros hematolégicos das amostras analisadas encontram-se
descritos na TABELA 3.

Tabela 3 - Pardmetros hematolégicos - média (minimo - méximo) - das amostras analisadas
dos pacientes com anemia aplasica (AA), sindrome mielodisplasica (SMD) e individuos do
grupo controle

Grupos Hb (g/dL) Leucécitos Neutréfilos Plaquetas
(cel/mm?) (cel/mm?) (x10° cel/mm?)

AA 9,4 (3,7-16,6) 3293 (440-5930) 1380 (40-3142) 65 (8-222)

SMD 8,8 (4,7-16,2) 5809 (786-28500) 3296 (154-23370) 195 (13-648)

Controle 14,2 (11,7-17,5) 6431 (3460-10600) 3689 (1780-6740) 249 (163-345)

AA, anemia aplasica; SMD, sindrome mielodisplasica; Hb, hemoglobina

4.2 Padronizacdo da metodologia para deteccdo das células deficientes
em proteinas ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol (GPI), por citometria
de fluxo

A padronizagdo da técnica para deteccdo das ceélulas deficientes em
proteinas ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol (GPI), por citometria de fluxo, foi
alcancada a partir da analise das amostras do grupo controle.

Hemacias, neutrofilos e mondcitos foram as populacfes escolhidas para
a deteccgdo de células com o fenétipo HPN.

A expressao das proteinas ancoradas ao GPI foi estudada utilizando os
seguintes anticorpos monoclonais como reagentes:

e CD14 conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (clone
MOP9);
e CD15 conjugado com aloficocianina (APC) (clone H198);
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e CD16 conjugado com proteina peridina-clorofila cianina 5.5
(PerCP-Cy5.5) (clone 3G8);

e (CD24 - ficoeritrina (PE) (clone ML5);

e CD33 APC (clone WM53);

e CD45 - proteina peridina-clorofila (PerCP) (clone 2D1);

e CD59 FITC (clone p282-H19);

e (CD235a PE (clone GA-R2 HIR2) (BD Biosciences; San Jose, CA);

e CDA45 FITC (clone AP4) (EasyPath; SP, Brasil);

e CD55 PE (clone 67) (AbD Serotec; Oxford, UK).

O painel incluiu ainda o reagente FLAER Alexa fluor 488 (Pinewood
Scientific Services; Victoria, BC, Canada), adquirido em formulacéo liquida,
pronto para uso.

Os seguintes controles isotipicos foram utilizados: 1gG2b FITC (clone:27-
35); IgG1 PE (clone: X40); IgM APC (clone: G155-228); IgG2a PE (clone: X39);
IgG1 PerCP-Cy5.5 (clone: X40); IgG1 APC (clone: X40) (BD Biosciences; San
Jose, CA).

Para a andlise de hemacias, foi seguido o protocolo descrito na sesséo
3.2. ApOs preparo da suspensdo de hemacias, 50uL da mesma foram
pipetados em tubos de poliestireno e adicionados as combinacdes de

anticorpos monoclonais descritas na TABELA 4.

Tabela 4 - CombinacBes de anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos e seus
respectivos volumes utilizados para a analise de hemacias

Hemacias Reagentes (volume - pL)

Tubos FITC PE

1 CD59 (3uL) CD55 (5uL)
2 CD59 (3uL) CD235a

(10pL da diluicédo 1:200)

FITC, isotiocianato de fluoresceina; PE, ficoeritrina
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Para a andlise de neutréfilos e mondcitos, foi seguido o protocolo
descrito na se¢do 3.2. As combinacdes de reagentes utilizadas para analise de

cada uma das populagcdes estao descritas nas TABELAS 5 e 6.

Tabela 5 - Combinacdes de reagentes conjugados a fluorocromos e seus respectivos volumes
utilizados para a analise de neutrdfilos

Neutrofilos Reagentes (volume- pL)

Tubos FITC/ PE PerCP/ APC
AF488 PerCP-Cy5.5

1 CD59 (5uL) CD55 (5uL) CD45 (2uL) CD15 (2uL)

2 CD45 (2uL) CD24 (3uL) CD16 (1uL) CD15 (2uL)

3 FLAER (1uL) CD24 (3uL) CD45 (2uL) CD15 (2uL)

FITC, isotiocianato de fluoresceina; PE, ficoeritrina; PerCP, proteina peridina-clorofila; PerCP-
Cy5.5, proteina peridina-clorofila cianina 5.5; APC, aloficocianina; AF488, alexa fluor 488

Tabela 6 - Combinacdes de reagentes conjugados a fluorocromos e seus respectivos volumes
utilizados para a analise de monécitos

Monécitos Reagentes (volume- pL)

Tubos FITC/ PE PerCP APC
AF488

1 CD14 (2uL) CD55 (5uL) CD45 (2uL) CD33 (2uL)

2 FLAER (1uL) CD55 (5pL) CD45 (2uL) CD33 (2uL)

FITC, isotiocianato de fluoresceina; PE, ficoeritrina; PerCP, proteina peridina-clorofila; APC,
aloficocianina; AF488, alexa fluor 488

As hemacias foram adquiridas em escala logaritmica e os leucécitos em
escala linear. Foram adquiridos 20.000 eventos no gate de hemacias e 50.000
eventos no gate de leucdcitos, inicialmente identificados pelos parametros de
tamanho celular (forward scatter — FSC) e complexidade interna (side scatter —
SSC).

Um segundo protocolo de aquisicdo de leucocitos foi realizado em
amostras de 38 pacientes e consistiu na aquisicdo de 100.000 eventos. Os
demais parametros de aquisicéo foram idénticos nos dois protocolos.

A selecdo das populacdes celulares estudadas foi baseada no uso de
marcadores de linhagem celular e analise multiparamétrica com combinacdes

de regibes. O marcador CD235a (glicoforina) foi utilizado para selecdo da
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populacdo de hemacias, os marcadores CD45 e CD15 foram utilizados para
selecdo da populacdo de neutréfilos e os marcadores CD45 e CD33 foram
utilizados para selecédo da populacdo de mondécitos.

As estratégias de andlise utilizadas para selecdo das populacbes de
neutréfilos, mondcitos e hemécias serdo descritas a seguir e ilustradas nas
FIGURAS 1a 3,4eb5, 6 e 7, respectivamente.

Os neutréfilos foram identificados com base nas propriedades fisicas de
disperséo da luz (par@metros FSC e SSC) e pelas expressdes caracteristicas
do antigeno panleucocitario CD45 e do marcador de linhagem CD15,
constitutivamente expresso nestas células, ndo ancorado ao GPl. Foram
inicialmente selecionadas duas regibes com base nos parametros de
expressédo do marcador CD45 X SSC e expressédo do marcador CD15 X SSC,
nos respectivos graficos de distribuicdo pontual de fluorescéncia (graficos dot
plot). Uma terceira regido foi selecionada, a partir da avaliacdo conjunta da
expressdo dos marcadores CD45 X CD15, em grafico de densidade. Os
neutréfilos das trés regibes combinadas (G14) foram avaliados quanto a
expressdo dos marcadores CD59/CD55, CD24/CD16 e FLAER/CD24. As
células com fenétipo HPN foram definidas pela auséncia simultanea de
expressdo dos dois marcadores analisados em cada tubo (populacéo
duplamente negativa (Low left - LL), localizada no quadrante inferior esquerdo

dos respectivos graficos dot plot).
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Figura 1 - Andlise, por citometria de fluxo, da expressdo de CD59 e CD55 em neutréfilos de
amostra de sangue periférico de individuo do grupo controle. (A) Gréficos de aquisicdo
ilustrativos da expressao dos antigenos CD59 e CD55 em neutrdfilos. (B) Graficos de aquisicao
ilustrativos da expresséo dos antigenos CD45 e CD15 em neutrdfilos, utilizados para selegdo
desta populacédo celular, e grafico de densidade para avaliacdo conjunta da expressdo dos
marcadores CD45 X CD15. Os neutrdfilos foram definidos com base nos pardametros
CD45/SSC (R3), CD15/SSC (R4) e CD45/CD15 (R5). (C) Os neutréfilos das trés regides
combinadas (R3 + R4 + R5 = G14) foram avaliados quanto a expressdo de CD59/CD55. A
populacdo duplamente negativa para os marcadores de interesse foi identificada no quadrante
inferior esquerdo dos gréficos dot plot (LL).
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Figura 2 - Andlise, por citometria de fluxo, da expressdo de CD24 e CD16 em neutréfilos de
amostra de sangue periférico de individuo do grupo controle. (A) Gréaficos de aquisicdo
ilustrativos da expresséo dos antigenos CD24 e CD16 em neutréfilos. (B) Gréaficos de aquisi¢do
ilustrativos da expressao dos antigenos CD45 e CD15 em neutr6filos, utilizados para selecéo
desta populacdo celular, e grafico de densidade para avaliagdo conjunta da expressdo dos
marcadores CD45 X CD15. Os neutrdfilos foram definidos com base nos parametros
CD45/SSC (R6), CD15/SSC (R7) e CD45/CD15 (R8). (C) Os neutréfilos das trés regifes
combinadas (R6 + R7 + R8 = G14) foram avaliados quanto a expressado de CD24/CD16. A
populacdo duplamente negativa para os marcadores de interesse foi identificada no quadrante
inferior esquerdo dos graficos dot plot (LL).
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Figura 3 - Andlise, por citometria de fluxo, da marcacdo com FLAER e da expressédo de CD24
em neutroéfilos de amostra de sangue periférico de individuo do grupo controle. (A) Graficos de
aquisicdo ilustrativos da marcacdo com FLAER em neutréfilos e expressao do antigeno CD24
nestas células. (B) Graficos de aquisi¢ao ilustrativos da expressao dos antigenos CD45 e CD15
em neutrofilos, utilizados para selecdo desta populacéo celular, e grafico de densidade para
avaliagdo conjunta da expresséo dos marcadores CD45 X CD15. Os neutréfilos foram definidos
com base nos parametros CD45/SSC (R3), CD15/SSC (R4) e CD45/CD15 (R7). (C) Os
neutréfilos das trés regies combinadas (R3 + R4 + R7 = G14) foram avaliados quanto a
expressdo de CD24 e reacdo com FLAER. A populacdo duplamente negativa para os
marcadores de interesse foi identificada no quadrante inferior esquerdo dos graficos dot plot
(LL).

Os monacitos foram identificados com base nas propriedades fisicas de
dispersdo da luz (parametros FSC e SSC) e pelas expressfes caracteristicas
do antigeno panleucocitario CD45 e do marcador de linhagem CD33, nédo
ancorado ao GPIl. Seguindo a estratégia anteriormente descrita, foram
inicialmente selecionadas duas regidbes com base nos parametros expressao
do marcador CD45 X SSC e expressdao do marcador CD33 X SSC, nos
respectivos graficos de distribuicdo pontual de fluorescéncia (graficos dot plot).
Uma terceira regidao foi selecionada, a partir da avaliagcdo conjunta da

expressdo dos marcadores CD45 X CD33, em grafico de densidade. Os
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mondcitos das trés regides combinadas (G13) foram avaliados quanto a
expressdo dos marcadores CD14/CD55 e FLAER/CD55. As células com
fendtipo HPN foram definidas pela auséncia simultanea de expressao dos dois
marcadores analisados em cada tubo (populacdo duplamente negativa - LL,

localizada no quadrante inferior esquerdo dos respectivos graficos dot plot).
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Figura 4 - Andlise, por citometria de fluxo, da expressdo de CD14 e CD55 em mondcitos de
amostra de sangue periférico de individuo do grupo controle. (A) Gréficos de aquisicdo
ilustrativos da expresséo dos antigenos CD14 e CD55 em mondécitos. (B) Gréaficos de aquisicdo
ilustrativos da expressdo dos antigenos CD45 e CD33 em mondcitos, utilizados para sele¢éo
desta populacdo celular, e grafico de densidade para avaliagdo conjunta da expressdo dos
marcadores CD45 X CD33. Os mondcitos foram definidos com base nos parametros
CD45/SSC (R3), CD33/SSC (R4) e CD45/CD33 (R9). (C) Os mondcitos das trés regides
combinadas (R3 + R4 + R9 = G13) foram avaliados quanto a expressao de CD14/CD55. A
populacdo duplamente negativa para os marcadores de interesse foi identificada no quadrante
inferior esquerdo dos graficos dot plot (LL).
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Figura 5 - Andlise, por citometria de fluxo, da marcacdo com FLAER e da expressdo de CD55
em mondcitos de amostra de sangue periférico de individuo do grupo controle. (A) Graficos de
aquisicao ilustrativos da marcagcdo com FLAER em mondcitos e expressdo do antigeno CD55
nestas células. (B) Graficos de aquisicao ilustrativos da expressao dos antigenos CD45 e CD33
em mondcitos, utilizados para sele¢do desta populacdo celular, e grafico de densidade para
avaliacdo conjunta da expresséo dos marcadores CD45 X CD33. Os mondcitos foram definidos
com base nos pardmetros CD45/SSC (R5), CD33/SSC (R6) e CD45/CD33 (R8). (C) Os
mondcitos das trés regides combinadas (R5 + R6 + R8 = G13) foram avaliados quanto a
expressdo de CD55 e reacdo com FLAER. A populacdo duplamente negativa para os
marcadores de interesse foi identificada no quadrante inferior esquerdo dos gréficos dot plot
(LL).

As hemacias foram selecionadas por estratégias distintas, nos dois
tubos de analise. O primeiro tubo nado incluiu marcador de linhagem celular e,
portanto, as hemacias foram selecionadas apenas por suas propriedades
fisicas de dispersdo da luz (parametros FSC e SSC), sendo a populacdo
selecionada avaliada quanto a expressao dos marcadores CD55 e CD59. As
células com fendétipo HPN foram definidas pela auséncia simultdnea de
expressao dos dois marcadores analisados (populacao duplamente negativa -

LL). O segundo tubo incluiu a glicoforina como marcador de linhagem celular e
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a populacdo de hemécias foi selecionada com base nos parametros SSC X
expressdo de glicoforina, em grafico de densidade. A expressdo do antigeno
CD59 foi avaliada na populacdo selecionada e as células deficientes na

expressdo do mesmo foram caracterizadas como células com fenotipo HPN.
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Figura 6 - Andlise, por citometria de fluxo, da expressdo de CD59 e CD55 em hemacias de
amostra de sangue periférico de individuo do grupo controle. (A) Gréficos de aquisicdo
ilustrativos da expressdo dos antigenos CD59 e CD55 em hemacias. (B) As hemaécias
selecionadas por parametros fisicos (G2 = R2) foram avaliadas quanto a expressdo de
CD59/CD55. A populacdo negativa para os marcadores de interesse foi identificada no
guadrante inferior esquerdo dos gréficos dot plot (LL).
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Figura 7 - Andlise, por citometria de fluxo, da expresséo de CD59 em hemacias de amostra de
sangue periférico de individuo do grupo controle. (A) A populacao de hemécias foi definida com
base nos parédmetros expresséo de glicoforina/SSC, em gréfico de densidade (R5). (B) Gréfico
de aquisicdo ilustrativo da expressdo do antigeno CD59 em hemécias. (C) As hemécias
selecionadas (G5 = R5) foram avaliadas quanto a expresséo de CD59. A populagdo negativa
para o marcador de interesse foi identificada no quadrante superior esquerdo dos gréaficos dot
plot (UL).

4.3 Deteccdao das células com fenétipo HPN
4.3.1 Defini¢cdo dos critérios de positividade do clone HPN
Foram estabelecidos a média, o desvio padrdo e os percentis 95 e 100

das células duplo-negativas, nas populacdes de hemacias, neutrofilos e

mondcitos, das amostras dos participantes do grupo controle (TABELA 7).
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Tabela 7 - Medidas de tendéncia central, dispersdo e percentis das amostras-controle,
expressas em percentual de células alteradas em relacdo ao total de eventos analisados,
fracionadas por populacdes celulares e combinacdes de reagentes

Populacbes Combinaces Célculos estatisticos
celulares de reagentes Média Média + Percentil Percentil 100
2DP 95

Neutrdfilos CD59/CD55 0,002 0,010 0,010 0,010

CD24/CD16 0,004 0,016 0,020 0,020

FLAER/CD24 0,003 0,015 0,020 0,020

Mondcitos CD14/CD55 0,021 0,087 0,080 0,080

FLAER/CD55 0,004 0,040 0,076 0,080

Hemécias CD59/CD55 0,192 0,452 0,457 0,460

CD597/Glic” 0,024 0,078 0,090 0,090

DP, desvio padrao

Foi observado que, para as populacdes -celulares devidamente
selecionadas através do uso de marcadores de linhagem celular, os céalculos
de média + 2DP e percentil 95 apresentaram como limite maximo o valor 0,090,
considerando as diferentes populagdes celulares e combinagcbes de reagentes
avaliadas. Como critério para a definicdo da presenca de células HPN nas
amostras dos pacientes, foi estabelecido que seria necessario evidenciar
separacdo distinta das células anormais, em graficos dot plot, em percentuais
acima do limite superior da faixa observada nos controles saudaveis. Esta
populacao distinta foi vista em propor¢cdes superiores a 0,1% dos eventos
selecionados para analise, apesar deste valor ter se mostrado acima da meédia
+ 2DP e do percentil 95 das amostras-controle. Portanto, somente populacdes
celulares duplo-negativas superiores a 0,1% do total de eventos do gate
selecionado, que apresentaram separacdo distinta das ceélulas normais em
gréaficos dot plot, foram caracterizadas como células com fenétipo HPN, tendo
sido este o ponto de corte definido como limite de deteccdo confidvel. O
eventual encontro de propor¢éo superior a 0,1% de células alteradas em tubos
isolados ndo caracterizou a presenca do clone HPN, estando este
procedimento de acordo com as recomendac¢des disponiveis na literatura, que
preconizam a deteccdo da deficiéncia de expressdo de pelo menos duas
proteinas ancoradas ao GPI em duas linhagens celulares distintas, com o
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objetivo de aumentar a acuracia do teste (PARKER et al., 2005; BOROWITZ et
al., 2010).

Cabe ressaltar que estas definicbes em relacdo ao ponto de corte néo
foram validas para o tubo de heméacias que avaliou a expressdo dos antigenos
CD59 e CD55, sem o uso do marcador de linhagem (glicoforina) para a selecéo
da populacdo de interesse. Todos os valores calculados (média, DP, percentis
95 e 100) foram significativamente superiores aos demais, em funcdo da
inclusdo de outros eventos, que ndo hemacias, na regido selecionada para
andlise.

A andlise das amostras de sangue periférico dos 20 doadores
voluntarios, utilizando os critérios de positividade do clone HPN estabelecidos,
ndo mostrou numero significativo de células duplo-negativas para as
combinacdes de reagentes descritas e, portanto, os individuos do grupo
controle foram considerados negativos para a pesquisa de células com fenétipo
HPN.

A FIGURA 8 ilustra o background (células duplo-negativas para 0s
marcadores de interesse, em individuos ndo portadores de clone HPN),
observado nas amostras do grupo controle.
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Figura 8 - Background observado nas amostras do grupo controle. (A) Neutréfilos de sangue
periférico normal, selecionados pelos parametros SSC/CD45'/CD15", marcados com CD24 e
CD16. (B) Monécitos de sangue periférico normal, selecionados pelos parametros
SSC/CD45'/CD33", marcados com CD14/CD55. (C) Hemacias de sangue periférico normal,
selecionadas pelos parametros SSC/Glicoforina, marcadas com CD59. Menos de 0,1% dos
neutréfilos e mondcitos selecionados sdo negativos para os dois marcadores estudados em
cada tubo (quadrante inferior esquerdo - LL dos graficos dot plot). Menos de 0,1% das
hemécias selecionadas sdo negativas para o marcador estudado (quadrante superior esquerdo
- UL dos gréficos dot plot).

4.3.2 Estudo comparativo dos protocolos de aquisicdo de 50.000 eventos
e de 100.000 eventos

Foram realizados 2 protocolos de aquisicdo de leucdcitos, totalizando
50.000 e 100.000 eventos, em 73% dos tubos das amostras dos pacientes,
considerando as diferentes combina¢gbes de reagentes incluidas no painel.
Para avaliar a concordancia entre os dois protocolos, foi calculado o coeficiente
de correlacdo de Spearman (rs), escolhido em fungdo da distribuicdo néo

paramétrica dos dados. Os calculos foram feitos para o conjunto de pacientes
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e, em seguida, fracionados para os grupos de AA e SMD, e ainda em funcao
dos resultados, contemplando aqueles que se encontravam nas faixas de 0 a
1,0% e de 0 a 0,1% de eventos simultaneamente negativos para a dupla de
reagentes analisada em cada tubo. Os resultados, descritos na TABELA 8,
evidenciaram correlagdo moderada (0,4 < rs < 0,7) a forte (0,7 < rs < 1.0) para
os tubos CD59/CD55, CD24/CD16, FLAER/CD24 e FLAER/CD55, em todos os
subgrupos avaliados. O tubo proposto para avaliar a expressdo dos
marcadores CD14 e CD55 em mondcitos mostrou correlagdo moderada e forte
nos subgrupos “geral” e “AA”, respectivamente, e correlacéo fraca (0 < rs < 0,4)

nos subgrupos “SMD”, “faixa 0 a 1.0%” e “faixa 0 a 0,1%".

Tabela 8 - Coeficientes de correlacdo de Spearman entre os protocolos de aquisicdo de
leucdcitos (50.000 e 100.000 eventos), para as cinco combinacdes de reagentes utilizadas,
considerando os subgrupos formados

Geral AA SMD Faixa 0 a Faixa 0 a
Tubos 1,0% 0,1%
CD59/CD55 0,703 0,857 0,520 0,564 0,551
CD24/CD16 0,902 0,944 0,820 0,861 0,849
FL/CD24 0,756 0,962 0,604 0,681 0,681
FL/CD55 0,831 1,000 0,572 0,551 0,434
CD14/CD55 0,538 0,809 0,373 0,261 0,205

FL, FLAER

A partir do protocolo de aquisicdo de 50.000 leucocitos e utilizando a
estratégia de selecdo de populacbes descrita anteriormente, baseada em
combinacdes de regides, foi calculado o numero final de neutréfilos e
monaocitos selecionados para analise da expressdo dos marcadores de
interesse. Excluindo as amostras que nao alcancaram 50.000 eventos por
extrema hipocelularidade e, considerando todo o conjunto de amostras
analisadas, a aquisicdo de 50.000 leucdcitos permitiu a selecdo de um nimero
médio de 17.089 neutrdfilos (mediana: 17.249; faixa: 5.137 a 32.868) e 1.204
monaocitos (mediana: 1.066; faixa: 91 a 4.159) por tubo. Considerando os trés
grupos, separadamente, foram obtidos em média 18.708 (mediana: 18.200;
faixa: 5.137 a 28.214) neutrdéfilos e 1.258 (mediana: 1.235; faixa: 225 a 2.423)
monaocitos nas amostras controle; 16.824 (mediana: 16.246; faixa: 7.258 a
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32.868) neutrofilos e 1.097 (mediana: 1.007; faixa: 366 a 2.668) mondcitos nas
amostras dos pacientes com AA; e 16.232 (mediana: 16.001; faixa: 5.510 a
31.033) neutrdéfilos e 1.235 (mediana: 952; faixa: 91 a 4.159) mondcitos nas

amostras dos pacientes com SMD.

4.3.3 Deteccdao das células com fenétipo HPN em pacientes com AA

Células com fendtipo HPN foram detectadas em 5 pacientes, dentre os
20 participantes que apresentavam diagnostico de AA. Seguindo as estratégias
de analise anteriormente descritas, as populacdes celulares com fen6tipo HPN
foram claramente distintas das células normais, utilizando a separacdo por
quadrantes em graficos dot plot, formando aglomerados consistentes. A
deficiéncia de expressdo das proteinas ancoradas ao GPI foi detectada por
todas as combinacdes de reagentes incluidas no painel e nas trés populacdes
celulares estudadas, em cada uma das amostras definidas como positivas para
a presenca do clone. A técnica mostrou eficacia na deteccdo de clones
grandes, com acometimento de proporcao significativa dos eventos analisados,
e de clones pequenos, subclinicos, com menor proporcdo de células afetadas,
incluindo clone com percentual inferior a 1% dos leucécitos analisados. As
proporcdes de células HPN detectadas nas populacbes selecionadas para
analise, em cada uma das amostras positivas para a presenca do clone, estao
descritas na TABELA 9.

Tabela 9 - Propor¢fes de células HPN detectadas nas populacdes celulares estudadas, por
combinacgBes de reagentes. Resultados expressos em valor percentual (%)

Casos Neutroéfilos Mondcitos Hemacias
CD59/55 CD24/16° FL/CD24 CD14 /55 FL'/CD5% CD597/Glic”

1 0,14 0,16 0,18 0,29 0,23 0,19

2 0,75 1,47 2,39 7,87 12,50 2,86

3 28,15 34,90 23,26 22,73 24,36 5,16

4 88,64 65,43 60,33 50,53 50,45 28,09

5 78,60 94,84 75,73 81,18 75,12 14,42

FL, FLAER; Glic, glicoforina
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A seguir, sdo descritas as caracteristicas clinicas e dados de evolucdo
obtidos dos prontuarios de atendimento dos pacientes positivos para a
presenca do clone HPN, e disponibilizadas as figuras ilustrativas (FIGURAS 9 a
13) das andlises das amostras destes pacientes, seguindo a sequéncia
descritiva utilizada na tabela anterior.

Caso 1: paciente feminina, 40 anos, com diagndstico de AA grave, com
1 ano e 7 meses de evolucédo. Iniciou uso de medicamento imunossupressor ao
final do primeiro ano de doenca. Dependente de suporte transfusional, com
registro de transfusdo sanguinea realizada nos 3 meses que antecederam a

coleta do material. Sem registro de complicacdes hemoliticas e/ou trombdticas.
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Figura 9 - Clone HPN detectado nas populacdes de neutréfilos (A), mondcitos (B) e hemacias
(C), em amostra de paciente com diagnostico prévio de AA (caso 1). As células HPN estao
presentes em pequenas proporc¢des nas 3 populagcfes analisadas.
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Caso 2: paciente feminina, 24 anos, com diagnostico de AA néo grave,
com 12 meses de evolucdo. Auséncia de registro de transfusfes sanguineas
prévias, uso de medicamentos imunossupressores ou complicacbes

hemoliticas e/ou trombadticas.

< #5112011,007 T 25112011009 T Z5112011.013
— — —
[ap] [ar] [ar]
w 3_ L 3_ L 3_ A
B ] oy e
[Ty e o= =F
u — 3 — —
E [} [}
BH 3 Od O
= 2- 2—
=] 0,75% 1,47% 2,39%
] o
= - : : AT 3 4 ATTTTITTTTS Ty
00 4pl i 0¥ 1? 10 0t 10 10”10 i0- 100 10° 10”10
* 25112011.011 < #5112011.015
= —
o ] o
= =
B B B
rl=F ri=r
o i o
UHG— UHG_
e 7,87% N 12,50%
9 o T ey = =y oy
10 10 10 10 10 ngn 101 102 103 :|_|:|4
COid FITC FLAER AF485
T #5112011.002 o+ 25112011.003
— i —
m ] e
w 33 o a3 . C
"L ] R i i it
]
LJHG ‘Eﬁ
= o =21
o 2,78% ° 2.86%
I T T = ; T
Mo 1l 10 10 1ot 0 1 z 3
100 10t 10 107 10
CD59 FITC CDS3 FITC

Figura 10 - Clone HPN detectado nas populac¢des de neutréfilos (A), mondcitos (B) e hemacias
(C), em amostra de paciente com diagnostico prévio de AA (caso 2).

Caso 3: paciente feminina, 17 anos, com diagnadstico inicial de AA nédo
grave, realizado no més anterior a inclusdo neste estudo, sem registro de ter
recebido transfusdes sanguineas até entdo. Evolugdo com piora progressiva
dos parametros hematologicos nos meses subsequentes, demandando uso de
medicamentos imunossupressores e suporte transfusional. Auséncia de
registros, no prontuario de atendimento, referentes a manifestacdes clinicas ou

laboratoriais de hemolise intravascular e/ou complicagdes trombaticas.
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Figura 11 - Clone HPN detectado nas populac¢des de neutrofilos (A), mondcitos (B) e hemécias
(C), em amostra de paciente com diagnéstico de AA (caso 3).

Caso 4: paciente feminina, 28 anos, com diagndstico de AA grave, com
5 anos e 2 meses de evolucdo. Recebeu tratamento imunossupressor nos
primeiros 6 meses apds o diagnostico da doenca, tendo sido a medicacdo
suspensa por auséncia de resposta. Mantido suporte transfusional, com
registro de transfusdo sanguinea nos trés meses que antecederam a coleta do
material. Nao foram encontrados relatos de manifestagfes clinicas de HPN
classica no prontuario de atendimento desta paciente. Realizado
acompanhamento laboratorial com contagem de reticulécitos e dosagem de
bilirrubina total e fracdes, dentro dos parametros da normalidade. N&o foram
encontrados outros dados laboratoriais referentes a pesquisa de hemdlise

intravascular.
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Figura 12 - Clone HPN detectado nas populac¢des de neutrdfilos (A), mondcitos (B) e hemécias
(C), em amostra de paciente com diagndstico prévio de AA (caso 4). As células HPN estao
presentes em grandes propor¢cdes nas populagdes de leucécitos e em menor propor¢cdo na
populagdo de hemé&cias.

Caso 5: paciente masculino, 26 anos, incluido no estudo com 3 anos e 8
meses de evolucdo de AA grave, demonstrando excelente resposta ao
tratamento imunossupressor até entdo, nao tendo tolerado tentativa de retirada
da medicacdo ap0s 1 ano e 2 meses do diagnéstico da doenca.
Simultaneamente a deteccéao do clone HPN por citometria de fluxo, propiciada
pela inclusdo neste estudo, apresentou quadro clinico-laboratorial de hemoélise
intravascular, caracterizado por hematlria macroscopica, hemoglobindria
evidenciada em exames de urina rotina sequenciais, reticulocitose e elevacao
da enzima lactato-desidrogenase (LDH). Assim sendo, este paciente
representou um caso de diagndstico inicial de AA que evoluiu para Sindrome
AA-HPN, com manifestagdo hemolitica. Nao foram encontrados registros

anteriores referentes a pesquisa do clone HPN no prontuario de atendimento
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deste paciente, portanto ndo se pode inferir sobre a possivel evolugdo de um

clone HPN presente em menores propor¢cdes em periodo anterior ao da

inclusdo neste estudo.
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Figura 13 - Clone HPN detectado nas populac¢des de neutréfilos (A), mondcitos (B) e hemacias
(C), em amostra de paciente com diagnéstico prévio de AA (caso 5). As células HPN estédo
presentes em grandes propor¢des nas populacdes de leucécitos e em menor propor¢do na
populacao de hemécias.

Na analise das popula¢cdes de hemacias das amostras positivas para a
presenca do clone HPN, nao foi evidenciada separacao entre células tipo Il e
tipo Il (deficiéncia parcial ou completa de expressdo das proteinas ancoradas
ao GPI, respectivamente). Estas amostras revelaram apenas células tipo | e llI,
conforme ilustrado na FIGURA 14.
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Figura 14 - Analise por histograma das popula¢cdes de hemacias das amostras positivas para a

presenca do clone HPN. Os histogramas evidenciam células tipo | e tipo Ill.
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4.3.4 Deteccao das células com fen6tipo HPN em pacientes com SMD

O clone HPN néo foi identificado nas amostras avaliadas dos pacientes
com diagnoéstico de SMD. Entretanto, o estudo destas amostras permitiu
evidenciar as dificuldades técnicas e definir os cuidados necessarios para a
andlise das mesmas, em funcdo da presenca de células displasicas e imaturas
circulantes no sangue periférico destes pacientes. No grupo estudado,
neutroéfilos hipogranulares, apresentando reducdo caracteristica do parametro
de complexidade interna (SSC), e/ou mondcitos imaturos, com expressao
reduzida do CDA45, foram observados em 53% dos pacientes, determinando
sobreposicao de neutrofilos e mondcitos no grafico SSC/CD45. As FIGURAS
15 e 16 ilustram a sobreposicdo das populacdes celulares e a estratégia de
gating em amostras de pacientes com SMD.

Na FIGURA 15, pode ser observado que a tentativa de separacao de
neutrdfilos, utilizando somente os parametros de expressdo do CD45 X SSC,
determina contaminacdo do gate selecionado com mondcitos (G6 = R6) e,
consequentemente, a identificacdo errbnea de eventos duplo-negativos para os
marcadores de interesse, em proporcdes significativas (grafico dot plot 15-B). A
introducdo do marcador de linhagem celular CD15 e a estratégia de analise por
combinacdo de regides, definidas pelos graficos CD45 X SSC (G6 = R6) e
CD15 X SSC (G7 = R7), sendo que G16 = R6 + R7, propiciam melhor selecéo
da populagéo celular, entretanto ainda determinam o encontro de eventos
duplo-negativos para os marcadores de interesse, em propor¢cdes superiores a
0,1% do total de eventos analisados. (grafico dot plot 15-C). A selecdo de uma
terceira regido, a partir da avaliagdo conjunta da expressdo dos marcadores
CD45 X CD15 em grafico de densidade (G8 = R8), e a estratégia de
combinacéo das trés regides para selecédo da populacdo de neutrofilos (G14 =
R6 + R7 + R8), propiciam a selecéo de populacdo celular pura e a identificacédo
precisa dos eventos duplo-negativos para os marcadores de interesse,
permitindo alcancar o limite de sensibilidade analitica de 0,1%, estabelecido

neste estudo (gréafico dot plot 15-D).
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Figura 15 - Estratégia de analise multiparamétrica para a selecdo de neutréfilos nas amostras
dos pacientes com SMD. (A) Definic6es dos gates para a selecdo da populagéo de neutréfilos
a ser analisada, considerando a expressdo do CD45 X SSC (R6) e CD15 X SSC (R7) em
gréficos de distribuicdo pontual de fluorescéncia, e expressao do CD45 X CD15, em gréfico de
densidade (R8). (B) Analise da expressao dos marcadores CD16 e CD24 em neutréfilos
selecionados apenas pelos parametros SSC X expressao do CD45 (G6 = R6). (C) Analise da
expressdo dos marcadores CD16 e CD24 em neutrdfilos selecionados pela combinacao das
regides R6 + R7 (G16). (D) Analise da expressao dos marcadores CD16 e CD24 em neutréfilos
selecionados pela combinacéo das regiées R6 + R7 + R8 (G14).
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Na FIGURA 16, pode ser observado que a tentativa de separacao de
monacitos, utilizando somente os parametros de expressao do CD45 X SSC,
determina contaminacgao do gate selecionado (G3 = R3) e, consequentemente,
a identificacdo errbnea de eventos duplo-negativos para os marcadores de
interesse, em proporcdes significativas (grafico dot plot 16-B). A introducdo do
marcador de linhagem celular CD33 e a estratégia de analise por combinacdo
de regides, definidas pelos graficos CD45 X SSC (G3 = R3) e CD33 X SSC (G4
= R4), sendo que G15 = R3 + R4, propiciam melhor selecdo da populacdo
celular, entretanto ainda determinam o encontro de eventos duplo-negativos
para os marcadores de interesse, em propor¢des superiores a 0,1% do total de
eventos analisados (gréafico dot plot 16-C). A selecao de uma terceira regido, a
partir da avaliacdo conjunta da expressdo dos marcadores CD45 X CD33 em
grafico de densidade (G10 = R10), e a estratégia de combinacdo das trés
regibes para selecdo da populacdo de mondécitos (G13 = R3 + R4 + R10),
propiciam a selecdo de populacédo celular pura e a identificacdo precisa dos
eventos duplo-negativos para os marcadores de interesse, permitindo alcancar
o limite de sensibilidade analitica de 0,1%, estabelecido neste estudo (gréafico
dot plot 16-D).
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Figura 16 - Estratégia de analise multiparamétrica para a selecdo de mondcitos nas amostras
dos pacientes com SMD. (A) Definicbes dos gates para a sele¢do da populacdo de mondcitos a
ser analisada, considerando a expressdo do CD45 X SSC (R3) e CD33 X SSC (R4) em
gréficos de distribuicdo pontual de fluorescéncia, e expressdo do CD45 X CD33, em gréfico de
densidade (R10). (B) Andlise da expressdo dos marcadores CD14 e CD55 em mondcitos
selecionados apenas pelos parametros SSC X expressao do CD45 (G3 = R3). (C) Analise da
expressdo dos marcadores CD14 e CD55 em mondcitos selecionados pela combinagdo das
regides R3 + R4 (G15). (D) Andlise da expressao dos marcadores CD14 e CD55 em mondécitos
selecionados pela combinacéo das regiées R3 + R4 + R10 (G13).

Outro achado no grupo de pacientes com SMD foi a observacdo de

células imaturas e/ou displasicas, apresentando reducdo de expressao dos
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antigenos CD14, CD16 e/ou CD55, em 50% dos pacientes avaliados. A
presenca de células apresentando reducdo de expressao destes antigenos,
isoladamente, ndo caracterizou o clone HPN, por ndo formar populacdo

duplamente negativa distinta, conforme ilustrado na FIGURA 17.
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Figura 17 - Figura ilustrativa de gréaficos dot plot apresentando neutréfilos com reducéo isolada
de expressdo dos antigenos CD55 (A) e CD16 (B), e mondcitos com reducdo isolada de
expressdo do antigeno CD14 (C), em pacientes distintos com diagnéstico de SMD.

4.3.5 Reagente de aerolisina fluorescente (FLAER)

O reagente FLAER permite avaliag&o direta da expressao da ancora GPI
em diferentes linhagens celulares, com a excec¢do das hemacias. Desta forma,
avalia de maneira direta a consequéncia bioguimica das mutacées do gene
PIG-A.
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Foi observada reacdo forte do FLAER com neutréfilos e mondcitos,
propiciando separacao clara e precisa entre células normais e células que néo
apresentavam a ancora GPIl. Nenhuma amostra do grupo controle ou do grupo
de pacientes estudados mostrou discordancia entre a marcacdo com FLAER e
a expressao das proteinas ancoradas ao GPI analisadas. Como ilustrado na
FIGURA 18, as cinco amostras do estudo identificadas como positivas para o
clone HPN (graficos B a F) mostraram a formacdo de duas populacdes
celulares distintas na analise do FLAER. A performance adequada do reagente
foi observada tanto na deteccdo de clones celulares grandes (gréaficos D a F),
quanto na deteccdo de clones celulares considerados pequenos, com
proporcdo de células inferior a 1% (grafico B). A taxa de background da
populacdo controle (neutréfilos e mondcitos negativos para a marcagdo com
FLAER, isoladamente, em individuos ndo portadores do clone HPN) variou de
0,00 a 0,25%, com média de 0,060 e mediana de 0,035 dos neutrdfilos
analisados e de 0,00 a 0,13%, com meédia de 0,022 e mediana de 0,00 dos

mondcitos analisados.
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Figura 18 — Graficos de aquisicdo e histogramas ilustrativos da marcacao de neutréfilos com
FLAER em diferentes situagdes. A: Individuo do grupo controle. B e C: Detecgdo de clones
HPN com pequenas proporcdes de células alteradas. D a F: Deteccéo de clones HPN maiores,
com proporcdes crescentes de células alteradas. Os graficos B a F representam a analise das
cinco amostras do estudo identificadas como positivas para o clone HPN.

A capacidade do FLAER em detectar as células com fendtipo HPN n&o
pOde ser estatisticamente comparada, de maneira isolada, com a capacidade
de deteccdo dos anticorpos monoclonais utilizados no estudo, em funcdo da
estratégia de analise utilizada, ja descrita, de avaliacdo simultanea de dois
reagentes (2 anticorpos monoclonais ou 1 anticorpo monoclonal e FLAER) em
cada tubo. Entretanto, se comparados os tubos que avaliaram a marcagéao com
FLAER associada a expressédo dos antigenos CD24 e CD55 em neutrdfilos e
monaocitos, respectivamente, com os tubos que avaliaram somente a expressao
dos antigenos ancorados ao GPI, pode-se dizer que aqueles que incluiram o
FLAER como reagente apresentaram melhor desempenho analitico, por
apresentarem separacao clara entre populacdes normais e alteradas e baixa
frequéncia de resultados falso-positivos (apenas 1 tubo isolado apresentando
0,17% de mondcitos alterados, em paciente ndo portador do clone HPN), como
demonstrado na FIGURA 19, exibida na préxima secéo.

4.3.6 Sinopse dos resultados relativos a deteccdo das células com
fendétipo HPN nas amostras dos grupos controle e de pacientes (AA e
SMD)

A FIGURA 19 apresenta os resultados obtidos nas populagdes controle
e de doentes, por combinacdes de reagentes, nas populacdes de neutrdfilos e
mondcitos. Os grupos controle e de pacientes com SMD apresentaram ceélulas
duplamente negativas para os marcadores estudados em cada tubo, em
proporc¢des inferiores a 0,1% e, portanto, foram considerados negativos para a
presenca do clone HPN, segundo os critérios de positividade estabelecidos
anteriormente. Os pacientes definidos como positivos para a presenca do clone
apresentaram células com fend6tipo HPN em proporcdes superiores a 0,1%,
detectadas pelas diferentes combinacdes de reagentes utilizadas, nas

populacdes de neutréfilos e mondcitos. Seis pacientes apresentaram células
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alteradas em propor¢gbes entre 0,1 e 1,0% em tubos isolados, né&o

caracterizando a presenca do clone HPN.
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Figura 19 - Resultados obtidos na pesquisa de células deficientes em proteinas ancoradas ao
GPlI nas amostras dos grupos controle e de doentes (anemia aplasica e sindrome
mielodisplasica), por combinac¢des de reagentes, nas populacdes de neutréfilos e mondcitos. A
barra em preto representa o ponto de corte escolhido (0,1%) para detec¢do das células com
fenétipo HPN. Pacientes com o clone HPN estdo representados por simbolos em cores.
Pacientes que apresentaram células alteradas em propor¢Bes acima de 0,1% em tubos
isolados, ndo caracteristicas do clone HPN, estdo representados por simbolos em preto, acima
da barra, acompanhados pelos respectivos numeros de identificagdo do banco de dados.

4.3.7 Comparagdo estatistica entre as diferentes combinacdes de
reagentes utilizadas para deteccdo das células deficientes em proteinas

ancoradas ao GPI, nas populacdes de neutréfilos e mondcitos

N&o houve diferenca estatistica entre as propor¢bes de células com
fendtipo HPN detectadas nas populacbes de mondcitos e neutréfilos, pelas
diferentes combinacdes de reagentes utilizadas, em estudo feito por meio de
analise de variancia (ANOVA) e comparacdes multiplas.

Para avaliar a concordancia (similaridade) entre os tamanhos dos clones
detectados pelas diferentes combinacdes de reagentes em neutrofilos e
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monaocitos, foram calculados ainda os coeficientes de correlagdo de Pearson,
apos verificacdo da distribuicdo paramétrica dos dados. Os resultados,
descritos na TABELA 10, confirmam a similaridade entre as proporcdes de
células HPN detectadas, seguindo modelo de analise estatistica utilizado por
Richards e colaboradores (2000).

Tabela 10 — Coeficientes de correlacdo de Pearson entre as propor¢des de células com
fenétipo HPN, detectadas pelas diferentes combinac8es de reagentes utilizadas na analise de
neutrofilos e monécitos

Combinacbes de reagentes  Coeficientes de correlagéo Nivel de significancia
comparadas de Pearson
CD59/CD55 X CD24/CD16 0,939 0,05
CD59/CD55 X FL/CD24 0,970 0,01
CD59/CD55 X CD14/CD55 0,911 0,05
CD59/CD55 X FL/CD55 0,920 0,05
CD24/CD16 X FL/CD24 0,992 0,01
CD24/CD16 X CD14/CD55 0,989 0,01
CD24/CD16 X FL/CD55 0,986 0,01
FL/CD24 X CD14/CD55 0,983 0,01
FL/CD24 X FL/CD55 0,983 0,01
CD14/CD55 X FL/CD55 0,997 0,01
FL, FLAER

5 DISCUSSAO

A deteccdo de células hematopoiéticas deficientes em antigenos
ancorados ao GPI, por citometria de fluxo, representa um teste diagnostico
especifico para HPN, considerando que este perfil imunofenotipico ndo é visto
em outras condi¢des. Entretanto, para introducdo do teste na rotina de um
laboratorio clinico, € necessario estabelecer padronizacdo metodoldgica
adequada, visando garantir sensibilidade analitica e acuracia na deteccao das
células com fendtipo HPN. A metodologia desenvolvida neste estudo foi
padronizada seguindo as recomendac¢des mais atuais da literatura, no que se
refere & selecdo dos reagentes, estratégia de andlise e definicdo dos critérios
de positividade do clone HPN. O estudo permitiu verificar que a estratégia de

analise utilizada foi essencial para minimizar a ocorréncia de resultados falso-
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positivos e permitir a identificacdo precisa de pequenas populacdes de células
com fendtipo HPN (clones pequenos). A analise multiparamétrica, incluindo o
uso de marcadores de linhagem, propiciou a selecdo de populacdes celulares
puras, reduzindo a possibilidade de inclusdo de outros eventos na regiao
selecionada (células de outras linhagens, debris, eventos espurios), 0os quais
poderiam ser erroneamente interpretados como células deficientes em
expressdo dos marcadores estudados e, portanto, representantes do clone
HPN. Considerar a populacdo duplo-negativa em gréficos dot plot promoveu
maior discriminacdo e acurdcia na identificacdo de pequenas populacdes
celulares alteradas, corroborando as recomendacdes publicadas, que
ressaltam a importancia de demonstrar a deficiéncia simultdnea de dois
antigenos ancorados ao GPl na mesma célula (RICHARDS et al.,, 2007
BOROWITZ et al., 2010). Assim, reducdes ou perdas parciais de expressao de
um marcador isolado nédo foram caracterizadas como fenotipo HPN.

O clone HPN foi identificado em 25% dos pacientes com diagndstico de
AA incluidos no presente estudo. A frequéncia observada é condizente com o0s
dados da literatura, que descreve o encontro de células HPN em 22 a 68% dos
pacientes com AA (DUNN et al., 1999; MACIEJEWSKI et al., 2001; MUKHINA
et al., 2001; WANG et al.,, 2001; ISHIYAMA et al., 2003; SUGIMORI et al.,
2006; SUGIMORI et al., 2009; SCHEINBERG et al., 2010). Esta variabilidade
de prevaléncia ocorre, provavelmente, em funcdo das diferencas
metodoldgicas entre os testes utilizados, que definem diferentes limites de
sensibilidade analitica. A elevada frequéncia de 68% foi obtida em estudo
publicado por Sugimori e colaboradores (2006), em analise de 122 pacientes,
utilizando metodologia que apresentava limite inferior de detec¢éo do clone de
0,003% em granuldcitos. Assim, foi observada proporcdo de granuldcitos HPN
abaixo de 0,1% em mais de 40% dos pacientes com o clone. Nosso estudo néo
alcancou limite tdo baixo de detec¢édo das células HPN, o que pode explicar a
frequéncia de positividade encontrada nos pacientes com AA. Considerando
que foram analisadas amostras de 20 dentre 27 pacientes com AA em
acompanhamento no Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas/lUFMG
no periodo compreendido entre julho e dezembro de 2011 (74,1% dos
pacientes), torna-se possivel extrapolar a prevaléncia encontrada de
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portadores do clone HPN no grupo de pacientes com AA (25%) para a
populacao de pacientes com AA atendidos pelo referido servigo.

E importante ressaltar que os cinco pacientes considerados positivos
para a presenca do clone tiveram células HPN identificadas por todas as
combinacgOes de reagentes utilizadas e nas 3 populagdes celulares estudadas
(hemacias, neutréfilos e mondcitos), o que reforca a real presenca destas
células e indica que o teste apresenta acuracia na deteccdo e quantificacédo
das células com fenétipo HPN, mesmo quando presentes em pequenas
proporc¢oes.

Cabe considerar que amostras de sangue periférico de pacientes com
AA podem se mostrar extremamente leucopénicas e neutropénicas, o que pode
conferir dificuldade técnica adicional no processamento das mesmas. Em duas
das 20 amostras avaliadas, ndo foi possivel obter 50.000 leucdcitos para
anélise em todos os tubos do painel, conforme padronizado.

Na analise de hemacias, o uso da glicoforina foi considerado essencial
para excluir eventos néo celulares e debris, propiciando alcancar menores
limites de deteccdo do clone, assim como observado por Sutherland e
colaboradores (2009). O tubo que avaliou a expressdo simultanea dos
antigenos CD55 e CD59 nestas células, mas sem o uso da glicoforina para
selecdo da populacdo, apresentou taxas de background mais elevadas nas
amostras do grupo controle, como demonstram os valores calculados de
média, DP e percentis 95 e 100 apresentados na TABELA 7. O limite inferior de
deteccdo de 0,1% né&o foi alcancado neste tubo e, portanto, pode-se dizer que
apresentou pior desempenho que o tubo que avaliou somente a expressao do
CD59 em hemaécias selecionadas pelo marcador de linhagem. A alta diluicdo
da glicoforina utilizada (1:200) foi necessaria para evitar aglutinacdo celular e,
ainda assim, permitiu marcacao especifica e separacao precisa das hemacias.

Nas amostras com clone HPN detectavel, ndo foram identificadas
hemacias com deficiéncia parcial das proteinas ancoradas ao GPI (células tipo
II). Como ilustrado na FIGURA 14, foram evidenciados somente dois picos
distintos nos histogramas de analise, representando as células tipo |
(expressdo antigénica normal) e tipo lll (deficiéncia completa das proteinas
ancoradas ao GPI). E possivel que a ndo deteccdo de células tipo Il tenha

ocorrido em funcdo do pequeno numero de pacientes que apresentaram o
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clone HPN na populacdo estudada. Hill e colaboradores (2007), em revisao da
literatura, descreveram que somente 40% dos pacientes com clone HPN
apresentam a combinacdo de células tipos I, Il e Il e Madkaikar e
colaboradores (2009) relataram variacdo importante na distribuicdo destas
populacdes celulares dentre os pacientes. Acrescentaram ainda que a
separacdo entre os tipos celulares nem sempre é clara, podendo haver
sobreposicao entre células tipo Il e hemacias residuais normais, sendo que a
distincdo das células tipo Il é variavel em funcdo do marcador escolhido (CD59
propicia melhor separagéo do que CD55) e, segundo Borowitz e colaboradores
(2010), inclusive em fungéo do clone do anticorpo monoclonal utilizado. Dados
semelhantes foram publicados por Hall e colaboradores (1996) a partir do
estudo de 54 pacientes com HPN, dos quais 50% apresentaram hemacias tipo
II, melhor demonstradas pelo anticorpo anti-CD59.

Em 3 dos 5 pacientes que apresentaram o clone HPN, o percentual de
hemacias afetadas foi significativamente menor do que o percentual de
leucdcitos deficientes em proteinas ancoradas ao GPI (dados apresentados na
TABELA 9). Este achado esta de acordo com os dados da literatura, que o
justificam em funcédo da destruicdo das hemécias com feno6tipo HPN mediada
pelo complemento (hemolise intravascular) e pelas transfusfes sanguineas,
muitas vezes necessarias como tratamento, que determinam diluicdo e
consequente reducdo da proporcdo de hemacias HPN (SUTHERLAND et al.,
2009; BOROWITZ et al., 2010). Sutherland e colaboradores (2009), em analise
de 536 amostras, observaram menores propor¢cdes de hemacias afetadas
mesmo em pacientes que nao haviam recebido transfusées sanguineas prévias
e descreveram clones de leucécitos em amostras que nao apresentavam
hemacias HPN. Entretanto, ndo detectaram clones significativos de hemacias
na auséncia de clones de leucocitos. Dessa forma, em concordéncia com 0s
achados de outros autores (PIEDRAS et al., 2000; BRODSKY, 2009;
SUTHERLAND et al., 2009), nosso estudo confirmou que as propor¢cdes de
neutrofilos e mondcitos deficientes em proteinas ancoradas ao GPI
representam de maneira mais acurada o tamanho do clone HPN, em relacdo
as hemacias.

A analise de mondcitos mostrou ser tecnicamente dificil em funcdo do

namero habitualmente pequeno destas células circulantes, especialmente nos
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pacientes pancitopénicos. Como esperado, o numero médio de mondcitos
selecionados para andlise nos grupos controle e de doentes foi
significativamente menor em relacdo ao numero médio de neutrofilos
analisados, conforme descrito na secdo 4.3.2 deste trabalho, o que pode ter
contribuido para a reducdo da acurdcia da pesquisa de células HPN nesta
linhagem celular e propiciado o encontro de proporgdes superiores a 0,1% de
mondocitos alterados em tubos isolados, sem, entretanto, caracterizar a
presenca do clone HPN. Esta foi uma possivel justificativa encontrada para os
resultados obtidos em cinco dos sete tubos isolados que apresentaram células
duplo-negativas para os marcadores analisados em proporc¢des superiores ao
ponto de corte, sem caracterizar o clone (dados representados na FIGURA 19).
As populacdes de mondcitos selecionadas para analise nestes tubos foram
pequenas (291 a 712 células; média: 497). Assim, apenas 1 ou 2 eventos
localizados no quadrante inferior esquerdo dos graficos dot plot representaram
propor¢cdes superiores a 0,1% em relacdo ao total de células analisadas.
Entretanto, estes eventos ndo formaram aglomerados consistentes e estes
achados nao foram reproduzidos em outros tubos. Desta forma, estes
resultados isolados ndo caracterizaram a presenca de células com fendétipo
HPN e foram considerados falso-positivos.

Diante das limitacdes colocadas em relacdo as analises de hemacias e
mondcitos, foi possivel comprovar que os neutrofilos representam a populacdo
celular mais adequada para pesquisa das células com fenétipo HPN, por
estarem habitualmente presentes em numero significativo, ndo sofrerem
interferéncia por episddios hemoliticos e transfusdes prévias e por permitirem
avaliacdo acurada da propor¢cdo de células afetadas. Entretanto, de acordo
com as recomendac0fes da literatura, a analise de hemacias e mondcitos deve
ser realizada concomitantemente. Esta indicagdo persiste principalmente em
func@o da necessidade de detectar a deficiéncia de expressdo das proteinas
ancoradas ao GPI em duas linhagens celulares distintas para a definicdo do
clone HPN. A andlise de hemacias permite, adicionalmente, a possivel
distincdo entre células tipos 1l e Il e, ainda, tem sido utlizada no
acompanhamento dos pacientes em uso do Eculizumab. A distingdo entre os
subtipos de hemécias pode trazer informagédo clinica util, pois a presenca de

células tipo 1l em proporcdes superiores a 20% esta mais frequentemente



80

associada a quadros de hemodlise intravascular clinicamente manifesta,
enquanto populagdes grandes de hemacias tipo Il, na auséncia de células tipo
[ll, habitualmente determinam sintomatologia mais discreta (PARKER et al.,
2005; BOROWITZ et al.,, 2010). No acompanhamento do tratamento com
Eculizumab, o aumento da proporcdo de hemacias HPN em testes sequenciais
indica resposta adequada ao medicamento, em funcdo da reducdo da
destruicdo das hemacias afetadas e diminuicAo das necessidades
transfusionais (RICHARDS et al., 2007).

Dentre as populacdes leucocitarias analisadas, mondcitos e neutréfilos
mostraram propor¢des similares de células com fen6tipo HPN, considerando os
resultados dos 5 pacientes positivos para a presenca do clone, de acordo com
as analises estatisticas realizadas, descritas na secdo 4.3.7. Foi observado, de
acordo com os dados apresentados na TABELA 10, que os célculos das
correlagcdes de Pearson evidenciaram correlacao forte (0,7 < r < 1,0), quando
os resultados obtidos nos diferentes tubos foram comparados entre si, o que
significa que as proporcdes de células com fenétipo HPN detectadas em
neutréfilos e mondcitos, pelas diferentes combinacdes de reagentes, sdo
similares. Entretanto, ao observar os resultados obtidos nos diferentes tubos
em cada um dos pacientes, individualmente, pode ser verificado que o paciente
identificado como “caso 2" apresentou proporgao visivelmente maior de
mondcitos alterados em relacdo aos neutrdfilos. Situacdo semelhante foi
descrita por Sutherland e colaboradores (2007), ndo tendo sido encontradas
justificativas para tal.

Embora todas as combinagdes de marcadores tenham se mostrado
efetivas em detectar o clone, foi observado que os anticorpos monoclonais
dirigidos aos antigenos CD16 e CD24 (neutrofilos), CD14 (mondcitos) e o
reagente FLAER (neutréfilos e mondcitos) identificaram células HPN com maior
distingcdo, promovendo separacéo clara entre populagdes normais e deficientes
nas proteinas ancoradas ao GPIl. O mesmo néo foi observado em relagdo aos
marcadores CD59 (neutréfilos) e CD55 (neutrofilos e mondcitos), em
concordancia com os dados descritos por Hernandez-Campo e colaboradores
(2006). A variabilidade observada com a marcagcdo de CD55 e CD59 em
leucdcitos pode ter sido resultante do numero varidvel de hemacias nas

amostras e da escolha do protocolo “corar-lisar-lavar’ para o processamento
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das mesmas. Em funcdo dos antigenos CD55 e CD59 serem expressos em
hemécias e leucocitos, alguns autores recomendam realizar a lise das
hemacias antes de marcar os leucocitos (protocolo “lisar-lavar-corar”), com os
objetivos de reduzir a quantidade de reagente necessaria e alcancar melhores
padroes de expressdo antigénica. Entretanto, como afirmam Borowitz e
colaboradores (2010), a maioria dos ensaios para pesquisa de antigenos
ancorados ao GPI é realizada pelo protocolo de primeiro corar e depois lisar,
porque as caracteristicas fisicas de dispersdo da luz, Uteis para adequada
separacao das populagcdes estudadas, sdo melhor preservadas, em relacdo ao
protocolo em que as amostras sdo primeiramente lisadas e depois coradas.
Madkaikar e colaboradores (2009) acrescentam ainda que a solucédo de lise
com fixador pode determinar ligacédo inespecifica dos anticorpos aos neutrofilos
e consequente falha na deteccao do clone HPN. Assim, a escolha do protocolo
“corar-lisar-lavar” foi baseada nestes aspectos, considerando o beneficio de
uso da solucdo de lise da rotina em um protocolo Unico para analise dos
diversos marcadores incluidos no painel.

O beneficio de uso do reagente FLAER para deteccédo de células com
fenétipo HPN tem sido descrito por varios autores. Ele oferece discriminacao
clara entre células normais e alteradas (BRODSKY et al., 2000; RICHARDS et
al., 2007) e, como marca a ancora GPI, é superior em situacées onde um ou
mais marcadores de superficie ligados a esta molécula de ancoragem
apresentam expressao reduzida, podendo sugerir erroneamente a presenca de
células com fendtipo HPN (BATTIWALLA et al., 2010). Este estudo permitiu
verificar o bom desempenho do reagente, ao propiciar, de fato, separacao clara
e distinta entre células normais e alteradas. Os tubos que incluiram o FLAER
como reagente na analise de neutrofilos e mondcitos apresentaram resultados
concordantes com os tubos que utilizaram somente anticorpos monoclonais
como reagentes. O FLAER apresentou acuracia na deteccdo de clones
grandes e pequenos, como descrito anteriormente e ilustrado na FIGURA 18. O
reagente adquirido na formulacéo liquida apresentou excelente estabilidade em
temperaturas entre 4 a 8°C, assim como o0s anticorpos monoclonais, e foi
considerado como de facil manuseio.

A ndo detecgdo de células deficientes em proteinas ancoradas ao GPI

nos pacientes portadores de SMD pode ter sido consequéncia da menor
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frequéncia do clone HPN nesta populacdo, como descrito por varios autores
(MACIEJEWSKI et al.,, 2001; OKAMOTO et al.,, 2001; WANG et al., 2002;
SUGIMORI et al.,, 2009; WANG et al., 2009), aliado ao fato do nuamero
relativamente pequeno de pacientes analisados. E valido ressaltar ainda que
dentre os 30 pacientes com SMD, 25 apresentavam doenca de baixo risco
(IPSS baixo ou Intermediario-1), mas apenas 2 foram classificados
morfologicamente como portadores de anemia refrataria, sendo este o
subgrupo que mais frequentemente apresenta o clone, segundo relatos da
literatura (OKAMOTO et al., 2001; WANG et al., 2002; ISHIYAMA et al., 2003;
SUGIMORI et al., 2009; WANG et al., 2009). O numero de pacientes com
diagnoéstico de SMD analisados néo foi considerado representativo do total de
pacientes com SMD atendidos no Servico de Hematologia do Hospital das
Clinicas/lUFMG (30 pacientes incluidos dentre aproximadamente 80 pacientes
em acompanhamento) e, portanto, o achado referente a ndo detec¢éo do clone
HPN no grupo estudado ndo pode ser extrapolado para a populacdo de
pacientes com SMD atendida pelo referido servico.

Apesar das amostras dos pacientes com SMD néo terem revelado a
presenca do clone HPN neste estudo, foi possivel reconhecer as dificuldades
técnicas inerentes a analise destas amostras e definir estratégias para superar
estas dificuldades. Conforme colocado anteriormente, é conhecido que a
hipogranulacdo de neutrdfilos, a presenca de células mieléides imaturas
(linhagens granulocitica e monocitica) e as alteragbes imunofenotipicas
intrinsecas a doenca dificultam sobremaneira a separagdo precisa das
populacdes celulares a serem analisadas nas amostras dos pacientes com
SMD (WANG et al., 2009). Foi observado que, para superar a dificuldade de
separacdo das populacdes de neutrofilos e mondcitos nestas amostras, €
essencial a utilizacdo dos marcadores de linhagem celular, como anteriormente
descrito, e a utilizacdo de estratégias apropriadas para a selecéo rigorosa das
populactes. As FIGURAS 15 e 16 ilustram o impacto da andlise da expressao
das proteinas ancoradas ao GPI em populacdes de neutréfilos e mondcitos
selecionadas segundo a estratégia multiparamétrica utilizada neste trabalho ou
selecionadas somente pelos parametros de complexidade interna (SSC) e
expressdo do CD45 ou complexidade interna (SSC) e expressdo do CD15 e

CD33, respectivamente. Ficou claramente demonstrado nestas figuras, que o
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uso da estratégia de analise por combinac¢des de regibes permite a selecao de
populacdes celulares puras e, assim, propicia alcancar menores limites de
deteccdo de células HPN. O mesmo ndo acontece ao utilizar critérios menos
rigorosos para a selecdo das populacdes celulares, pois outros eventos sao
incluidos no gate de analise, podendo ser erroneamente interpretados como
clone HPN (quadrante inferior esquerdo dos graficos dot plot das figuras 15-B,
15-C, 16-B e 16-C).

Entretanto, apesar da estratégia de selecdo de populacdes utilizada, foi
evidenciada deficiéncia simultanea de expressédo dos marcadores CD24/CD16
em 0,53% dos neutréfilos em uma amostra de paciente com SMD, ndo portador
do clone HPN. Neste caso, a deficiéncia de expressdo de proteinas ancoradas
ao GPI ndo foi evidenciada em outros tubos. Esta amostra apresentava
sobreposicao importante de granuldcitos e mondcitos, devido a reducao
significativa do parametro de complexidade interna em neutréfilos e expresséo
fraca do CD45 em mondcitos. Sendo assim, acredita-se que um pequeno
namero de mondcitos, inseparaveis dos neutréfilos, tenha sido incluido no gate
de andlise. Como mondcitos apresentam fendtipo CD24-/CD16-, determinaram
a ocorréncia do achado falso positivo neste tubo. Este dado esta representado
na FIGURA 19. Um segundo resultado falso-positivo em tubo isolado pode ser
verificado nesta figura, na analise da expressao dos marcadores CD24 e CD16
em neutréfilos (0,14% de células alteradas). Este resultado espurio foi
associado a questdes técnicas que determinaram reagdo inadequada do CD24.

Na analise de amostras de pacientes com SMD, é importante considerar
ainda que as proteinas ancoradas ao GPl podem variar em expressdo de
acordo com o estagio de maturacao celular (DUNN et al., 1999). Hernandez-
Campo e colaboradores (2007), em analises de amostras medulares de
individuos sadios, demonstraram que a expressdo do CD55 aumenta
progressivamente do estadgio promielocitico em direcdo aos neutrdfilos
maduros; que a expressdo do CD16 € maior em bastonetes e neutréfilos
maduros se comparada a mieldcitos e metamieldcitos; e que a expressao do
CD24 ¢é ausente nos precursores neutrofilicos precoces, aumenta
progressivamente até o estagio mielocitico e sofre reducdo posterior em
direcdo aos estagios de bastonetes e neutrofilos maduros. De maneira

semelhante, foi demonstrado que mondcitos maduros apresentam maior
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expressdo do CD14 e do CD55 do que células precursoras monociticas. Como
0s pacientes com SMD apresentam frequentemente células imaturas e
displasicas circulantes, a analise isolada destes marcadores nas respectivas
populacdes celulares pode determinar a ocorréncia de resultados falso-
positivos para a presenca do clone HPN. A estratégia de avaliar conjuntamente
a expressao de dois marcadores em cada tubo e considerar como
representantes do clone HPN apenas as células que sdo negativas para
ambos, simultaneamente, se mostrou eficaz em reduzir este risco, aumentando
a precisdo e a especificidade analiticas, como ilustrado na FIGURA 17. Em
relacdo aos demais marcadores e reagentes incluidos no painel de analise
deste estudo, cabe considerar que ndo séo descritas diferencas significativas
de expressdo do CD59 durante os diferentes estagios de maturacdo dos
neutrdéfilos (populacdo em que este marcador foi avaliado) e a marcacdo com
FLAER nao sofre interferéncia relacionada ao estadgio de maturagédo celular,
pois o reagente se liga diretamente a ancora GPI.

Este estudo ndo pode avaliar o clone HPN como preditor de resposta a
imunossupressao, pois, para isso, 0 clone deveria ter sido pesquisado em
pacientes recém-diagnosticados, antes de iniciado o tratamento
imunossupressor e, entdo, estabelecida a correlacdo com resposta
subsequente ao tratamento. Neste trabalho, somente um paciente teve o clone
HPN detectado por citometria de fluxo prontamente apds o diagnéstico da AA
(intervalo de 1 més) e, portanto, antes de iniciar tratamento medicamentoso.
Entretanto, ndo foi acompanhado prospectivamente, por ndo ter sido este o
objetivo do estudo. Os demais apresentaram tempo de evolugdo da doenca
variavel, quando da detecc¢éo do clone HPN, com média de 34 meses (faixa: 12
— 62 meses), sendo que 3 dos 4 pacientes estavam em uso ou haviam feito uso
prévio de imunossupressores.

Em relagdo a comparacdo entre os dois protocolos de aquisigdo
realizados (aquisicdo de 50.000 e 100.000 eventos), foi observado, de acordo
com os dados apresentados na TABELA 8, que os célculos das correlacfes de
Spearman evidenciaram correlagdo moderada (0,4 <rs < 0,7) a forte (0,7 <rs<
1.0) para os tubos CD59/CD55, CD24/CD16, FLAER/CD24 e FLAER/CD55, em
todos os subgrupos avaliados, o que significa que ndo houve superioridade do

protocolo de aquisicdo de 100.000 eventos sobre o protocolo de aquisicdo de
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50.000 eventos. O tubo proposto para avaliar a expressdo dos marcadores
CD14 e CD55 em mondcitos mostrou correlacdo moderada e forte nos
subgrupos “geral” e “AA”, respectivamente, mas correlagao fraca (0 < rs < 0,4)
nos subgrupos “SMD”, “faixa 0 a 1.0%” e “faixa 0 a 0,1%”. Estes resultados
podem ser justificados pela dificuldade, ja descrita neste trabalho, de
separacdo das populacdes de neutrofilos e mondcitos em parte das amostras
dos pacientes com SMD, o que pode gerar resultados imprecisos e,
principalmente, pelo pequeno nimero de mondcitos selecionados para analise
em algumas destas amostras, em funcdo do nimero sabidamente menor de
mondcitos circulantes. Assim, pode-se inferir que o protocolo de aquisicdo de
100.000 leucdcitos provavelmente possibilitou analise mais precisa nestas
situacdes. Quanto aos resultados obtidos nas faixas de 0 a 1,0% e de 0 a
0,1%, h& que se considerar ainda que parte dos dados que ndo apresentaram
correlacao linear, baseado no calculo do rs, ndo representaram impacto real na
interpretacdo dos resultados, por terem se mantido na mesma faixa de
interpretacao.

Entretanto, cabe considerar que a aquisicdo de um nimero ainda maior
de eventos provavelmente teria se mostrado superior ao protocolo de aquisicéo
de 50.000 leucécitos. Uma estratégia recomendavel seria proceder a aquisicao
dos eventos das diferentes linhagens celulares utilizando gates especificos,
previamente definidos, delimitando estas populagdes de interesse inicialmente
por parametros fisicos. Desta maneira, seria possivel obter um nimero maior
de neutréfilos e mondcitos posteriormente selecionados pela estratégia de
analise por combinacdes de regibdes. Para atingir o limite de deteccdo de 0,01%
de células com fenotipo HPN (testes de alta sensibilidade), seria recomendavel
considerar um cluster de 10 células duplamente negativas para os marcadores
analisados, em uma populacdo final de 100.000 neutréfilos selecionados.
Entretanto, este procedimento ndo seria factivel para a populacdo de
mondcitos, considerando o menor numero destas ceélulas circulantes em
sangue periférico. Esta questao, referente ao numero de eventos adquiridos e
selecionados para analise, representou uma limitacdo reconhecida deste

estudo, devendo ser trabalhada e superada em ensaios posteriores.
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CONCLUSOES

A andlise multiparamétrica por citometria de fluxo apresenta
sensibilidade e acurdcia na deteccdo de pequenas proporcdes de
células com fenotipo HPN, sendo adequada para a pesquisa de clones
subclinicos em pacientes com AA e SMD.

O reagente FLAER apresenta excelente capacidade de deteccédo de
neutréfilos e monécitos com fenotipo HPN, tendo apresentado
resultados concordantes com aqueles obtidos com o uso dos anticorpos
monoclonais.

O reagente FLAER apresenta como vantagens o poder de discriminacéo
clara entre células normais e alteradas e a alta acuracia na analise de
amostras que apresentam células em diferentes estagios de maturacao
e/ou displasicas.

Considerando o desempenho observado e a facilidade de manuseio, o
FLAER se apresenta como um potencial reagente a ser incluido em um
painel minimo para triagem do clone HPN, em um laborat6rio clinico de
rotina, com os objetivos de reducéo de custos da reacéao e facilitacdo da
técnica.

A triagem do clone HPN em um laboratorio clinico de rotina pode ser
baseada na analise de leucécitos (neutrofilos e mondcitos), sendo
necessario o ensaio de heméacias somente no contexto do encontro de
leucocitos com fendtipo HPN.

A prevaléncia do clone HPN em pacientes com AA atendidos no Servigo
de Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG é condizente com os
dados da literatura, considerando a sensibilidade analitica alcancada
pela metodologia utilizada neste estudo.

A nado deteccdo de células com fendtipo HPN em pacientes com SMD
atendidos no Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG
pode ser justificada pela menor frequéncia do clone HPN nesta
populacao e pelo numero relativamente pequeno de pacientes incluidos

neste estudo.
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ANEXO I

Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo do projeto de pesquisa: EXPRESSAO DE MOLECULAS ANCORADAS AO GLICOSIL-FOSFATIDIL-INOSITOL (GPI) EM
DIFERENTES LINHAGENS CELULARES, EM PACIENTES COM ANEMIA APLASICA E SINDROME MIELODISPLASICA.

Pesquisadores (ordem alfabética): Juliana Maria Camargos Rocha, Marcelo Eduardo de Lima Souza, Maria Luiza
Silva, Mitiko Murao, Sérgio Schusterschitz da Silva Aradjo, Silvana Maria El6i Santos.

Introducéo: Antes de aceitar participar desta pesquisa, é importante que vocé leia e compreenda as explicagdes que
serdo apresentadas, esclarecendo o objetivo, procedimentos, beneficios, riscos e desconfortos do estudo. Nenhuma
garantia ou promessa pode ser feita sobre os resultados do estudo.

Justificativa e objetivos do estudo: Este estudo envolve a participacdo de pacientes com diagnéstico de anemia
aplasica e sindrome mielodisplasica. Neste grupo de pacientes, podem ser encontradas células sanguineas que
apresentam deficiéncia de expressao de determinadas proteinas, que sdo chamadas “células tipo HPN”. A detecgéo
destas células é muito importante, pois a sua presenga tem sido associada a boa resposta ao tratamento e melhor
evolugao clinica.

Os objetivos deste estudo séo implantar a técnica para deteccgdo das células tipo HPN no Laboratério Central
do Hospital das Clinicas’lUFMG e pesquisar estas células em pacientes com anemia aplasica e sindrome
mielodisplasica.

Procedimentos: Serdo incluidos neste estudo pacientes com anemia aplasica e sindrome mielodisplasica atendidos
no Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG, que concordarem em participar do estudo, apds
assinatura do termo de consentimento.

Se vocé concordar em participar do estudo, uma amostra de sangue sera colhida de uma veia em seu braco.
O sangue coletado sera utilizado para a pesquisa das células tipo HPN. Os testes serdo realizados no Setor de
Hematologia do Laboratério Central do Hospital das Clinicas/ UFMG.

Desconfortos: A retirada de sangue podera causar alteragGes locais, como vermelhiddo e pequenas manchas
arroxeadas.

Beneficios: A sua participacdo serd muito importante para o estudo da presenc¢a das células tipo HPN em pacientes
com anemia aplasica e sindrome mielodisplasica e podera contribuir para o melhor controle dessas doencas.

Sigilo: Os seus dados serdo mantidos em sigilo até onde é permitido por lei. Qualquer publicacdo dos dados nao o
identificara.

Desligamento: A sua participac@o neste estudo é voluntaria e sua recusa em participar ou seu desligamento do estudo
ndo envolverd penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Vocé podera interromper a sua
participagé@o a qualquer momento, sem afetar seu acompanhamento médico.

Novas Descobertas: Todos os novos dados descobertos durante a realizacdo desta pesquisa serdo fornecidos a
vocé, assim que tais informag6es se tornarem disponiveis.

Compensacao: Vocé nao recebera qualquer compensacao financeira pela sua participagéo no estudo.

Contato com o pesquisador pode ser feito pelo telefone 31 3409-9774 com a Professora Silvana ou Professora
Juliana. Durante o estudo, caso vocé tenha alguma davida sobre os seus direitos como paciente de pesquisa, favor
contactar o Comité de Etica em Pesquisa-COEP/UFMG, localizado & Av. Presidente Anténio Carlos, 6627, Unidade
Administrativa Il, sala 2005, 2° andar, telefone 31 3409-4592.

Consentimento: Li e entendi as informacdes precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas
davidas foram respondidas a contento. Estou assinando voluntariamente minha participagcéo neste estudo. Receberei
uma copia assinada deste termo de consentimento.

Data: / /
Assinatura do paciente

Data: / /
Assinatura do pesquisador responsavel

Data: / /

Assinatura do orientando
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Questionario Projeto HPN  PATA__/_/_
Nome: Sexo: F M
Enderego: Tel:
Prontuario: DN: [/ / Idade:
Diagnéstico:
Data do diagnostico: / /
Hemograma 1: / /
Hb: g/dL |Hm /mm3 [Ht: VCM: fL
GL: /mm3 |pro: meta: mielo:
bast: neut: linf: mono:
baso: eos: blastos:
Plaguetas: /mm3
Hemograma 2: / /
Hb: g/dL |Hm: /mm3 [Ht: VCM: fL
GL: /mm3 |pro: meta: mielo:
bast: neut: linf: mono:
baso: eos: blastos:
Plaguetas: /mm3
Reticulécitos ( / /) % cel/mm3
Mielograma( / / )
BiopsiaMO( [/ / ):celularidade -
CitogenéticaMO( [ [ )
Tratamento prévio:  |ndo ™o ( [/ / ) |TIS-iniciadoem [/ /[
Medicamentos:
Transfusdo: nio Ha < 3 meses Ha > 3 meses
ComplicacBes: Hemolise Trombose Doenga clonal:

QOutras:
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FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO

Av. Prof. Alfredo Balena 190/sala 533
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Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640
cpg@medicina,ufmg.br

DECLARACAO

A Comissdo Examinadora, abaixo assinada, composta pelas professoras
doutoras: Silvana Maria Eléi Santos, Maria Luiza Silva, Sandra Guerra Xavier e
Danielle Marquete Vitelli Avelar, aprovou a defesa da dissertacdo intitulada:
“ANALISE DA EXPRESSAO DE MOLECULAS ANCORADAS AO
GLICOSILFOSFATIDILINOSITOL (GPI) EM DIFERENTES LINHAGENS
CELULARES, EM PACIENTES COM ANEMIA APLASICA E SINDROME
MIELODISPLASICA”, apresentada pela mestranda JULIANA MARIA
CAMARGOS ROCHA, para obtencao do titulo de Mestre em Patologia, pelo
Programa de Pés-Graduagao em Patologia - Area de Concentragdo em
Patologia Investigativa, da Universidade Federal de Minas Gerais, realizada em
20 de fevereiro de 2013.
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ATA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE MESTRADO de JULIANA MARIA CAMARGOS
ROCHA, n° de registro 2011655875. As oito horas e trinta minutos do dia 20 de fevereiro de
dois mil e treze, reuniu-se na Faculdade de Medicina da UFMG, a Comissdo Examinadora
de defesa de dissertagdo, indicada pelo Colegiado do Programa de Po6s-Graduag&o em
Patologia da UFMG, para julgar, em exame final, o trabalho intitulado: “ANALISE DA
EXPRESSAO DE MOLECULAS ANCORADAS AO GLICOSILFOSFATIDILINOSITOL (GPI) EM
DIFERENTES LINHAGENS CELULARES, EM PACIENTES COM ANEMIA APLASICA E
SINDROME MIELODISPLASICA”, requisito final para a obtengdo do grau de Mestre em
Patologia, pelo Programa de Pés-Graduagio em Patologia da UFMG - Area de Concentragéo
em Patologia Investigativa. Abrindo a sessfo, a Presidente da Comissdo, Profa. Silvana Maria
El6i Santos, apds dar a conhecer aos presentes o teor das normas regulamentares do trabatho
final passou a palavra a candidata para apresentacdo do seu trabalho. Seguiu-se a arguigéo
pelos examinadores com a respectiva defesa da candidata. Loge apés, a Comisséo se reuniu
sem a presenga da candidata e do publico para julgamento e expedig¢do do resultado final.
Foram atribuidas as seguintes indicagées:

Profa. Silvana Maria El6i Santos/Orientadora  Instituicao: UFMG Indicagao: A /R ct % Ve
Dra. Maria Luiza Silva/Coorientadora Instituico: HC-UFMG indicagéo: spadd
Profa. Sandra Guerra Xavier Instituicgo: UFMG Indicagao: i E’;’;;,’A A
Profa. Danielle Marquete Vitelli Avelar Instituigdo: Clinica de Hematologia Indicagdo: APROC VA DA

Hematolégica LTDA
Pelas indicacGes, a candidata foi considerada 3 PV o

O resultado final foi comunicado publicamente & candidata pela Presidente da Comisséo.
Nada mais havendo a tratar, a Presidente encerrou a reuniao e lavrou a presente ATA, que
sera assinada por todos os membros participantes da Comissdo Examinadora. Belo
Horizonte, 20 de fevereiro de 2013.
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Obs.: Este documento n#o terd validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador.
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Cgomenadora do Programa de
A i’os-Gtadu:&cao em Patologia
acuidade de Medicina / UFMG
ORIGINAL

99




