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Diagndstico e monitoramento por imunofenotipagem da
hemoglobindria paroxistica noturna (HPN) e correlagcdo com a eficécia
do tratamento com eculizumab

Diagnostics and immunophenotyping monitoring of night paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria (PNH) and correlation with the efficacy of eculizumab treatment
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RESUMO

Objetivo: Ressaltar o monitoramento da HPN por imunofenotipagem por citometria de fluxo (CMF) e avaliar
a eficicia do tratamento com o anticorpo monoclonal eculizumab. Métodos: O trabalho € uma analise
retrospectiva de dados de prontuarios dos pacientes encaminhados a um Instituto de referéncia em doencas
hematolégicas no Estado de Goias para diagnéstico e monitoramento da HPN no periodo de janeiro de 2010
a dezembro de 2017. Resultados: Dos 31 pacientes diagnosticados com HPN, 5 foram selecionados devido
a sequéncia de dados nos prontuarios. Os pacientes selecionados foram monitorados frente a expressao
de marcadores de regulagdo para o sistema complemento (SC) em tratamento com o eculizumab, com um
aumento do nimero relativa ou estabilizacdo para os marcadores de superficie de eritrécitos (CD55 e CD59),
monacitos e granuldcitos (FLAER). O eculizumab reduziu o quadro hemolitico, melhorando os sintomas e
estabilizando os resultados dos testes de hemolise. Concluséo: A imunofenotipagem por CMF é padréo ouro
na investigacdo de HPN por avaliar a expressdo de proteinas ancoradas pela Glicosil Fosfatidil Inositol (GPI)
com alta sensibilidade e especificidade. Este estudo é o primeiro a demonstrar a eficicia do eculizumab,
comprovando a estabilidade da doenca.

Palavras-chave: Hemoglobiniria Paroxistica Noturna, Citometria de Fluxo, Anticorpo Monoclonal
Eculizumab.

ABSTRACT

Objetive: To emphasize the monitoring of PNH by flow cytometry immunophenotyping (CMF) and to evaluate
the effectiveness of treatment with the eculizumab monoclonal antibody. Methods: The study is a retrospective
analysis of patient records data sent to a reference institute for hematological diseases in the state of Goias
for diagnosis and monitoring of PNH from January 2010 to December 2017. Results: Of the 31 patients
diagnosed with PNH, 5 were selected due to data sequence in the medical records. The selected patients
were monitored for expression of complement system (SC) regulatory markers under treatment with
eculizumab, with an increase in relative number or stabilization for erythrocyte (CD55 and CD59), monocyte
and granulocyte surface markers (FLAER). Eculizumab reduced hemolytic status, improving symptoms and
stabilizing hemolysis test results. Conclusion: CMF immunophenotyping is the gold standard in the
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investigation of PNH for evaluating the expression of proteins anchored by Glycosyl Phosphatidyl Inositol (GPI)
with high sensitivity and specificity. This study is the first to demonstrate the effectiveness of eculizumab by
proving the stability of the disease.

Keywords: Paroxysmal Night Hemoglobinuria, Flow Cytometry, Monoclonal Antibody Eculizumab.

RESUMEN

Objetivo: enfatizar el monitoreo de la HPN mediante inmunofenotipaje de citometria de flujo (CMF) y evaluar
la efectividad del tratamiento con el anticuerpo monoclonal eculizumab. Métodos: El estudio es un analisis
retrospectivo de datos de registros de pacientes enviados a un instituto de referencia para enfermedades
hematolégicas en el estado de Goias para el diagndstico y monitoreo de la HPN desde enero de 2010 hasta
diciembre de 2017. Resultados: de los 31 pacientes diagnosticados. con PNH, se seleccionaron 5 debido a
la secuencia de datos en los registros médicos. Los pacientes seleccionados fueron monitorizados para
determinar la expresion de marcadores reguladores del sistema del complemento (SC) bajo tratamiento con
eculizumab, con un aumento en el nimero relativo o estabilizacion de los marcadores de superficie de
eritrocitos (CD55 y CD59), monocitos y granulocitos (FLAER). Eculizumab redujo el estado hemolitico, mejoré
los sintomas y estabiliz6 los resultados de las pruebas de hemdlisis. Conclusion: el inmunofenotipo CMF es
el estandar de oro en la investigacion de la PNH para evaluar la expresién de proteinas ancladas por el
glicosilfosfatidil inositol (GPI) con alta sensibilidad y especificidad. Este estudio es el primero en demostrar la
efectividad de eculizumab al demostrar la estabilidad de la enfermedad.

Palabras-clave: Hemoglobinuria paroxistica nocturna, citometria de flujo, anticuerpo monoclonal Eculizumab.

INTRODUCAO

O sistema complemento (SC) é um conjunto de proteinas sollveis, integrado ao sistema imunolégico
humano, com a formac&@o de um complexo para o ataque de membranas bicamada fosfolipidicas (MAC) de
patégenos, no qual existe uma série de proteinas reguladoras que impedem a formagéo do MAC as préprias
membranas das células constituintes do organismo humano. A Hemoglobinuria Paroxistica Noturna (HPN)
€ uma doenga rara adquirida, que resulta de uma alteragdo genética do tipo clonal, devido a uma mutacao
somatica do gene fosfatidilinositol glicano classe A (PIG-A), o qual se localiza no cromossomo X de uma
célula pluripotente. O gene PIG-A é responséavel pela codificacdo de uma enzima critica na formacédo da
proteina &ncora glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), a qual realiza a fixagdo de multiplas proteinas na membrana
citoplasmatica. A deficiéncia de GPI conduz a uma caréncia de proteinas reguladoras do SC ligada a
superficie dos eritrécitos, tornando-os susceptiveis a hemodlise intravascular mediada pelo sistema
complemento (ARAUJO CJ, et al., 2002; PARKER C, et al., 2005; ALENCAR RCB et al., 2016).

O SC pode ser ativado por trés vias, a via classica com a participacdo dos anticorpos 1gG e IgM
agrupados pelo componente C1, a via das lectinas com o reconhecimento de aglUcares e manose de
microrganismos e consequente ativacao da proteina ligadora de manose (MBL) e das moléculas serino
proteases 1 e 2 associadas ao MBL (MASP-1 e MASP-2) e a via alternativa com a hidrélise espontanea
do componente C3 em membranas dos patégenos. Todas as vias do SC levam a via terminal comum com
a formacdo do complexo de ataque e despolimerizagcdo das membranas (MAC). As células com clone
HPN séo vulneraveis & ativacdo da cascata em qualquer uma das vias. A hemdlise acontece pela reducdo
ou auséncia completa das proteinas regulatérias na superficie celular das células eritrociticas, dentre elas
estdo o CD55 (DAF- Decay Accelarating Fator) e CD59 (MIRL-Membrane Inhibitor of Reactive Lysis) que
controlam a ativagdo da cascata do SC para ndo haver o ataque as membranas celulares. Na anamnese
e exame fisico observam-se 0s sinais e sintomas de hemdlise intravascular como hemoglobinuria,
ictericia, urina escura, anemia com sinais de fadiga, disfungcdo da musculatura lisa, letargia, dor
abdominal, impoténcia, tromboses prévias e cefaleia crénica (DACIE JV e LEWIS SM 1972; PARKER C, et

al., 2005, RICHARDS SJ, et al., 2007, ARRUDA MMAS, et al., 2010; MALVEZZI M, et al., 2013; DAL MS et
al., 2016).
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O diagnéstico da HPN pode estar relacionado a outras doencas como faléncia medular, sindrome
mielodisplasica (SMD) e anemia aplasica (AA). Geralmente é conduzido por testes laboratoriais que
detectam as proteinas de membrana ligadas a GPI ou que demonstrem a presenca de eritrocitos sensiveis
a acdo hemolitica do SC. Existem ainda exames basicos que auxiliam no diagnéstico da HPN, pois os
mesmos avaliam a hemdlise intravascular, como a desidrogenase latica (DHL), bilirrubinas, haptoglobina,
coombs direto e ainda hemograma completo e contagem de reticulécitos. Porém a imunofenotipagem por
citometria de fluxo é considerado padréo ouro para diagnostico, a qual permite identificar as populacées de
células deficientes da proteina ancora GPI, bem como determinar a porcentagem de populacdes discretas
de células anormais e o grau de deficiéncia, que sdo informacdes Uteis para o manejo da doenca (PASQUINI
R, 2001; MOROMIZATO DT, et al., 2003; ROSSE WF, et al., 2004; PARKER C, et al., 2005).

As indicagdes clinicas mais relevantes para se estudar a presenca de HPN por citometria de fluxo sédo
hemoglobindria; hemolise intravascular com coombs negativo, especialmente se associada a deficiéncia de
ferro; trombose em sitios ndo usuais como veias hepaticas (Sindrome de Budd-Chiari caracterizada pela
interrupgdo ou redugéo do fluxo normal de sangue para fora do figado), mesentéricas, cerebrais ou dérmicas
ou por tromboses inexplicadas; anemia aplasica; sindrome mielodisplasica tipo anemia refrataria ou
sindrome mielodisplasica hipoplasica; citopenias inexplicadas; disfagia ou dor abdominal com evidéncia
de hemodlise intravascular (PARKER C, et al., 2005).

O medicamento indicado para o tratamento da HPN é o eculizumab, um anticorpo monoclonal
humanizado, o qual blogueia a ativacdo do complemento terminal no nivel complemento C5 e previne a
formacdo de C5a e o complexo MAC, corrigindo a deficiéncia da proteina CD59. Porém, eculizumab nao
corrige a falta de CD55, proteina importante na promoc¢do da fagocitose dos eritrocitos por macréfagos,
ocasionando assim a opsonizacdo do C3, que leva a uma hemdlise extra vascular, positivando o teste
Coombs direto numa porcentagem superior a 50% dos doentes. O eculizumab foi o primeiro fArmaco bioativo
gue comprovou a eficacia no tratamento de pacientes com HPN (BRODSKY RA, 2008; RISITANO AM,
et al.,, 2009; HOCHSMANN B, et al. 2012).

O objetivo desse estudo é elencar o diagnéstico e monitoramento da HPN por imunofenotipagem
por citometria de fluxo (CMF), avaliando a especificidade/sensibilidade da técnica na deteccdo do clone
HPN, quanto ao seu tamanho e classificacdo. Além disso, realizar uma correlagdo com a eficicia do
tratamento com eculizumab, verificando como esse anticorpo monoclonal humano traz resultados
satisfatérios aos portadores da doenga. O estudo se justifica pela raridade da doenca, o que torna o acesso
ao diagnéstico dificil, além de existir poucas alternativas de tratamento e a necessidade de um maior
aprofundamento no conhecimento do curso natural da histéria da doenca.

METODOS

Este estudo trata-se de uma andlise retrospectiva de dados, por meio do qual foram avaliados os
prontuarios dos pacientes encaminhados a um Instituto de referéncia em doengas hematoldgicas no Estado
de Goias para diagndstico e monitoramento da HPN. A avaliac&o foi realizada no periodo de janeiro de 2010
a dezembro de 2017. O critério de inclusdo direcionado para investigacdo foram os relatos clinicos dos
sintomas como anemia hemolitica, hemoglobindria, hemossiderindria, anemia aplasica, sindrome
mielodisplasica, aplasia de medula éssea e trombose inexplicada.

O estudo foi aprovado pela diretoria da instituico por carta de anuéncia e foi aprovado pelo Comité Etico
de Pesquisa (CEP) nimero 3.170.850. Dos pacientes avaliados no periodo citado, foram selecionados cinco
para acompanhar o monitoramento do tratamento com eculizumab. O critério de escolha utilizado foi o
namero de exames nos prontudrios desses pacientes que servem de parametro para tal avaliagdo. Os
resultados foram obtidos correlacionando os dados de idade, género, indicacdo clinica, resultados de
exames laboratoriais de controle e monitoramento do clone.

Para obtencdo dos resultados da citometria de fluxo foi utilizada a marcacdo com anticorpos
monoclonais, utilizando o citbmetro de fluxo FACSCalibur ® (BD Biosiences), San Jose, EUA, para aquisi¢do
das amostras por meio do programa CellQuest Pro (BD Biosiences). Foi realizada a aquisi¢do de 50.000
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eventos em regido de neutréfilos, mondcitos e hemacias em escala logaritmica pelo programa CellQuest
Pro, foi realizada a analise multiparamétrica. O controle de qualidade foi realizado a calibracdo diaria
utilizando o reagente CaliBRITE™ BD, e a estabilidade dos fluorocromos se deu de acordo com as normas
do fabricante.

Para a marcacao dos mondcitos e granulécitos, foi pipetado 100uL da amostra por tubo, sendo marcado
conforme o painel citado na Tabela 1. Os tubos foram incubados no escuro em temperatura ambiente por
15 minutos. Logo apés, foi realizado a lise das hemacias por meio da adicdo de FACS-Lysing, por um
periodo de incubacao de 15 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por dois minutos e
lavados com suspenséo tamponada de fosfato (PBS), sendo repetido e por fim o sedimento (pellet) foi
ressuspendido com 500 pL de PBS. As hemacias foram marcadas sem a lise celular, utilizando
apenas 5 pL da amostra marcada com CD55 e CD59, e incubada por 15 minutos, depois ressuspensa com
500 pL de PBS. A seguir foi realizada a aquisicdo utilizando o citdbmetro de fluxo FACSCalibur® (BD
Biosiences), e andlise foi procedida por meio da verificacdo da distribuicdo pontual de tamanho (FSC) x
granulosidade (SSC) e pelas particularidades do imunofendtipo (CD45 para granulécitos e mondécitos e SSC
X FSC para hemacias). Apos selecdo e delimitacdo na populacé@o celular de interesse, foi observada a
expressédo, auséncia ou deficiéncia das moléculas ancoradas ao GPI (CD24, CD64, CD14, CD16, CD33
CD55 e CD59) e marcando somente granulécitos e mondcitos com FLAER, assim foram obtidos gréficos de
pontos (dotplot). O painel de anticorpos monoclonais utilizado foi preparado com trés tubos, realizando a
pesquisa de granulécitos, monécitos e hemécias (Tabela 1).

Para as andlises estatisticas, construcao das tabelas e graficos foi utilizado o programa de bioinformética
Graphpad Prism versdo 6.0, com aplicacéo do teste Mann Whitney, no qual considera significante p menor
que 0,05.

Tabela 1 - Marcag&o com anticorpos monoclonais para Glicosil Fosfatidil Inositol (GPI).

Miradors Fluorocromo Populagéo
Hematopoiética

CDh24 PE G
CDh64 FITC M
CD45 PCy5 G, M
CD14 PE M
CD16 FITC G
CD33 APC G, M
CD55 PE G, ME
CD59 FITC G, ME
FLAER FITC G, M
CD45 PCy5 G, M
CD66 PE G, M

Legenda: AbreviagBes: G — Granulécitos; M — Mondcitos; E — Eritrocitos; FITC — Isotiocianato de Fluoresceina;
PE — Ficoeritrina; PCy5 — Ficocianina 5; APC — Aloficocianina; PerCP — Peridinin Clorophil Protein.
Fonte: Silveira AA, et al., 2019

RESULTADOS

Durante o periodo da coleta de dados foram encaminhados 1.369 pacientes para diagnostico, dos
guais 31 foram confirmados com HPN. Desses individuos, 19 eram do sexo masculino e 12 do sexo
feminino. Os pacientes apresentaram uma faixa etaria entre 4 e 72 anos, sendo que houve uma maior incidéncia
entre 0s 25 e 46 anos (17 casos positivos), 4 e 22 anos (8 casos positivos) e 53 e 72 anos (6 casos positivos).
Dos 31 pacientes diagnosticados com HPN, 5 pacientes foram selecionados devido ao periodo monitorado
pela diagnéstico de imunofenotipagem e a maior quantidade de resultados contidas em seus
prontuarios, o que permitiu uma analise mais detalhada dos parametros disponibilizados. A Tabela 2
apresenta dos dados socio demogréficos dos 5 pacientes com clones definidos para HPN. Complementares
ao exame de imunofenotipagem sédo realizados os testes de hemdlise como a dosagem de haptoglobina,
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contagem de reticuldcitos, bilirrubina indireta, hemoglobina, hematdcrito e desidrogenase latica (LDH).
A Figura 1 apresenta os exames de hemdlise desde o inicio do tratamento com o anticorpo monoclonal
comparado com o Ultimo exame realizado pelos pacientes.

Tabela 2 - Dados sécio - demograficos dos 5 pacientes com clones definidos para HPN.

Paciente Género Inicio do Periodo Sintomas

Tratamento/ Monitorado/ Clinicos/ Periodo
Eculizumab Imunofenotipagem Avaliado

1 Feminino 4 anos 2011 a 2017 NC

2 Feminino 40 anos 2010 a 2016 Anemia Hemolitica

3 Masculino 25 anos 2015 a 2017 Anemia Aplasica

4 Masculino 38 anos 2013 a2017 Anemia Hemolitica

5 Masculino 27 anos 2013 a 2016 Aplasia Medular/

Anemia Hemolitica

Legenda: NC= dados nao informados.
Fonte: Silveira AA, et al., 2019.

Figura 1 - Parametros de hemdlise avaliados durante o tratamento com Eculizumab dos 5 pacientes com
clones HPN definidos.
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Fonte: Silveira AA, et al., 2019.
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Em relacdo ao monitoramento pela imunofenotipagem desde o inicio do tratamento com o eculizumab,
as populac6es de G, M e foram monitoradas frente as expressfes das moléculas reguladoras do SC, CD55,
CD59 e FLAER. A Figura 1 demonstra a definicdo do clone HPN do paciente 1 monitorado pela técnica de
CMF, nas populagBes de G, M e.

Em relagé@o ao paciente 1 houve uma melhora significativa nos primeiros anos do tratamento com um
aumento do numero relativo para os marcadores dos E (CD55 e CD59) de 22,7% para 71,7%. Nos anos
subsequentes os valores se estabilizaram entre 63% a 73%, respectivamente. No paciente 2 os valores de
expressédo para CD55 apresentaram se ausentes, com um discreto aumento dos valores de CD59 para 25%.

No paciente 3 a variacdo média do nimero relativo para o marcador CD59, que foi de 0,5% no primeiro
ano de tratamento para 5,2%, mantendo se constante nos anos subsequentes. Em relacdo ao paciente 4,
os niveis de expresséo das moléculas CD55 e CD59 nos primeiros anos de tratamentos chega a préximo de
80%, com um decaimento destes valores para 20% no ultimo ano avaliado. No paciente 5 a variagdo média
do numero relativo de marcadores reguladores de E nos primeiros anos a variagdo foi mais significativa, no
qual saltou de 12,6% para 73,1%, em seguida esse valor manteve-se entre 33% e 36% para CD55 e CD59,
respectivamente.

Em relacdo ao marcador de regulacdo do SC FLAER expresso nos G e M, as porcentagens relativas
aumentaram (pacientes 3 e 5) ou mantiveram se nos pacientes (pacientes 1, 2 e 4). A Figura 3 apresenta
um painel de expressao dos marcadores para as populagdes avaliadas nos 5 pacientes.

Figura 2 - Analise pela técnica de imunofenotipagem para definicdo do clone HPN para os marcadores
CD55 e CD59 de regulacéo do SC no paciente 1.
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Legenda: A) Marcages celulares para as populagfes distintas na coleta de sangue, delimitagdo com CD45- PercP
para as populagdes de granuldcitos (G), mondcitos (M). B) Avaliacdo da expressao dos marcadores nas populagdes de
G (CD45-PercP, CD24-FITC), M (CD45-PercP, CD24) e eritrocitos (CD55-PE, CD59-FITC). FITC - Isotiocianato de
Fluoresceina; PE — Ficoeritrina; PCy5 — Ficocianina 5; APC — Aloficocianina; PerCP — Peridinin Clorophil Protein. Fonte:
Silveira AA, et al., 2019.
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Figura 3 - Acompanhamento da expressdao de marcadores para granulécitos, mondcitos e
eritrocitos para avaliacdo de clone HPN em pacientes com tratamento com o anticorpo monoclonal
eculizumab entre os anos de 2011 a 2017.
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FLAER-FITC), mondcitos (CD14-PE, CD55-PE, FLAER-FITC) e eritrocitos (CD55-PE, CD59-FITC). FITC —
Isotiocianato de Fluoresceina; PE — Ficoeritrina; PCy5 — Ficocianina 5; APC — Aloficocianina; PerCP — Peridinin
Clorophil Protein. Fonte: Silveira AA, et. al., 2019.
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DISCUSSAO

A HPN é uma desordem clonal rara das células constituintes do sistema hematopoiético. O defeito
molecular na HPN decorre de uma mutacdo no gene PIG-A que codifica a glicoproteina de membrana
fosfatidilinositol glicano que permite a sustentacdo e o recrutamento de outras proteinas de superficie
membranar. A deficiéncia desta glicoproteina, prejudica a estruturacdo das proteinas reguladoras do SC,
CD55, CD59 e FLAER, nas membranas das células humanas, o que protegeria e desativaria a formacéo do
MAC nas proprias membranas (BOROWITZ MJ, et al. 2010).

A doenca pode ser classificada em HPN classica ou tipo |, que apresenta sinais de hemdlise, mas
sem outras alteracdes de medula 6ssea e reage com o complemento de forma normal; a HPN associada
com algumas alteracdes de medula 6ssea ou tipo I, sendo anemia aplasica, sindrome mielodisplasica
ou mielofibrose, possui leve sensibilidade a lise do SC, deficiéncia parcial de GPI e a HPN subclinica
ou tipo Il sem evidéncias de hemdlise, mais suscetivel a lise pelo SC, comdeficiéncia total de GPI. Pacientes
com sindrome mielodisplasica podem apresentar anormalidades na expressao o que dificulta a detecgéo do
clone HPN no diagnostico pela imunofenotipagem (PARKER C, et al. 2005; RICHARD'S SJ, et al., 2007;
WANG AS, et al.,, 2009; BOROWITZ MJ, et al. 2010; URBANO-ISPIZUA A, et al., 2011). Esse seria um
fator que explicaria as baixas porcentagens de expressGes de C55 e CD59 observadas nos pacientes
(Tabela 2 e Figura 3).

Na anemia aplésica, o clone HPN é mais bem detectado pela imunofenotipagem de G e M, pois 0s
pacientes sdo constantemente submetidos a regimes transfusionais. Foi observado que os E com clone do
tipo 1l sdo extremamente susceptiveis a lise pelo SC, sendo assim seu tempo de vida circulante fica muito
diminuido. Com o uso do eculizumab, que exerce um efeito protetor sobre os eritrocitos evitando sua lise,
ao prevenir a clivagem de C5, necesséria para a formacdo do MAC, além do aumento do tempo de vida dos
eritrocitos na HPN, com o aumentando do ndmero dos mesmos de maneira absoluta e relativa. A
intensidade das manifestacdes clinicas esté ligada de acordo com a quantidade de células HPN IIl. Essa
caracteristica ja descrita por Hillmen P, et al. (2004), foram observadas com uma maior evidéncia nos
pacientes 1,3 e 5.

O diagndstico e 0 monitoramento da HPN tém melhorado consideravelmente pela técnica citometria de
fluxo baseado em um amplo painel de marcacédo por anticorpos monoclonais para a proteinas reguladoras
do SC nas membranas celulares. A técnica é o padrdo ouro em diagndstico para determinadas doengas,
com uma alta sensibilidade e precisao, o que permite a deteccdo de pequenas populacdes de células com o
fenotipo HPN. Além disso, a técnica possibilita diferenciar células normais de células deficientes em GPI
(MADKAIKAR M, et al., 2009; CORREIA RP, et al., 2016).

Estudos tém demonstrado o emprego de imunofenotipagem por CMF é a técnica mais indicada e mais
especifica na investigagdo de HPN por ser apta a avaliar a expressao de proteinas ancoradas pela GPI
com alta sensibilidade e especificidade (HALL SE e ROSSE WF, 1996; MADKAIKAR M, et al., 2009; TEVA A,
et al.,, 2009; O’'DONNELI EA, et al. 2013). Estudo retrospectivo envolveu 745 pacientes com hipotese
diagnostica para HPN por citometria de fluxo em uma analise comparativa de diferentes protocolos e
respectivos custos, a pesquisa em questdo ressalta 0 melhoramento da técnica na definicdo do clone para
HPN. O estudo também ressalta o emprego do FLAER na definicdo de pequenos clones (CORREIA RP, et
al.,, 2016). Nossos resultados diagnésticos demonstram estar de acordo, com uma correta definicdo dos
clones determinados nas populagfes de granulécitos, mondcitos e eritrécitos, incluindo a distingdo pelos
anticorpos monoclonais para o FLAER na identificacdo do clone HPN nas populacdes de G e M.

O anticorpo monoclonal humanizado anti — C5, eculizumab, foi o primeiro inibidor do SC com eficacia na
inibicdo da formagdo da cascata terminal MAC para o tratamento de anemias hemoliticas mediadas pelo
ativacao da cascata do SC. O farmaco bioativo mostra se eficaz na reducdo dos episodios hemoliticos,
aumentando os niveis de hemoglobina e diminuindo a ocorréncia de eventos tromboembodlicos, associado a
melhora clinica, na qualidade de vida e sobrevida prolongada dos pacientes. O tratamento tem o objetivo
parar 0 ataque as proprias células, o que estabiliza e para a progressdo dos sintomas na HPN com uma
diminuicdo da hemdlise e aumento de sobrevida dessas hemacias. E um farmaco novo empregado em
protocolos recentes para o tratamento de anemias hemoliticas, cujo o tratamento depende do correto
diagndstico pela identificacao dos clones de HPN pela imunofenotipagem, o que também justifica os poucos
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estudos relacionados ao tratamento com o eculizumab (HILL A, et al.,, 2005; KELLY RJ, et al., 2011;
BERESTEN S, et al., 2019; MASTELLOS DC, et al., 2018; MASTELLOS DC, et al., 2019).

Desta forma, o presente estudo demonstra a definicdo do clone para HPN e o monitoramento dos
pacientes frente ao tratamento com o eculizumab, com contribuigdo para literatura cientifica, principalmente
para a saude publica no Brasil no qual apresenta uma dificuldade de acesso ao diagnéstico do HPN, uma
vez que envolve uma técnica extremamente laboriosa e onerosa, e muitos pacientes se quer apresentam um
diagnostico correto para a HPN ou tem acesso ao diagnostico, associado ao alto custo do anticorpo
monoclonal e a disponibilizacdo do mesmo pelo sistema publico de saude.

Na avaliacdo de exames relacionados a hemolise foi observado que o uso do eculizumab mantém os
valores numa variavel pequena na maioria dos casos, com uma melhora dos parametros para hemdlise
(Figura 2). Quando a hemoglobina do paciente esta baixa, mesmo com uso do medicamento, seré solicitada
a transfusdo para normalizar o nimero de eritrécitos e manter o paciente sem os incomodos gerados pela
anemia. Dmytrijuk A, et al (2008), demonstra que ha uma estabilizacédo nos valores da LDH, hemoglobina,
haptoglobina e hematécrito em pacientes com tratamento com o anticorpo humanizado. A era pés
eculizumab demonstra a auséncia de transfusdes sanguineas na HPN (HILL A, et al., 2005; KELLY RJ, et
al.,, 2011; BERENTSEN S, et al., 2019).

Nossos resultados mostram o acompanhamento sequencial dos pacientes pelos testes laboratoriais de
hemograma, testes lise eritrocitica e de imunofenotipagem. Para obter uma resposta sustentada na nao
projecéo da HPN é necessério o uso continuo do eculizumab, que € um medicamento caro, portanto, o
paciente com sintomas leves ou sem sintomas devem esperar em vigilancia. Este medicamento é indicado
nos casos de anemia severa, tromboses, dores paroxisticas frequentes, cansago debilitante, piora da
insuficiéncia renal ou dispneia. Pacientes em uso de eculizumab devem ser monitorados a cada seis
meses, estabilizando os resultados passam a ser avaliados anualmente (PARKER C, et al., 2005; BRODSKY
RA, 2009; BOROWITZ MJ, et al., 2010; URBANO-ISPIZUA A, et al., 2011). O eculizumab é administrado por
via parenteral, com infusdes intravenosas de 600 mg por 30 minutos por 4 semanas, seguido de uma dose
de reforco de 900 mg na semana subsequente e o tratamento necessita ser continuo, pois quando o
tratamento é suspenso o quadro de hemdlise inicia se novamente (HILL A, et al., 2005; KELLY RJ, et al., 2011;
BRODSKY RA, 2014; BERENTSEN S, et al., 2019). A forma de administracdo deste farmaco interfere na
adesao ao paciente, o que justificaria as baixas nos niumeros relativos de expressdo de marcadores CD55,
CD59 e FLAER nos pacientes 1, 2, 4 e 5 (Figura 3).

O nivel de resposta ao eculizumab apresenta diversas variaveis e depende das condi¢8es inflamatérias,
do tamanho dos clones de acordo com a sua associagao com desordens da medula 6ssea e com a presenca
de anticorpos contra o eculizumab. Sendo a hemdlise intravascular a que apresentou um maior nivel de
melhora com o uso do medicamento; a DHL teve uma diminuicdo substancial, ainda se mostrando
levemente acima do limite. Gerando o questionamento de outras fontes de hemélise, como a hemélise extra
vascular. A principal causa de mortes de pacientes com HPN é o tromboembolismo, diante ao tratamento
com o medicamento eculizumab houve uma grande reducdo desses eventos tromboéticos que ainda sdo
desconhecidos, podendo ser relacionado a varios fatores como hemdélise (DMYTRIJUK A, et al. 2008;
HILLMEN P, et al., 2013; DEZERN AE, et al., 2013; RONDELLI T, et al., 2014; NISHIMURA J, et al., 2014).

Pacientes ja diagnosticados com HPN devem ser mantidos em monitoramento para o tamanho do clone
regularmente. Se o clone estiver estabilizado, esse monitoramento pode ser realizado anualmente, mas se
houver uma mudanca no quadro clinico, com aumento da frequéncia de hemdlise ou evento trombolitico
devera ser realizada uma nova avaliacdo. O critério de diagndstico é realizado através da populagdo de
células GPI deficientes com no minimo dois marcadores diferentes, e ao menos duas linhagens
hematopoiéticas diferentes (O’'DONNELI EA, et al., 2013).

Os pacientes foram monitorados frente a expressdo de proteinas reguladoras do SC ancoradas nas
membranas dos neutréfilos (marcagcao CD24 FITC), mondcitos (CD14 APC), eritrocitos (CD59_FITC) e pela
marcacado do FLAER. No caso do paciente 3 houve o0 acompanhamento do mesmo desde o0 ano de 2015 a
2017, todavia a expresséo do clone foi baixa, dessa forma os dados foram ndo mostrados. Os marcadores
monoclonais CD55 e CD59 sao classicamente usados em eritrécitos que sado clinicamente ligados a
hemolise, pois estdo presentes em todas as linhagens das células. As populagdes mais estudadas para
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avaliar a presenca de clone HPN séo os granulécitos que tem como marcadores principais o CD16, CD24,
CD55 e os mondcitos com marcadores CD14, CD55, CD64, essas células maduras por terem vida mais
curta apresentam maior altera¢do e ndo sofrem influéncia das transfusdes de sangue (PARKER C, et al.,
2005; RICHARDS SJ, et al.,, 2007; WANG AS, et al. 2009; BOROWITZ M J, etal., 2010; URBANO-
ISPIZUA A et al., 2011).

Um dos monoclonais também empregado, o Fluorescent Labeled aerolysin (FLAER), que é um
resultante fluorescente de uma toxina bacteriana, a aerolisina, que liga se seletivamente ao GPI em
subpopulagdes de leucécitos e plaquetas. E também muito sensivel e especifico para detectar clones HPN
em granulécitos e monécitos mesmo com expressao menor que 1%. Ndo ha ligacdo dos eritrocitos ao
FLAER, pois os mesmos expressam a glicoforina que promove fraca ligacdo com essa toxina. O FLAER
sempre é usado como complementar em um painel com os demais marcadores (SUTHERLAND DR, et al.
2007; BOROWITZ MJ, et al., 2010; URBANO-ISPIZUA A, et al., 2011; DAHMANI A, et al., 2016). Nossos
resultados mostraram uma constancia de expresséo deste marcador nos pacientes avaliados, demonstrando
uma maior susceptibilidade da populacéo de E frente a doenca HPN.

CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram pela primeira vez a avaliagdo e monitoramento de pacientes com HPN e em
tratamento com o eculizumab pelo periodo de 2011 a 2017, pela aplicacéo da técnica de imunofenotipagem para
os clones de HPN para marcadores de superficie dos perfis celulares granulécitos, monécitos e eritrocitos.
Estudos relacionados ao diagnéstico HPN e o tratamento em nosso pais ainda sdo escassos, sendo assim nosso
estudo contribui enormemente sobre esta rara doenca em nosso pais. Dentre as limitagdes do nosso estudo,
destacamos o longo periodo de avalicdo dos pacientes, ressaltando a falta de assiduidade na realizagdo dos
diagnosticos, assim como possiveis faltas de reagentes laboratoriais, 0 que impossibilita a sequencial analise de
alguns pardmetros dos pacientes com HPN. Outro fator a ser considerado é a obtencdo dos prontuérios dos
pacientes e a dificuldade de um correto preenchimento dos formularios e prontuarios, para obtengcéo dos dados
a serem analisados.
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