Modesto TM

Rev. bras. hematol. hemoter. 2006;28(4):275-279

Artigo / Article

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

Importance and advantages of flow cytometry in screening tests for paroxysmal nocturnal

hemoglobinuria diagnostic

Thais M. Modesto!

Maria Amélia B. Neves!
Ana Elita de Brito*

Rosane C. P. Araujo*
Neyliane F. G. Santos*
Maria do Carmo Valgueiro*
Cintia G. F Machado*?

Introducéo

Hemoglobindria paroxistica noturna (HPN) é uma doenca clonal adquirida da célula
tronco hematopoética em decorréncia de uma mutagédo somatica no gene PIG-A, cau-
sando inabilidade dos eritrdcitos, leucécitos e plaquetas de se protegerem contra lise
mediada pelo sistema complemento. Assim, avaliamos a eficiéncia dos testes de triagem
para HPN (teste de Ham e pesquisa dos antigenos CD55 e CD59 em coluna de gel)
utilizando a citometria de fluxo (CMF), que é capaz de detectar e quantificar o clone
HPN. Inicialmente, selecionamos 63 pacientes que foram testados pelo teste de Ham
entre janeiro/2003 e dezembro/2004, na Fundac@o Hemope. Destes, 15 tiveram seus
testes positivos para HPN. O critério de inclusdo dos casos para avaliagdo por CMF
foi a obtencdo de resultados do teste em gel concordantes com o teste de Ham positivo.
Dessa maneira, quatro pacientes foram incluidos no grupo de estudo. Foram adiciona-
dos a esse grupo dois casos que exibiam clinica exuberante da doenga, mas tiveram os
resultados discordantes, explicado pelo fato de que o teste em gel foi realizado apds
terapia transfusional recente, provocando a suspeita de falso resultado normal. Sub-
metemos esses seis casos a CMF, os quais todos se mostraram verdadeiros portadores
da doenca através da confirmagdo da existéncia do clone HPN em eritrdcitos e
granulécitos, em expressdes variaveis. Os resultados da CMF comprovaram a limi-
tacdo dos testes de triagem além de demonstrarem a relevancia da citometria em
identificar variacGes de intensidade do clone, garantindo inclusive o diagndstico
preciso em pacientes previamente transfundidos. Rev. bras. hematol. hemoter.
2006;28(4):275-279.
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quisa dos antigenos CD55 e CD59 em coluna de gel; citometria de fluxo.

plaguetas. Portanto, em decorréncia da deficiéncia da GPlI,
importantes antigenos reguladores do sistema complemento

A hemoglobindriaparoxisticanoturna(HPN) caracteri-
Za-se geneticamente pelamutagao soméaticado gene PIG-A,
localizado no cromossomo X, que tem incidénciarara, sem
predominio de sexo e idade, ocorrendo particularmente no
adulto jovem. Este defeito resultanadeficiénciadabiossintese
damoléculaglicosil-fosfatidil-inositol (GPI), responsavel pela
ancoragem e fixacao de determinados antigenos na superfi-
cie damembrana celular externa de eritrécitos, leuccitos e

(SC) ndo se expressam na superficie das células de portado-
res de HPN, tornando-as excepciona mente susceptiveis ao
efeitolitico exercido pelo SC. Entre osantigenosmaisconhe-
cidos estéo o DAF (Fator Acelerador da Degradacéo das
Convertasesdo Complemento) eo MIRL (Inibidor daLisede
Membrana), denominadostambém como CD55 e CD59, res-
pectivamente. Particularmente, o Gltimo € o maior responsé-
vel pelaregulagdo dalise mediadapelo SC.*°
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O diagndstico da HPN é baseado em achados clinicos
etestes laboratoriais que detectam as proteinas de membra-
na ligadas a GPl ou demonstram a presenca de eritrécitos
excepciona mente sensiveis aacao hemoliticado SC.2¢

O teste de Ham, introduzido na década de 30, ainda é
utilizado em alguns servicos como teste de triagem diag-
nostica, mas é sabidamente pouco sensivel por suaincapaci-
dade de detectar pequenas populagdes de células HPN. Re-
sultados falso-positivos podem ser exibidos em situagdes
como a anemia diseritropoética congénita tipo |1, também
denominada multinuclearidade hereditéria dos eritrobl astos
com positividade para teste do soro acidificado (Hempas);
em contrapartida, estes pacientes tém o teste da sucrose (su-
gar water test) negativo.2®

A pesguisanoseritrocitos de CD55 e CD59 em coluna
degel ou gel teste, maisrecentementeintroduzida, baseia-se
naidentificacdo doseritrocitos anormais por aglutinagdo em
microcolunas de gel contendo anticorpos monoclonais anti-
CD55 e anti-CD59. Os resultados, que sdo interpretados em
relacdo a presenca ou auséncia dos antigenos, podem of ere-
cer umaestimativa dadeficiénciadaexpressdo dos antigenos,
classificando-aem parcial ou completa. Emborasejaumteste
de boa especificidade, deve ser feita a confirmagdo por
citometriadefluxo (CMF).2°

De fato, os dois testes classicos possuem limitagdes
evidentes pelo motivo de pesquisar somente em eritrécitos
GPI-deficientese, consegiientemente, permitirem apenasuma
estimativa do tamanho do clone HPN.2

A CMF utilizatambém anticorpos monoclonais, entre-
tanto de formamais sensivel, especifica e precisaparao di-
agnostico de HPN. Suas vantagens sobre os outros méto-
dos sao: analisar também o defeito em granuldcitos e
plaquetas, quantificar o nimero de células GPI-deficientes
em proporcdo, avaliar a evolugdo da doenca baseada na
quantificacdo de células HPN e detectar clones em doentes
com anemia apléstica (AA). Os anticorpos monoclonais es-
pecificos mais utilizados no diagnostico daHPN s&o os anti-
CD55 e anti-CD59, suficientes parafechar o diagnostico. No
entanto, adeficiénciade GPI pode também ser detectada uti-
lizando anti-CD58, anti-CD14, anti-CD24, anti-CD48, anti-
CD16 e outros.t>4910

Com base nestes conhecimentos, desenvolveu-se na
Fundacdo Hemope um trabalho prospectivo com o objetivo
de utilizar aCMF parareavaliar os casos suspeitos de HPN,
identificados pelos testes de triagem.

Casuisticae métodos

Retrospectivamente, foram avaliados os prontuériosde
63 pacientes que realizaram o teste de Ham por suspeita de
HPN, no periodo compreendido entre janeiro de 2003 a de-
zembro de 2004, naFundac&o Hemope. Dos 63 casosrevisa-
dos, 15 exibiram teste de Ham positivo e 4/15 néo evoluiram
na pesquisa por motivo de confirmagéo de outro diagndstico
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antes do inicio desse estudo, 6bitos e paciente ndo localiza-
do, como representado na tabela 1. Os 48 casos restantes
ndo apresentaram confirmagdo para a suspeita da doenca
através do teste de Ham e por esse mativo foram excluidos
da pesqguisa.

Tabela 1

Descri¢do dos casos positivos ao teste de Ham (n=15) e
sua evolugdo na casuistica do trabalho

Resultado da associagéo
dos testes de Ham e

Participag&o no

ldade estudo/ Motivo

o
Sexo
Caso

de Gel
14 F 75 anos Concordante Néo Ngo
localizada
15 F 34 anos Discrepante Sim Terap@
transfusional
16 M NI Discrepante NEo . Ouro
diagnéstico
19 M 41 anos Discrepante Néo ) OuTrol
diagnéstico
23 M 52 anos Gel teste ndo realizado Néo Obito
31 F 30 anos Gel teste ndo realizado Néo Obito
35 F 19 anos Concordante Sim
38 M 43 anos Discrepante Néo ) OuTrol
diagnéstico
39 M 39 anos Discrepante Sim Terama
transfusional
44 F 41 anos Concordante Néo Ngo
localizada
50 F NI Gel teste ndo realizado Néo Ngo
localizada
54 M 63 anos Concordante Sim
57 M 30 anos Concordante Sim
60 M 38 anos Concordante Sim
63 F 14 anos Gel teste ndo realizado Néo ) OuTrol
diagnéstico

F= feminino; M= masculino; NI= Dado ndo informado.

Do grupo de interesse, ou sgja, 0s casos com teste de
Ham positivo, restaram 11 pacientes, dos quais 6/11 (grupo
A) corresponderam a suspeita de HPN através de gel teste
deficiente de antigenos, enquanto 5/11 (grupo B) obtiveram
resultado normal na pesquisa em gel, discordando do teste
de Ham. Posteriormente, identificou-se neste Ultimo grupo
fal seamento do resultado em dois casos (2/5), por setratarem
de pacientes que realizaram o teste em gel apds transfusdo
sangtiinea recente, mas considerados fortes suspeitos de
HPN por apresentarem clinica exuberante da doenca, neces-
sitando uma avaliagdo mais precisa pela CMF. Nostrés ca-
sos restantes (3/5) considerou-se que o teste de Ham foi
falso-positivo, pois se confirmaram diagnosticos diferentes
de HPN (leucemiamiel 6ide cronica, anemiahemoliticaauto-
imune e deficiénciade proteina C) justificando aretiradada
pesquisa.

Dessa forma, foram resgatados quatro casos do grupo
A (com os resultados do teste de Ham e do gel teste compa-
tiveis) e dois casos do grupo B (com os resultados do teste
de Ham e do gel teste discrepantes) para reavaliagcéo por
CMF. Este perfil geral daamostraestailustrado nafigura 1.

Foram coletadas amostras de sangue periférico (5 ml)
dos pacientes em tubos para hemograma tipo "vacuntainer"
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63 casos submetidos ao teste de
Ham

O Resultados
negativos

0 Resultados
positivos

11 testes de Ham positivos avaliados frente ao gel teste

@ Grupo A
(confirmada
suspeita de HPN:
gel teste deficiente
de antigenos)

DO Grupo B (ndo
confirmada
suspeita de HPN:
gel teste normal)

6 casos analisados pela CMF

0 Casos resgatados
do grupo A

@ Casos resgatados
do grupo B

Figura 1. Gréficos representando o perfil geral da amostra.

(Bencton Dickson, BD) contendo EDTA, paraidentificagdo
dos antigenos por CMF. Utilizaram-se tubos para uso em
citémetro (Falcon, 5 ml) parao procedimento datécnica. Fo-
ram empregados 0s anti corpos monoclonaisanti-CD55 e anti-
CD59, respectivamente clonel A10 eclone p282 (H19) daBD
Pharmingen, ambos conjugados com o fluorocromo fico-
eritrina(PE), conforme o quadro 1.

As hemécias e os granul dcitos foram avaliados sepa-
radamente, ou sgja, cinco tubos para cada analise. Foram
identificados um tubo para controle negativo, dois para
controle normal (ambos contendo amostra de doador sau-
dével) e dois para amostra do paciente. No caso da avalia-
¢a0 de hemécias, em cada tubo adicionaram-se 50 uL de
sanguetotal, 95 uL de solugéo tamponadacom fosfato (PBS)
para diluicdo e aplicaram-se 10 uL de cada anticorpo
monoclonal especifico (gamma 1/PE para controle negati-
Vo, anti-CD55/PE ou anti-CD59/PE nos tubos de controle
normal e nos tubos da amostra do paciente). Todos os tu-
bos foram incubados no escuro, por 30 minutos, atempera-
turaambiente, depoisforam centrifugadosa 700 xg por dois
minutos; apds decantar o sobrenadante, acrescentaram-se
3 ml de PBS pararessuspensdo das células. Paraavaliagdo
dos granul&citos, as etapas foram as seguintes: 100 uL de
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Quadro 1
Painel de anticorpos monoclonais utilizado para imunofenotipagem
de eritrcitos e granuldcitos na pesquisa de HPN

Amostra Células Antlcorpog,
monoclonais
Tubo 01 ) Eritr6citos
Controle negativo Gama 1/PE
Tubo 02 Granulécitos
Tubo 03 Eritrécitos
Controle normal AntiCD55/PE
Tubo 04 Granulécitos
Tubo 05 Eritrécitos
Controle normal AntiCD59/PE
Tubo 06 Granulécitos
Tubo 07 Eritrécitos
Paciente AntiCD55/PE
Tubo 08 Granulécitos
Tubo 09 Eritrécitos
Paciente AntiCD59/PE
Tubo 10 Granulécitos

sangue total foram distribuidos em cada tubo identificado;
apos aplicacdo dos anticorpos e incubagdo no escuro, que
se procedeu da mesma forma que para as hemécias, 0s
eritrocitos foram lisados por dez minutos com solugéo de
lise (FACS Lysing Solution) naproporcéo de 1:10 com &gua
destilada; posteriormente a primeira centrifugacao, lavou-
se com 1 ml de PBS, centrifugando-se a 700 xg por dois
minutos e, finalmente, 1ml de PBS foi adicionado para
ressuspensdo celular.

As células em suspensdo foram posteriormente anali-
sadas no citdmetro defluxo FACSCalibur (Becton Dickinson,
BD, San Jose, C.A) através do software CellQuest (Becton-
Dickinson, BD), inicialmente avaliadasem um gréfico dedis-
persdo de pontos (dot plot) em relacéo ao seu tamanho, FSC
(Forward Scatter) e complexidade citoplasmética, SSC (Side
Scatter), delimitando uma regido denominada R1 com as
células de interesse (eritrocitos ou granuldcitos), conforme
ilustraos gréficos nafigura 2.

Posteriormente, foram realizadas aquisi¢es sequien-
ciadas das células marcadas. A exemplificacdo dos resulta-
dos da CMF obtidos em dot plots encontra-se demonstrada
nafigura3.

Resultados

Os resultados da avaliacéo pela CMF estéo demons-
trados no quadro 2 e comparados aqueles obtidos com a
pesquisaem gel.

Segundo o quadro 2, comparando os eritrocios dos
casos 15 e 39, verificou-se na CMF deficiéncia dos dois
antigenos pesquisados. Em se tratando do caso 35, a CMF
confirmou as variacfes de intensidade da deficiéncia em
eritrécitosjasugeridapelo gel teste.

A imunofenotipagem nos eritrocitos nos casos res-
tantes, 54,57 e 60, revelou proporcdo maior decloneHPN e
menor de clone normal napesguisade anti-CD55 e de anti-
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Figura 2. Gréafico em dot plots FSC x SSC em citometria de fluxo de eritrécitos (adquiridos em

logaritimo) situado na esquerda e de granulécitos (adquiridos em linearidade) situado na
direita, ambos delimitados na area R1.
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Figura 3. Graficos em dot plots exemplificando deteccédo de expressdo de antiCD55/PE

situado na esquerda e de antiCD59/PE em granulécitos.

Quadro 2
Resultados da deficiéncia dos antigenos CD55 e CD59 dos seis casos suspeitos de HPN
pelo teste de Ham positivo, detectada pelo gel teste e pela citometria de fluxo.

Gel Teste Pesquisa por Citometria de Fluxo

Deficiéncia de CD55 Deficiéncia de CD59

Caso  peficiencia Deficiéncia

de CDS5  deCDS9  Eyjygcitos  Granuldcitos  Eritrécitos  Granulécitos
15 Nao Nao 76% 79% 46% 78%
35 Total Parcial 94% 97% 62% 91%
39 Nao Nao 16% 44% 12% 9%
54 Parcial Parcial 72% 80% 61% 7%
54 Parcial Parcial 72% 80% 61% 7%
60 Parcial Parcial 74% 43% 55% 32%

CD59, confirmando o resultado da pesquisa em gel. Ade-
mais, nenhum dos pacientes exibiu deficiéncia em apenas
um dos antigenos, tanto no teste em gel quanto na CMF.

Conclusdes
Discusséo

éncia de antigeno. Nestes casos, as
hemécias testadas no gel teste podem
ter sido do doador e ndo do paciente;
dessaforma, apenas a citometria ava-
liou corretamente o clone HPN,
quantificando adeficiénciatambém em
granul dcitos, células ndo afetadas pelo
status transfusional.*#5° Além disso,
0 caso 39 também foi transfundido trin-
ta dias antes da realizacdo da CMF, o
gue explicou o menor clone HPN de-
tectado em eritrdcitos neste caso. Ape-
sar disso, o diagndstico pdde se firmar
em ambos pelo fato de que possuiam
deficiénciatambém em granul écitos.

Em relagdo ao desempenho dos
doistestes de triagem (teste de Ham e
gel teste), os trés resultados fal so-po-
sitivos do teste de Ham colocaram em
duvida a boa especificidade do teste,
difundida naliteratura*2® induzindo a
suspeita de falha na execucgéo da téc-
nica. Com base nesta suspeita, foi pos-
sivel arepeticdo do teste de Ham em
apenas um caso, 0 qual passou a ne-
gativo, fortalecendo a hipotese de fa-
Ihatécnica

Apesar de néo ter sido um dos
objetivos do trabalho, é relevante co-
mentar a proposta do atual trabalho de
Parker et al,° que determinaumaclassi-
ficagdo da HPN por andlise de para-
metros hemoliticos (com ou sem evidén-
ciaclinicade hemdliseintravascular) e
de medula Gssea (presenca ou ausén-
cia de anormalidade definida) em trés
subcategorias: HPN cléssica, HPN as-
sociadaaumadesordem de medula 6s-
seaespecificae HPN subclinical (HPN-
sc). Segundo Parker et al,*® aCMF de-
tectacomumente naHPN cléssicagran-
des populagdes de células hematopo-
éticas GPI-deficientes, enquanto na
HPN-sc detectauma percentagem mini-
made clone HPN, caracteristicamente.

Existem relatos de detecgéio na HPN-sc de até mesmo 0,18%
de células deficientes.

A sensibilidade do teste de Ham foi comprovada di-

Os resultados da andlise por CMF dos casos 15 e 39
comprovaram que a terapia transfusional antes da aplica-
¢do do teste em gel pode resultar nanéo deteccdo de defici-

ante do gel teste. Por outro lado, foi menos especifico,
positivando diante de outras situagdes ndo-HPN, achado
pouco divulgado naliteratura pesquisada e atribuido a pro-
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vavel falhatécnica. A pesquisaem gel mostrou-se sensivel e
especifica, sendo os falso-negativos relacionados a andlise
realizada apos transfusdo de sangue. Esses resultados dos
testes de triagem sugerem que o gel teste pode ser incluido
no protocolo de triagem diagndstica de HPN, obedecendo
aos critérios relativos a transfusdo sanguinea.

Com relagéo a CMF, os resultados deste trabalho va-
lidam dados da literatura que a apontam como o padr&o
ouro na identificacdo de clone HPN, permitindo a
quantificagdo dos clones, o que ndo é possivel com o teste
emgel.

Assim, éinteressante aperfeicoar ametodologiadaCMF
voltada para o diagnostico da HPN, de modo a obtermos os
perfis clinico-laboratoriais que estéo descritos na literatura
recente.’°

Abstract

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is an acquired clonal
disease of the hematopoietic stem cell caused by a somatic mutation
in the PIG-A gene, resulting in the inability of erythrocytes,
granulocytes and platelets to protect themselves against complement
system mediated lysis. Thus, PNH screening tests (Ham's test and
CD55 e CD59 proteins investigation through gel column
agglutination) were evaluated using flow cytometry, a test useful to
detect and measure the PNH clone. Initially, 63 patients evaluated
using the Ham's test between January 2003 and December 2004
from the Hemope Foundation were selected. From these, 15 cases
were positive for PNH. The inclusion criterion for cytometry
evaluation was a positive Ham's test. Thus, four patients were
included in the study group. Furthermore, two cases with clinical
symptoms of the disease but with negative results for PNH were
included in this group. Negative results were explained by the gel
test being performed after blood transfusion, giving a suspicion of
false negative results. These six cases were submitted to flow
cytometry with all cases proving to be positive for the disease as the
PNH clone was confirmed, to different degrees, in both erythrocytes
and granulocytes. The flow cytometry results proved the limitation
of screening tests as well as showing the importance of cytometry in
the identification of the intense variations of clone guaranteeing
precise diagnosis in previously transfused patients. Rev. bras.
hematol. hemoter. 2006;28(4):275-279.

Key words: Paroxysmal hemoglobinuria; diagnostic; Ham's test,
CD55 e CD59 proteins investigation through gel column
agglutination; flow cytometry.
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