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Resumo 

 

Introdução: A Hemoglobinúria Paroxística Noturna (HPN) é uma doença rara que 

acomete a célula-tronco hematopoética, manifestando-se por hemólise intravascular 

crônica, falência medular e trombose. Esta alteração pode estar associada à anemia 

aplásica (AA) e à síndrome mielodisplásica (SMD), com relevância clínica ainda 

desconhecida. Objetivo: Este estudo teve como objetivo identificar e avaliar o 

tamanho do clone HPN em pacientes com AA/SMD e compará-los com pacientes 

HPN, pacientes com eventos trombóticos e indivíduos normais. Materiais e Método: 

Foram avaliados pacientes que tiveram solicitação para pesquisa de clones HPN na 

Unidade de Diagnóstico Personalizado do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

(HCPA) entre janeiro de 2014 e maio de 2016, sendo subdivididos nos grupos HPN, 

AA/SMD e trombose. As amostras de indivíduos normais foram obtidas de doadores 

de sangue no Serviço de Hemoterapia do HCPA. A pesquisa dos clones HPN foi 

realizada por citometria de fluxo com a utilização dos marcadores FLAER e CD157 

para leucócitos e CD59 para eritrócitos. Os grupos foram comparados em relação 

aos parâmetros hematológicos, bioquímicos e tamanho de clone. Resultados: Foram 

incluídos no estudo 103 pacientes, subdivididos em HPN (18), AA/SMD (30) e 

trombose (10) e 45 doadores de sangue. Como esperado, o grupo HPN diferiu dos 

demais grupos em relação ao tamanho dos clones HPN nos neutrófilos, monócitos e 

eritrócitos (p<0,05). Pequenos clones HPN foram identificados nos pacientes com 

AA/SMD, assim como nos indivíduos normais. A hemólise constante e a 

necessidade de transfusões sanguíneas levam o indivíduo com HPN a apresentar 

clones menores nos eritrócitos em comparação aos leucócitos. Os grupos HPN e 

AA/SMD tiveram níveis de hemoglobina inferiores aos grupos trombose e normal 

(p<0,001). Os níveis de LDH e bilirrubina indireta foram obtidos apenas para os 

grupos HPN e AA/SMD, sendo níveis mais elevados de LDH encontrados para o 

grupo HPN (p=0,02). Conclusão: Pacientes com AA/SMD são estudados quanto ao 

desenvolvimento de clones HPN no curso da doença, porém ainda não se sabe a 

sua implicação. O estudo buscou comparar este grupo com os demais, avaliando a 

extensão das células HPN que eles apresentaram. Sugere-se acompanhamento 

destes pacientes, evitando desencadeamento de hemólise intravascular associada à 

doença. 
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Introdução 

 

A Hemoglobinúria Paroxística Noturna (HPN) é uma doença rara, 

geneticamente adquirida, que afeta igualmente homens e mulheres de qualquer 

idade, sendo mais frequente em adultos.1 Devido à dificuldade diagnóstica e à 

raridade da doença, sua incidência não é bem conhecida, sendo estimada em 0,1 a 

0,2 casos por 100.000 pessoas ao ano, com sobrevida média de 10 a 20 anos.2 

Clinicamente, a doença caracteriza-se por hemólise intravascular, falência medular e 

trombose, sendo causas principais da morbimortalidade.3–5 Cerca de 50% dos 

pacientes vão à óbito devido a complicações trombóticas.1 Os primeiros relatos de 

pacientes com sintomatologia semelhante à HPN datam do final do século 18, 

porém, apenas em 1882, Paul Strübing descreveu a doença como sendo uma 

síndrome clínica. Em 1937, Thomas Ham observou que os eritrócitos de pacientes 

HPN sofriam hemólise quando incubados com soro acidificado de pacientes 

normais. Este experimento levou ao desenvolvimento do primeiro exame diagnóstico 

para HPN, o teste de Ham.6  

A doença desenvolve-se pela expansão clonal não maligna de células-tronco 

hematopoéticas que adquiriram uma mutação somática em um gene ligado ao 

cromossomo X: o gene fosfatidil-inositol-glicano classe A (PIG-A).4,7 Este gene é 

necessário na síntese do glicolipídio glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) que tem como 

função ancorar mais de 150 proteínas diferentes à membrana celular.3 Nas células 

sanguíneas, já foram descritas mais de 25 proteínas ancoradas pelo GPI, algumas 

com ação desconhecida outras já bem documentadas, como antígenos de grupo 

sanguíneo, moléculas de adesão e proteínas regulatórias do complemento como, 

por exemplo, as proteínas CD55 e CD59, ancoradas na membrana dos eritrócitos.3,8 

É a ausência destas duas últimas proteínas, reguladoras do complemento, que leva 

ao aparecimento de hemólise intravascular, por ação do sistema do complemento e, 

consequentemente, da hemoglobinúria. O CD55 (decay accelerating fator – DAF) 

acelera a destruição de C3 convertase, logo, não há a formação de C3a e C3b, bem 

como de C5 e seus produtos; e o CD59 (membrane inhibitor of reactive lysis – MIRL) 
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se liga às frações C8 e C9 do complemento, evitando a formação do MAC 

(membrane attack complex) e, consequentemente, a lise celular.9 Leucócitos e 

eritrócitos são acometidos e as células geradas com essa anomalia são chamadas 

de clone HPN. 

Devido à constante ativação do complemento, a hemólise intravascular é 

crônica, levando a hemoglobinúria, hemossiderinúria e anemia.10 A hemoglobina 

livre dos eritrócitos possui alta afinidade pelo óxido nítrico (NO) presente no plasma 

provocando a diminuição da concentração de NO nos tecidos. A depleção de NO é 

responsável por desencadear a maioria dos demais sintomas da HPN: fadiga, dor 

abdominal, espasmo esofágico, disfunção erétil e trombose, sendo mais comuns nos 

pacientes com clones HPN maiores (>60% dos granulócitos).11 A incidência de 

tromboses varia entre pacientes, pois, além do tamanho do clone, há fatores de risco 

individuais que predispõe a trombose, como fatores ambientais e fatores genéticos. 

Em pacientes HPN, tromboses ocorrem em sítios incomuns: veias intra-abdominais, 

cerebrais e dos membros, seguidas das veias pulmonares e das artérias. Destes, a 

veia hepática é a mais comum a sofrer com trombose, caracterizando a Síndrome de 

Budd-Chiari, desfecho clínico frequentemente relatado, principalmente naqueles 

pacientes com grandes clones HPN.10 

 Por ser uma doença com manifestações clínicas variáveis de acordo com o 

tamanho do clone e presença ou ausência de outra patologia medular, o 

International PNH Interest Group (IPIG) classificou a HPN em três subgrupos, a fim 

de uniformizar o diagnóstico:12,13 

HPN clássica: definida em pacientes com manifestações clínicas devido a 

hemólise intravascular intensa, sem evidência de alteração medular. A medula 

óssea é normocelular ou hipocelular com áreas de hiperplasia eritróide e morfologia 

normal, sem alterações cariotípicas. A análise do clone HPN indica grandes 

populações deficientes em GPI-AP (>50%). 

 HPN associada a outras desordens hematológicas: pacientes que apresentam 

hemólise intravascular moderada associada a confirmação de alguma síndrome de 

falência medular, sendo as mais comuns anemia aplásica (AA), síndrome 

mielodisplásica (SMD) e mielofibrose primária. População de células deficientes em 

GPI-AP menor do que na HPN clássica (<10%, apesar de haver variações). 

 HPN subclínica: observada em pacientes sem evidência clínica ou laboratorial 

de hemólise intravascular. São detectadas pequenas populações de células HPN 
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(<1%) em pacientes diagnosticados com síndrome de falência medular, 

particularmente SMD e AA.  

A detecção de células deficientes em GPI-AP é realizada por citometria de 

fluxo, método de escolha no auxílio diagnóstico da HPN e acompanhamento dos 

pacientes. A técnica permite a identificação de populações de células deficientes, 

bem como a determinação da porcentagem destas células anormais e seus graus de 

deficiência, com alta sensibilidade e especificidade.6,7 Atualmente, sabe-se que a 

população de eritrócitos deficientes em GPI-AP varia de acordo com episódios 

hemolíticos e transfusões recentes, o que pode levar à resultados falso-negativos. 

Diferentemente dos eritrócitos, leucócitos não sofrem influência destes fatores, logo 

refletem com maior precisão o tamanho do clone HPN. Como critério diagnóstico de 

HPN, dois marcadores diferentes, associados à GPI-AP, em duas linhagens de 

células hematopoéticas, devem ser identificados como ausentes na população clonal 

de células.14 

Em 2010, a International Clinical Cytometry Society (ICCS) publicou 

recomendações para a análise de eritrócitos, de neutrófilos e de monócitos na 

pesquisa de clones HPN. A identificação destes clones na população eritrocítica era 

realizada pela ausência das proteínas CD55 e CD59, sendo que a última fornece 

resultados mais adequados na identificação e separação das populações 

deficientes, pois está expressa em níveis maiores, quando comparada com a CD55. 

Para avaliação da população leucocitária, um marcador de linhagem deve ser 

utilizado, como por exemplo, CD45, e a identificação de neutrófilos e monócitos 

realizada através de marcadores específicos destas células, como CD10 e CD33. A 

identificação dos clones HPN é realizada através de, pelo menos, dois marcadores 

específicos para GPI. Os anticorpos CD14 e CD24, combinados com o marcador 

FLAER (fluorescein-labeled proaerolysin), são indicados para determinação de 

populações deficientes em GPI-AP em monócitos e neutrófilos, respectivamente.7 

Recentemente, foi demonstrado que o anticorpo CD157 pode ser uma alternativa 

aos anticorpos CD14 e CD24. Esta molécula está presente em grandes quantidades 

na superfície das células mielóides, sendo ancorada pelo GPI. Com isso, o CD157 

funciona como marcador específico para GPI nos neutrófilos e nos monócitos, 

permitindo a análise destas duas populações celulares em um único tubo de 

trabalho.15 
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A pesquisa de clones HPN é recomendada para pacientes classificados como 

grupos de alto risco. Estes pacientes apresentam como sintomas, isolados ou não, 

hemoglobinúria, hemólise intravascular com teste de Coombs negativo, disfagia e 

dor abdominal com evidência de hemólise intravascular, e eventos de trombose em 

locais não comuns. Incluídos nestes grupos estão pacientes citopênicos, pacientes 

com anemia aplásica, mesmo na ausência de hemólise, e pacientes com síndrome 

mielodisplásica.12,16 

Células clonais GPI-AP negativas também são encontradas em pacientes 

com algum tipo de falência medular, sendo a correlação mais bem estudada e 

definida na anemia aplásica (AA). Além de AA, clones HPN podem ser detectados 

nas síndromes mielodisplásicas (SMD), principalmente na anemia refratária.17 O 

desenvolvimento de AA é o mais bem estabelecido fator de risco relacionado à 

expansão clonal de células GPI-AP deficientes. Pacientes que, primeiramente 

desenvolvem HPN, também podem cursar em AA, sendo que alguns cursam com 

SMD.18 

Em um último grande estudo realizado, foram observados clones HPN 

maiores que 0,01% em 39,5% dos pacientes diagnosticados com AA, 1,8% dos 

pacientes com SMD e 2% dos pacientes com outras desordens medulares. Além 

disso, os maiores clones observados foram para os pacientes do último grupo, com 

24,4% de clone HPN. Foi com o aumento da sensibilidade da técnica diagnóstica 

que tornou-se possível a detecção de clones tão pequenos em patologias 

complexas, sendo, hoje, muito importante no acompanhamento dos pacientes com 

falência medular, pois este é um grupo de risco no desenvolvimento de hemólise 

intravascular por HPN.17 Por isso, é sugerido o monitoramento anual dos pacientes 

com AA e SMD positivos para HPN.7 O mecanismo pelo qual há a expansão clonal 

das células deficientes em GPI-AP nos pacientes com falência medular não está 

claro. A hipótese mais aceita para a coexistência de células HPN na aplasia medular 

seria a vantagem proliferativa que estas células possuem através de um processo 

imuno-mediado, no qual as células do sistema imune não reconheceriam o clone 

HPN.19 

Neste contexto, o estudo teve como objetivo identificar a presença e avaliar o 

tamanho de clones HPN em indivíduos com AA e SMD, comparando os dados com 

pacientes clinicamente confirmados para HPN, pacientes que apresentaram eventos 

trombóticos, bem como indivíduos normais.  
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Materiais e métodos 

 

Obtenção das amostras  

Para determinação de clones HPN em indivíduos saudáveis, foram obtidas 

amostras de sangue periférico, coletadas por punção venosa em tubos contendo 

K2EDTA como anticoagulante, de doadores voluntários de sangue no Serviço de 

Hemoterapia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. Foram incluídos no grupo 

aqueles indivíduos que apresentaram todos os parâmetros hematológicos 

(eritrócitos, hemoglobina, hematócrito, volume corpuscular médio, hemoglobina 

corpuscular média, RDW) dentro da faixa de normalidade e sem qualquer outra 

doença hematológica associada. 

Nos grupos anemia aplásica/síndrome mielodisplásica (AA/SMD), 

hemoglobinúria paroxística noturna (HPN) e trombose foram incluídos pacientes que 

tiveram solicitação do exame de imunofenotipagem para HPN no laboratório de 

Citometria de Fluxo do Hospital de Clínicas de Porto Alegre entre janeiro de 2014 e 

maio de 2016. Para que fossem incluídos nos grupos, os pacientes tiveram 

confirmação clínica de HPN, AA/SMD e trombose. 

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre, registrado pelo número 1.420.575. 

 

Preparação das amostras para imunofenotipagem 

Preparação do material para avaliação dos eritrócitos: 50 µL de uma diluição 

1:100 do sangue periférico com tampão fosfato-salino (PBS acrescido de azida 

sódica e 0,5% de soro fetal bovino) foram adicionados à um tubo contendo os 

anticorpos CD59 FITC (EXBIO, Clone MEM-43), CD235a PE (EXBIO, Clone HIR2), 

CD61 PerCP-Cy 5.5 (BD, Clone VI-PL2) e CD45 APC (BD, Clone HI30). A incubação 

foi realizada por 20 minutos em temperatura ambiente e protegida da luz. Após, foi 

realizada a lavagem do material com PBS seguida de centrifugação (540 g por 5 

minutos). O pellet final foi ressuspendido em 500 µL de PBS e adquirido no citômetro 

de fluxo dentro de 15 minutos.  
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Preparação do material para avaliação dos neutrófilos e monócitos: 100 µL da 

amostra de sangue periférico foram adicionados à um tubo contendo os anticorpos 

FLAER-Alexa 488 (Cedarlane), CD157 PE (BD, Clone sy/11B5), CD45 PerCP (BD, 

Clone 2D1), CD33 APC (BD, Clone WM53) e CD10 APC-H7 (BD, Clone HI10a). A 

incubação foi realizada por 20 minutos a temperatura ambiente e protegida da luz. 

Em seguida, os eritrócitos foram lisados, adicionando-se uma solução de lise (BD 

FACSTM Lysing Solution) por 10 minutos em temperatura ambiente e protegido da 

luz. O material foi lavado com PBS com 3% de soro fetal bovino, seguido de 

centrifugação (540 g por 5 minutos). O pellet final foi ressuspendido em 350 µL de 

PBS com 3% de soro fetal bovino e adquirido imediatamente no citômetro de fluxo. 

 

Aquisição dos dados e análises 

As amostras foram adquiridas no citômetro de fluxo BD FACSCantoTM II® (BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA), utilizando-se o programa BD FACSDivaTM 

software, e analisadas no programa InfinicytTM software (Cytognos SL, Salamanca, 

Espanha).  

Avaliação dos eritrócitos: foram adquiridos 1.000.000 eventos no gate de 

eritrócitos, em baixa pressão. A identificação da linhagem eritrocítica foi feita pela 

seguinte estratégia de gates: seleção da população de interesse nos parâmetros 

FSCxSSC, adicionada à população CD45 negativa, CD61 negativa e CD235a 

positiva. Com apenas esta população selecionada e visualizada no dot plot, as 

células CD59 negativas foram selecionadas e identificadas como GPI-AP 

deficientes.  

Para avaliação dos leucócitos, foram adquiridos um total de 500.000 eventos 

em baixa pressão. As análises foram realizadas pela estratégia de gates abaixo:  

Neutrófilos: identificação da população de neutrófilos CD45 forte, adicionada à 

população correspondente CD10 forte e CD33 fraca e, ainda, seleção desta 

população no dot plot FSCxSSC. A visualização apenas desta população permitiu a 

identificação e caracterização das células GPI-AP deficientes, negativas para CD157 

e FLAER. 

Monócitos: identificação da população de monócitos CD45 forte, adicionada à 

população correspondente CD33 forte e CD10 negativo. A partir da seleção desta 
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população, foram identificadas e caracterizadas as células GPI-AP deficientes, 

negativas para CD157 e FLAER. 

A presença de células mutadas para HPN foi estabelecida pela detecção 

inequívoca de clones HPN por citometria de fluxo, com sensibilidade de 0,01%, 

identificando pequenos clones HPN (<1%) e células com fenótipo de HPN (<0,1%).20 

O tamanho do clone foi definido pela porcentagem de células detectadas em cada 

uma das linhagens celulares. 

 

Análise estatística 

Foi realizada análise descritiva dos dados demográficos e laboratoriais dos 

indivíduos. A avaliação de normalidade da distribuição dos dados foi realizada pelo 

teste de Kolmogorov-Smirnov. Foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis com correção 

de Bonferroni. Os dados foram apresentados como mediana e percentis (25 e 75). 

As análises foram realizadas no software SPSS® versão 24, considerando nível de 

significância de 5%. 

 

 

Resultados 

 

Um total de 103 amostras foram incluídas neste estudo, sendo 61 do sexo 

feminino e 42 do sexo masculino, com média de idade de 29 anos (22 – 47 anos). 

Estas amostras foram divididas em quatro grupos de acordo com a condição clínica, 

sendo 18 pacientes com HPN (17,47%), 30 pacientes com AA/SMD (29,13%), 10 

pacientes apresentaram trombose (9,7%) e 45 amostras de pacientes normais 

(43,7%). A descrição dos grupos e seus respectivos parâmetros hematológicos e 

bioquímicos, bem como o tamanho dos clones HPN, estão representados na tabela 

1. A quantidade de reticulócitos e os níveis de LDH e bilirrubina indireta somente 

foram obtidos para os pacientes dos grupos HPN e AA/SMD. 

Houve diferença entre os grupos na distribuição dos resultados para 

leucócitos totais, plaquetas e níveis de hemoglobina e para os clones nos 

neutrófilos, monócitos e eritrócitos. Os níveis de hemoglobina diferiram 

significativamente (P<0,001) dos grupos HPN e AA/SMD para o grupo normal. O 

número de plaquetas foi significativamente menor no grupo HPN em relação aos 

grupos trombose (P=0,009) e normal (P<0,001) bem como no grupo AA/SMD para 
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os grupos trombose (P=0,001) e normal (P<0,001). O tamanho dos clones GPI-AP 

detectados nos grupos do estudo teve diferença significativa (P<0,05) para 

neutrófilos, monócitos e eritrócitos do grupo HPN em relação aos demais, AA/SMD, 

trombose e normal. Também houve diferença significativa (P=0,042) para os clones 

GPI-AP encontrados nos eritrócitos do grupo AA/SMD para o grupo normal. 

Na análise por citometria de fluxo, primeiramente, foi identificada a linhagem 

celular de interesse para, então, caracterizar e quantificar o clone HPN, quando 

presente. Um dos critérios diagnósticos para HPN é a presença de clones maiores 

do que 1% em, pelo menos, duas linhagens celulares (figuras 1 e 2). Foram 

identificados 7 pacientes com HPN clássica. Eles apresentaram tamanho de clone 

de 97% (85,8 – 99,86%), 97,2% (88,1 – 98,9%) e 44,5% (39,1 – 93,8%) para 

neutrófilos, monócitos e eritrócitos, respectivamente. Estes pacientes apresentaram 

níveis médios de hemoglobina, LDH e bilirrubina indireta de 9,9 g/dL (6 – 10,8 g/dL), 

1175,5 U/L (852 – 2344,25 U/L) e 0,7 mg/dL (0,45 – 1,5 mg/dL), respectivamente.  

 

 

Discussão 

 

A HPN é uma doença rara, causada por uma mutação adquirida que se 

manifesta, principalmente, por anemia hemolítica, trombose e falência medular. A 

associação desta com anemia aplásica e com síndrome mielodisplásica tem sido 

muito discutida. Diversos pacientes com AA possuem clones HPN no momento do 

diagnóstico, outros desenvolvem o clone durante o curso da doença.  

Por muitos anos, o diagnóstico da HPN era realizado pela detecção de células 

sensíveis à lise pelo teste de Ham. Este teste baseava-se no aumento da 

sensibilidade dos eritrócitos à ação do sistema complemento, sendo o diagnóstico 

apenas na detecção de hemácias deficientes em GPI-AP. Devido à dificuldade de 

execução e padronização da técnica, bem como da baixa sensibilidade do método, 

pequenas populações de células mutadas não eram detectadas. Com o 

desenvolvimento e aprimoramento da técnica de citometria de fluxo, tornou-se 

possível a detecção de pequenos clones deficientes em GPI-AP nos eritrócitos, bem 

como nos neutrófilos e nos monócitos, com alta sensibilidade (0,01%). Com a 

citometria de fluxo como padrão-ouro no diagnóstico de HPN, muitos clones 

pequenos de GPI-AP podem ser identificados, principalmente em pacientes com 
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outras desordens medulares sem manifestação clínica de HPN, como AA e SMD. O 

presente estudo baseou-se no documento Guidelines for the Diagnosis and 

Monitoring of PNH and related disorders by Flow Cytometry, publicado pelo ICCS.7  

Por ser uma doença de baixa incidência na população, a pesquisa de clones 

HPN ainda é pouco requisitada. Com isso, o aprimoramento e a padronização de 

técnicas laboratoriais tornam-se limitados. Um levantamento realizado em 105 

centros laboratoriais, de 26 países, reuniu informações referentes aos 

procedimentos de análise para detecção de HPN. Apesar da publicação de 

guidelines sugerindo padronização da técnica, há grande variabilidade entre os 

centros. De acordo com o estudo, contabilizadas as variações de anticorpos 

utilizados, número de células adquiridas e estratégias de gates aplicadas, há 1014 

diferentes possibilidades para determinação dos clones HPN nos eritrócitos, nos 

granulócitos e nos monócitos. Levando-se em consideração a presença de grandes 

clones, pequenas variações de análise entre os centros podem não ser tão 

significativas. Porém, quando avaliadas células de pacientes com pequenos clones, 

a possibilidade de não serem detectados é grande. Além disso, ainda não há 

consenso com relação a valores de referência, sendo que alguns centros reportam 

como presença de clones HPN valores inferiores a sensibilidade do método 

(<0,01%).21  

No presente estudo, foi observado, para todos os grupos, que o clone HPN 

nos eritrócitos é menor do que o clone encontrado nos neutrófilos e nos monócitos. 

Esta diferença já era esperada, conforme literatura.7 Além das transfusões 

sanguíneas que são submetidos os pacientes com HPN e com AA, outra justificativa 

para essa diferença está no fato que as hemácias permanecem na corrente 

circulatória por mais tempo, em comparação com os leucócitos, portanto, são mais 

propensas a sofrerem ataque do sistema do complemento.7,22  

Segundo a literatura, a presença de um número significativo de eritrócitos 

deficientes em GPI-AP deve ser concomitante com a presença desta mesma 

deficiência em leucócitos.7 Quando avaliados os resultados nos quais foram 

identificadas células com fenótipo HPN (<0,1%), há a presença de pequenas 

populações eritrocitárias com estas características mesmo sem detecção deste 

fenótipo em leucócitos. Este resultado pode estar associado com o uso de diferentes 

anticorpos para identificação dos clones durante o estudo, pois houve modificação 

dos painéis de trabalho para caracterização do clone HPN, a fim de melhorar a 
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detecção destas células. O aumento de sensibilidade do método durante a pesquisa, 

através da combinação de diferentes marcadores e aquisição de maior número de 

eventos, permitiu a identificação destas células com maior precisão. Além de 

marcadores mais específicos, a sensibilidade e a precisão do método também 

aumentam à medida que um maior número de eventos é analisado.23 

Apesar de não obtermos informações a respeito das manifestações clínicas 

de cada paciente e de outros exames como critérios diagnósticos de HPN, 

identificamos sete indivíduos como portadores de HPN clássica. Todos 

apresentaram tamanho de clone GPI-AP deficiente maior que 50% e indicadores 

laboratoriais de hemólise intravascular, como níveis de LDH elevados (417-4346 

U/L), reticulócitos aumentados (57800-344800/uL) e bilirrubina indireta aumentada 

(0,4-1,7 mg/dL). O menor nível de hemoglobina encontrado para esse grupo em 

relação ao grupo normal (P<0,001) é devido à expansão do clone HPN que, quando 

maior, maior a hemólise e menor a quantidade de hemoglobina nestes pacientes.24 

A menor quantidade de leucócitos e de plaquetas encontrada relaciona-se com a 

ativação crônica do complemento, causando destruição destas células.22 Estes 

pacientes, na maioria dos casos, sofrem constantes transfusões sanguíneas, o que 

explica o menor tamanho de clone HPN dos eritrócitos, em comparação com os 

leucócitos.7  

O sangue periférico de pacientes com HPN é relatado como sendo um 

mosaico, contendo células com fenótipo normal e com fenótipo HPN sendo que, a 

proporção destas células, varia de paciente para paciente, como foi observado neste 

estudo (o clone HPN nos neutrófilos variou de 0,8% a 99,86% nos 18 pacientes 

analisados). A explicação para esta diferença entre pacientes ainda não foi 

esclarecida. Entretanto, a determinação do tamanho do clone HPN é clinicamente 

relevante, pois pacientes com pequenos clones podem não apresentar sintomas da 

doença, sendo avaliada a necessidade de tratamento, enquanto que pacientes com 

clones maiores apresentam, entre outros sintomas, hemólise intravascular crônica e 

respondem bem à terapia específica de inibição do complemento.13 

A presença de pequenos clones HPN nos pacientes AA/SMD neste estudo 

confirma o que já é relatado na literatura, porém ainda não há esclarecimento acerca 

da implicação clínica deles.25 A diferença significativa encontrada entre o grupo 

AA/SMD e o grupo normal para leucócitos totais, plaquetas e níveis de hemoglobina 

(P<0,001) já era esperada, pois citopenias são características normais destas duas 
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desordens18, não sendo causadas pela pequena população de células HPN. O 

pequeno clone HPN encontrado em pacientes com anemia aplásica pode continuar 

estável por anos, sendo apenas uma minoria acometida pela expansão destas 

células, associado à hemólise e anemia.26 Diversos são os relatos de que a 

presença de clones HPN em pacientes AA/SMD teria valor prognóstico, associando 

com uma resposta favorável à terapia imunossupressora. Porém, um estudo 

retrospectivo não encontrou associação entre a presença do clone HPN e a resposta 

ao tratamento.27 A detecção de um pequeno número de células GPI-AP deficientes 

em pacientes com AA ou SMD não indica a necessidade de terapia 

imunossupressora, pois os eventos hemolíticos são raros quando os clones são 

pequenos.7 A pesquisa de clones HPN nestes pacientes é indicada no diagnóstico 

da desordem medular e, pelo menos, anualmente enquanto houver o 

acompanhamento do indivíduo.12 A detecção de células com fenótipo HPN em 

pacientes que apresentam alguma desordem medular sinaliza que estes devem ser 

acompanhados quanto a evolução para HPN, facilitando intervenção precoce e 

consequente redução das morbidades associadas à doença não tratada.17 

Pequenas populações de células com fenótipo HPN também foram 

identificadas e quantificadas em pacientes normais. O tamanho dos clones nos 

leucócitos encontrados nesses pacientes não foi significativamente diferente 

daqueles encontrados nos pacientes AA/SMD, como esperado. A pequena diferença 

encontrada para os clones nos eritrócitos entre estes dois grupos pode ser devido às 

mudanças na técnica ao longo do estudo. É relatado na literatura que a presença de 

células GPI-AP deficientes no sangue de pacientes normais sugere que ser portador 

da mutação no gene PIG-A não seria suficiente para haver a expansão clonal destas 

células deficientes. Assim, um segundo evento é necessário, como alguma 

desordem medular para o desencadeamento das manifestações clínicas. As células 

não mutadas do indivíduo seriam destruídas pelo sistema imune e as células GPI-

AP deficientes seriam preservadas. Este mecanismo é sugerido pois, 

provavelmente, as proteínas ancoradas pelo glicolipídio GPI seriam necessárias 

para desencadear o processo de citotoxicidade mediado por células T. Como 

consequência, há falência medular com expansão clonal das células mutadas para o 

gene PIG-A.2 

Na ocorrência de trombose sem causa conhecida e em sítios não usuais, a 

pesquisa para o clone HPN é indicada. É sabido que 40-67% dos óbitos de 
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pacientes com HPN ocorrem por complicações trombóticas.16 Por isso, a observação 

de uma amostra isolada de casos de trombose se fez presente neste trabalho. Dos 

10 pacientes incluídos no grupo, apenas um apresentou clone GPI-AP deficiente em 

leucócitos acima de 1%. Não houve diferença significativa entre o tamanho dos 

clones detectados neste grupo com o grupo controle. O risco de desenvolvimento de 

trombos parece estar diretamente associado ao tamanho do clone HPN, sendo 

clones maiores responsáveis por aumentar este risco.28 Assim, o fator causador do 

evento trombótico nos pacientes deste estudo parece não estar associado a 

mutação para HPN. Porém, a formação do trombo sem causa aparente reforça a 

indicação para acompanhamento destes pacientes. 

A sensibilidade e a especificidade da técnica para detecção de clones HPN 

por citometria de fluxo têm aumentado nos últimos anos. A detecção de leucócitos 

deficientes em GPI-AP mostrou-se mais sensível e fidedigna em comparação com 

os eritrócitos, uma vez que estes últimos são lisados pelo complemento, e os 

pacientes podem necessitar de transfusões sanguíneas recorrentes. Com isso, a 

utilização de anticorpos com maior especificidade, tornou-se necessária. O 

desenvolvimento da técnica utilizando FLAER29 melhorou a sensibilidade na 

detecção dos clones, bem como a inclusão do CD157 no painel de pesquisa de 

clones nos leucócitos, recentemente.15 O laboratório onde o estudo foi realizado foi 

adequando-se às mudanças, levando ao aumento de sensibilidade das análises. 

Apesar de não termos obtido dados estatísticos para comparação, foi observado 

aumento na sensibilidade de detecção dos clones, principalmente para pequenas 

populações de células com fenótipo HPN. 

 

  

Conclusão 

 

Este trabalho buscou identificar a presença de clones HPN em pacientes com 

HPN diagnosticada, AA/SMD, trombose e indivíduos normais. Foi possível identificar 

pacientes com grandes populações de células deficientes em GPI-AP, 

caracterizando a HPN clássica. Foi detectada a presença de pequenos grupos de 

células mutadas para HPN no grupo AA/SMD neste trabalho, apesar do tamanho 

desta mutação não ser diferente significativamente em relação ao grupo normal. 
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Sugerimos outros estudos com acompanhamento destes pacientes com falência 

medular, a fim de avaliar a evolução dos clones e sua implicação clínica. 

A pesquisa de clones HPN ainda não está completamente padronizada entre 

os laboratórios. A detecção de pequenas populações GPI-AP deficientes ainda é 

dificultada entre os serviços devido a utilização de métodos com diferentes graus de 

sensibilidade. O uso do FLAER e do CD157 tem permitido a marcação simultânea 

de neutrófilos e monócitos com alta sensibilidade e especificidade, alternativa 

adotada durante o estudo. 
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Figura 1. Detecção de células GPI-AP deficientes em paciente com HPN: 71,3% de clone 

HPN em eritrócitos (A), 94,2% de clone HPN em neutrófilos (B) e 88,1% de clones HPN em 

monócitos (C). 
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Figura 2. Detecção de células GPI-AP deficientes em paciente normal: 0,03% de células com 

fenótipo HPN em eritrócitos (A), sem detecção de células com fenótipo HPN em neutrófilos (B) e 

0,08% de células com fenótipo HPN em monócitos (C). 
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Tabela 1. Características laboratoriais e tamanho de clones dos grupos HPN, AA/SMD, trombose e normal.  

 HPN (n=18) AA/SMD (n=30) Trombose (n=10) Normal (n=45)  Valor de P 

Idade (anos) 39,0 (21,5-5,0) 34,0 (19,0-60,0) 32,5 (14,5-49,5) 29,0 (24,5-37,5) P=0,754 

Hemoglobina (g/dL) 8,7 (7,1-10,4) 8,3 (6,9-10,2) 12,1 (9,9-13,5) 14,3 (13,1-15,3) P <0,001 

Leucócitos (x109/L) 2,8 (2,01-4,7) 3,3 (2,1-4,5) 8,4 (5,2-12,4) 6,3 (5,3-7,6) P <0,001 

Plaquetas (x109/L) 56,0 (18,7-132,7) 28,0 (16,7-123,0) 248,5 (145,2-396,7) 263 (222-291,5) P <0,001 

Reticulócitos/uL 
100350  

(80050-140825) 

47050 

 (21750-135975) 
- - P =0,534 

LDH (U/L) 683,0 (405,0-1175,5) 385,0 (291,5-505,2) - - P =0,02 

Bilirrubina Indireta 

(mg/dL) 
0,5 (0,3-0,9) 0,5 (0,2-1,1) - - P =0,311 

Tamanho do clone 

(%) 
     

Neutrófilos 18,70 (1,70-94,90) 0,17 (0,07-0,62) 0,15 (0,01-0,35) 0,08 (0,00-0,16) P <0,001 

Monócitos 18,80 (3,80-92,20) 0,50 (0,10-0,90) 0,20 (0,08-0,95) 0,13 (0,02-0,35) P <0,001 

Eritrócitos 3,50 (0,40-42,20) 0,10 (0,06-0,30) 0,10 (0,01-0,30) 0,04 (0,02-0,09) P <0,001 

 
HPN: hemoglobinúria paroxística noturna; AA: anemia aplásica; SMD: síndrome mielodisplásica; LDH: lactato desidrogenase. 
Os dados estão expressos em mediana e percentis (25 e 75). Significância para p<0,05. 

 

 

 


