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 ATUARIZACAO SOBRE O DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA

HEMOGLOB INURTA=PAROXISTICA NOTURNA

RESUMO

Introducdo: A hemoglobindria paroxistica notuma (HPN) é uma anemia hemolitica
que se manifesta na forma de hemoglobiniria, dor abdominal, distonias dos
misculos lisos, fadiga e trombose. A doenca é causada pela expansdo de
células-tronco  hematopoiéticas portadoras de mutagdo no gene PIG-A, que
codifica uma proteina necesséria para a biossintese da ancora de glicosil-
fosfaditilinositol (GPl), que liga proteinas a superficie celular. Esta
deficiéncia nos eritrocitos leva a hemdlise intravascular, uma vez que as
proteinas ancoradas a GPl, (D55 e (D59, funcionam como reguladores da
atividade de proteinas do Sistema Complemento. A hemoglobina liberada pela
hemdlise intravascular leva a deplecdo de Oxido nitrico circulante, sendo
responsavel por muitas das manifestagbes clinicas da HPN, como fadiga,
disfuncdo erétil, espasto esofigico e trambose. Método: A revisdo foi
realizada por base de dados bibliograficos obtidos através da pesquisa em
LILACS, MEDLINE e PubMed. Resultados: O diagnéstico laboratorial através de
citoretria de fluxo aurertou a sensibilidade diagndstica da HN, e o
tratamento com o anticorpo monoclonal Eculizumab possibilita a reducdo das
manifestagbes clinicas. Conclusdo: O uso do Eculizumab e o aprimoramento no
diagnéstico da HPN por citometria de fluxo proporcionan grandes beneficios aos
pacientes, camo melhora na qualidade de vida e aumento da expectativa de vida.

Palavras-Chave:  hemoglobinlria paroxistica notuma; pig-a; sistema
complemento; cd55; cd59; hemdlise intravascular.

UPDATE ON THE DIAGNOSIS AND MANAGEMENT OF PAROXYSMAL
NOCTURNAL HEMOGLOBINURIA

ABSTRACT

Introduction: Paroxysmal nocturmal hemoglobinuria (P\H) is a hemolytic anemia
manifested in the form of hemoglobinuria, abdominal pain, smooth muscle
dystonias, fatigue, and thrombosis. The disease is caused by the expansion of
hematopoietic stem cells that carry a mutation in PIG-A gene, which encodes a
protein glycosyl-phosphatidylinositol (GP1) required for biosynthesis anchor,
which binds proteins to the cell surface. This deficiency in erythrocytes
leads to intravascular hemolysis, because proteins anchored to GP1, CD55 and
(D59 function as regulators of complerent system™s protein  activity.
Hemoglobin released by intravascular hemolysis leads to depletion of
ciraulating nitric oxide and 1is responsible for many of clinical
manifestations of PNH, such as fatigue, erectile dysfunction, esophageal spasm
and thrambosis. Method: The review was performed by bibliographic database
obtained through the research in LILACS, MEDLINE and PubVed. Results: The
laboratory diagnosis through Tflowv cytometry increased the diagnostic
sensitivity of P\H, and treatment with monoclonal antibody Eculizumab allows
the reduction of clinical manifestations. Conclusion: The use of Eculizumab
and improvement in the diagnosis of PNH by flov cytometry provide great
benefits to patients, such as improvement in quality of life and increase in
life expectancy.

Keywords: paraxysmal nocturmal hemoglobinuria; pig-a; conplement system; cds5;
cd59; intravascular hemolysis.



ATUALIZACAO SOBRE O DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOTURNA >
UPDATE._ON-THE-DIAGNOSIS AND MANAGEMENT OF PAROXYSMAL: NOCTURNAL HEMOGLOBINURIA >
— 7; 7"\\\ ,
~_INFRODUGAO ~-

A hemoglobindria paroxistica noturma (HPN) é uma anemia hemolitica causada
pela auséncia de proteinas reguladoras do Sistema Complemento na superficie de células
hematopoiéticas, causada por mutagbes somaticas que acometem 0O gene
fosfotidilinositolglicano (PIG-A), localizado no cromossomo Xp22.2 (BRODSKY, 2014).

A PNH difere das anemias hemoliticas por ndo ser confinada apenas aos
eritrécitos, sendo uma doenca que acomete células tronco do sistema hematopoiético. A
HPN é uma doenca clonal (com PIG-A mutante servindo como marcador clonal), ndo sendo
uma doenca maligna (FONTBRUNE, LATOUR, 2018).

O gene PIG-A ¢é essencial para a biossintese da ancora de glicosil-
fosfaditilinositol (GPI), sendo esta ancora responsavel pela ligacdo de proteinas que
regulam a ativacdo do Sistema Complemento (CD55 e CD59) (KORKAMA et al., 2018).

A auséncia desta ancora na superficie das células hematopoiéticas leva ao
surgimento de hemdlise intravascular, anemia hemolitica, hematdria, citopenias,
trombose, dor abdominal e fadiga (BRODSKY, 2018). A triade anemia hemolitica,
pancitopenia e trombose € tipica da HPN (KORKAVA et al., 2018).

Os principais agravantes na HPN sdo a anemia aplasica (43,%%), Sindrome
mielodisplasica (5,8 %), mielofibrose (1,4%), eventos trombdticos (15,5%) e
comprometimento na funcdo renal (13,9 %) (SCHREZENVEIER et al., 2014). As principais
causas de morte em pacientes com HPN estdo associadas a quadros de trombose,
infecgbes, neoplasias, e hemorragia fatal em pacientes com trombocitopenia (HILL et
al., 2017).

O diagnéstico laboratorial padréo ouro da HPN é realizado através da
citonetria de fluxo (CORREIA et al., 2016). A principal forma de tratamento consiste
na utilizacdo do anticorpo monoclonal Eculizumab, que inibe a via terminal do Sistema
Complemento, impedindo a formacdo do Complexo de Ataque a Membrana (MAC) (FONTBRUNE,
LATOUR, 2018).

EPIDEMIOLOGIA

Nos Estados Unidos da América do Norte estima-se que ocorram de um a cinco
casos a cada um milhéo de habitantes (NOMURA et al., 2004). Acredita-se que seja mais
frequente no sul da Asia e dentre os individuos orientais. A HPN pode ocorrer em
qualquer idade, embora a maioria dos pacientes apresente diagnéstico definitivo
somente entre a quarta e a quinta década de vida. Criangas e adolescentes constituem
10% dos casos e frequentemente apresentam bicitopenia ou pancitopenia, enquanto a
trombose ocorre com igual fregquéncia em todos os grupos etarios. A HPN afeta homens e
mulheres na mesma proporgdo, ndo sendo observada predisposicdo familiar (SOCIE et al.,
1996; NOMURA et al., 2004; PARKER et al., 2016).

As manifestacOes de faléncia medular em pacientes com HPN sdo mais comuns
em asidaticos, enquanto trombose e infecgdo sdo mais freguentes em europeus e
americanos (SOCIE et al., 1996; PARKER et al., 2016).

Un estudo publicado em 2012 pelo Registro Intemacional de HPN, apontou
1610 pacientes com a doenca, oriundos de 25 paises. Neste mesmo estudo, foi verificada
ura idade média da doenca de 42 anos, sendo 53,2% dos pacientes do sexo feminino
(SUTHERLAND, KEENEY, LIINGTON, 2012).

BASES GENETICAS

A HPN do tipo 1 (HPN1) (Mendelian inherance in man/MIM nimero 300818) é
causada pela expansdo clonal ndo maligna de uma ou mais células-tronco hematopoiéticas

que apresentam mutacdo somatica no gene PIG-A que codifica a fosfaditilinositol -~
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’ g:i}rua(classe—A (phosphatidyl inositel_glycan-class A), localizado no brago/cuf%
~_~eromossomo Xp22.2 (gene/lécus MIM nimero 311770)-(Figura 1A,1B) (HILL et al-, 2017).
7 O gene PIG-A esta ligado ao cromossomo X, permitindo que uma mutagdo
somatica nas células hematopoiéticas seja suficiente para produzir o fendtipo de HPN.
A maior parte das mutacdes de PIG-A estdo localizadas na regido de codificacdo do gene
(BRODSKY, 2014).
Como consequéncia desta mutacdo sdo afetados diferentes tipos de células da
linhagem hematopoiética como eritrécitos, granulécitos, monécitos, plaguetas e
linfocitos (ARRUDA et al., 2010).
Uma heterogeneidade genética da HPN pode ser observada na HPN do tipo 2
(HPN2) (Mendelian inherance in man/MIM nimero 615399) causada por mutacfes somaticas
que envolvem o gene PIG-T localizado no cromossomo 2013 (gene/locus MIM ndmero
610272) (KRAWITZ et al., 2013).

Figura 1. Base molecular da PNH.
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A. Célula hematopoiética normal expressando proteinas transmembrana ancoradas pela GPI.

B. Célula hematopoiética com fendtipo PNH expressa proteina transmembrana, mas nao expressa GPI,
pois o gene PIG-A codifica a enzima necessaria para a transferéncia do UDP-GIcNAc para o Pl, que
leva a biossintese da ancora de GPI.

C. Como pacientes do sexo masculino tém 1 cromossomo X e feminino 2 cromossomos em células
somaticos, a inativacdo de 1 alelo é suficiente para levar ao fenGtipo de HPN.
UbP=difosfato de uridina; GlcNAc=difosfato de uridina N-acetilglucosamina; Pl=fosfatidilinositol
glicana classe A.

Fonte=PARKER, 2016.

Dos mais de 25 genes envolvidos na sintese da ancora GPI, somente o PIG-A
esta localizado no cromossomo X (todos os outros sdo autossomicos), sendo necessario
apenas um evento mutacional para produzir o fendtipo, uma vez que homens possuem
apenas 1 cromossomo X, e mulheres 2 cromossomos X em células somaticas (Figura 1C).
Uma vez que todos os outros genes envolvidos na sintese da GPl sdo autossdmicos, sao
necessarios dois eventos mutacionais para impedir a sintese da ancora de CGPI e
fendtipo HPN (PARKER, 2016). Assim, as mutagdes que envolvem o gene PIG-A sdo
consideradas as causas mais comuns que impedem a sintese da ancora de glicosil-
fosfaditilinositol (GRP1) (Figura 2) e surgimento do fendtipo de HPN.
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" Figura 2. Estrumram"glicgsiI—fosfaditilinositol ©@n.
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0 fosfatidilinositol (PI) é ancorado a bicamada fosfolipidica da membrana plasmatica. O nicleo
de glicano consiste de uma molécula de N-glucosamina, trés moléculas manose e uma molécula de
fosfato de etanolamina. A proteina é covalentemente ligado através de uma ligacdo amida a uma
etanolamina no terminal manose.
Fonte: BRODSKY, 2008; ARRUDA et al., 2010.

A auséncia de uma molécula madura de GPI leva a auséncia de proteinas de
superficie ancoradas por esta molécula. Em pacientes com HPN, as células sanguineas
oriundas do clone afetado possuem algum grau de deficiéncia, que pode ser parcial (com
10% da expressdao normal da GPl) ou total (auséncia completa da expressdo de GPI)
(DEVALET et al., 2015). Dentre as proteinas ancoradas pela GPl estéo CD55 e CD59, que
controlam a ativagdo da cascata do Sistema Complemento (FONTBRUNE, LATOUR; 2018).

A proteina CD55 (decay accelerating factor ou fator acelerador de
decaimento/DAF) inibe a ativacdo do Sistema Complemento em C3, acelerando a taxa de
destruicdo de C3-convertase ligada a membrana, reduzindo a quantidade de C3 dissociada
a C3a e C3b (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2017).

A proteina CD59 (membrane inhibitor of reactive lysis ou inibidor de
membrana de lise reativa/MIRL) é uma glicoproteina que interage com o complexo de
ataque a membrana (MAC ou C5b-9) impedindo a formacdo do poro litico a partir da
agregacdo de C9. A auséncia de (D59 na superficie dos eritrécitos torna-os
susceptiveis a lise mediada pelo MAC, levando a hemélise intravascular cronica. A
proteina CD59 é a mais importante na protecdo contra lise celular mediada pelo Sistema
Complemento (DEVALET et al., 2015).

SISTEMA COMPLEMENTO

O Sistema Complemento é formado por mais de 30 proteinas séricas, fazendo
parte da resposta imune inata (ITURRY-YAMAMOTO, PORTINHO, 2001; UTIYAVA et al., 2004).

O Sistema Complemento ndo destroi células autdlogas, uma vez que existem
fatores reguladores de superficie celular e plasmaticos. Estas proteinas sao
conhecidas como proteinas reguladoras do Sistema Complemento, e sdo responsaveis pela
defesa das células do hospedeiro contra a ativagéo inadvertida do Sistema Complemento
(BRODSKY, 2008).

A alteracéo funcional ou quantitativa em uma ou mais proteinas reguladoras
tem relevancia no desenvolvimento de Véarias doencas, como tromboembolismo,
insuficiéncia renal, “hemdlises intravasculares e extravasculares (ITURRY-YAMAMOTO,

PORT INHO5=2001) - S
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A ativacdo do SisteMé\Cdnpleamgo ocorre através de trés vias; Via Classica
(dependente de anticorpos I1gG ou Ig\M), Via Altemativa (ativacdo espontanea de C3 a
amplificacdo via H20 tickover), e Via das Lectinas (ativacdo ap0s deposicido da
proteina ligadora de manose/MBL sobre residuos terminais de manose). Cada uma delas é
iniciada a partir da juncdo de um componente sérico do Sistema Complemento com a
superficie de um patdgeno distinto, ou dependente de anticorpo (BRODSKY, 2008; ABBAS,
LICHTMAN, PILLAI, 2017).

A ativagdo do Sistema Complemento é realizada em forma de cascata, onde a
ativacdo de um componente induz ativacdo no componente seguinte. Deste modo, as trés
vias do Sistema Complemento se iniciam por caminhos distintos, mas se convergem para a
clivagem de C3 que auxilia na formacdo de C3b (BRODSKY, 2008).

A via cléssica é ativada na presenca de anticorpos IgG ou IgM ligados a uma
superficie celular. C1 é o primeiro componente a ser ativado, sendo uma proteina
formada por subunidades de Clr, Clg e Cls. Esta sequéncia ocorre por meio de uma
atividade serino-protease produzida pela ligacdo de C1 aos anticorpos 1gG e/ou IgM. A
ativacdo de Cls exibe um sitio catalitico, permitindo a clivagem de C4, formando C4a e
C4b. Depois C2 é clivado produzindo C2a e C2b, C2a se liga na C4b formando a C4b2a ou
C3 convertase da via classica. A C3 convertase se liga C3b, formando C4b2a3b, ou C5
convertase da via classica. A seguir ocorre a ligacéo de C6, C7, C8 e C9, formando o
complexo de ataqgue a membrana (MAC) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017).

A proteina C3b € uma opsonina, responsavel pela producdo de fragmentos
proteicos que facilitaram a fagocitose de microrganismos, uma vez que os fagocitos
possuem receptores especificos para C3b. A clivagem de C3 também produz C3a, uma
anafilatoxina, que induz os eventos vasculares da resposta inflamatdria aguda (RICKLIN
et al., 2016).

A ativacdo da via altemativa €é realizada pela deposicdo de C3b na
superficie de microrganismos; esta deposicdao permite a ligagdo do fator B que sera
clivado pelo fator D gerando o fragmento Bb. Depois desta clivagem ocorre uma alca de
amplificacdo (tickover) envolvendo o componente C3, formando mais moléculas de C3b e
C3bBb, que se Hligam a superficie dos microrganismos até que formarem uma C5
convertase, que cliva C5 e inicia a formacdo do MAC (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2017).

A via Altemativa conserva um modo de ativacdo baixo, mas de maneira
continua, explicando em parte a hemdlise crbnica continua nos pacientes com HPN
(ARRUDA et al.,2010).

A Ativacdo da via das lectinas ocorre através da fixacdo da proteina
ligadora de manose (mannose binding lectin/MBL) a superficie microbiana. A proteina
MBL é caracterizada pela facilidade de ligar-se aos residuos de manose e de N-
acetilglicosamina encontradas na superficie dos microrganismos. A proteina MBL esta
associada a trés serino-proteases: MASP-1, MASP-2, MASP-3, que sdo ativadas quando MBL
se liga aos residuos de manose e de N-acetilglicosamina dos microrganismos, levando a
clivagem de C4 em C4a e C4b, e C2 gerando C2a e C2b. Como resultado da acdo MBL-MASP
ocorre a formacdo de C3 convertase e C5 convertase, e depois a formacdo do MAC (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAIL, 2017).

Dentre as proteinas do Sistema Complemento, existem duas proteinas
reguladoras importantes na Fisiopatogenia da HPN, CD55, que impede a formacdo de C3
convertase e C5 convertase; e CD59, que se liga a C5b-8 e C5b-9, blogueando a formacédo
do MAC (LISZEWSKI, ATKINSON, 2017).

O CD55 se encontra ancorado na superficie da membrana plasmatica das
células circulantes do sangue, endotélio vascular e células epiteliais, regulando a
formacdo das convertases C3 e C5. O CD59 estd localizado na superficie das células
sanguineas, celulas glomerulares, epiteliais, endoteliais e espermatozdides. Esta
proteina impede a formacdo do poro litico a partir da agregacdo de C9, impedindo a
formacdo do MAC (Figura 3) (CORREIA et al., 2016).

—
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e Figura 3. Ativacdo do-=Sistema Complemento. e
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O Sistema Complemento é ativado pelas Vias Classica, Altemativa e Lectinas, que geram C3
convertases e depois C5 convertases, culminando com a formacdo do complexo de ataque a membrana
(MAC). Produtos da ativacdo do complemento, como C5a, e MAC sdo importantes na participacdo da

resposta inflamatoria e na fisiopatogenia da HPN.
Fonte: BRODSKY, 2008.

MANIFESTACOES CLINICAS DA HPN

O termo hemoglobindria paroxistica noturma refere-se a destruicdo de
eritrécitos com liberacéo de hemoglobina na urina, que possui coloracdo marrom-escura
na primeira urina da manhd. O termo “noturna” se refere a crenca inicial de que a
hemolise seria desencadeada por acidose durante o sono que ativaria o Sistema
Complemento, levando a destruicéo de eritrocitos com membrana celular desprotegida. A
hemolise acontece durante todo o dia, mas a observagdo de hemoglobindria ocorre pela
manh& por causa do aumento da concentracdo urinaria durante a noite (KORKAVA et al.,
2018; MASTELLOS et al., 2018).

A HPN tem sido descrita na forma de trés manifestacdes clinicas distintas,
que influencian a confirmacdo da classificacdo do diagndstico clinico através da
utilizacdo da técnica de citometria de fluxo (BRODSKY, 2014; CORREIA et al., 2016).

As trés manifestagbes clinicas da HPN sdo a HPN classica, HPN associada a
anemia aplasica e HPN subclinica (DEVALET et al., 2015). A HPN cléssica é
caracterizada pela presenca de anemia hemolitica intravascular cronica, causada pela a
ativacdo continua do Sistema Complemento (DEVALET et al., 2015). Na HPN classica
também ocorre trombose (BRODSK, 2014), mas nao existem relatos de falha da medula
O6ssea, uma vez que a taxa de neutrofilos se encontrar superior a 1500/1L e plaguetas
superior a 120.000/IL de sangue. Porém 35% dos pacientes apresentam disfagia, dor
abdominal e disfuncéo erétil (DEVALET et al., 2015).

A HPN associada a anemia aplasica esti associada a insuficiéncia da medula
Ossea. Neste tipo de HPN estdo presentes sinais e sintomas de anemia aplasica e
sindrome mielodisplasica (BRODSKY, 2014; DEVALET et al.,2015; FONTBRUNE, LATOUR,
2018). Os pacientes que se enquadram neste caso clinico possuem clones de células
hematopoiéticas com tamanho celular < 10% em relacdo ao tamanho normal, e uma alta
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probabitidade de apresentarem ijﬁrespos\@@@tqimunossupressora durante o tratamento com o
~Eculizumab (DEVALET et al., 2015; FONTBRUNE, LATOUR,. 2018). '

Na HPN subclinica os primeiros clones hematopoiéticos gerados pela medula

Ossea apresentam tamanho celular inferior a 1%, tormando esta manifestacao

assintomatica com um hemograma aparentemente normal ou quase normal, e auséncia de

hemélise (BRODSKY, 2014; DEVALET et al., 2015).
HEMOLISE

A hemélise corresponde a destruicdo com consequente diminuicdo quantitativa
dos eritrécitos. Estd diminuicdo geralmente é compensada por um processo medullar
reacional conhecido por hiperregeneracdo, que consiste na multiplicacdo dos
eritrécitos, seis a oito vezes superior que o normal. Se esta sobrevida ainda
permanecer baixa, ocorre a anemia hemolitica (ARRUDA et al., 2010).

A enzima lactato desidrogenase (LDH) é um quantificador de hemolise nos
pacientes com HPN. Geralmente encontra-se elevada e pode ultrapassar 20 vezes o valor
normal durante os episodios de hemdlise intensa. A HPN pode ser classificada de acordo
com a taxa de hemolise (Tabela 1) (ARRUDA et al., 2010).

Tabela 1. Classificacdo da HPN conforme taxa de hemdlise presente e consequentemente acdo sobre
a medula Ossea.

Classificacéo Taxa de hemdlise Medula 6ssea
HPN classica Alta (hemoglobinuria Hiperplasia eritroide,
macroscopica) morfologia celular normal
HPN associada a anemia Leve a moderada Concomitante falha medular
aplastica (hemoglobindria
macroscopica ausente ou
inconstante)
HPN subclinica Auséncia clinica ou Concomitante falha medular
laboratorial de hemdlise

Fonte: ARRUDA et al., 2010.

HEMOLISE INTRAVASCULAR

A auséncia da proteina CD55 induz o mecanismo de hemdlise intravascular por
conta do aumento na atividade da C3 convertase na superficie dos eritrécitos, levando
a formacdo do MAC (BRODSKY, 2014).

Na HPN a hemdlise intravascular é considerada a manifestacdo mais comum da
doenca (MASTELLOS et al., 2018). Tambémn existe hemOlise intravascular mediada pelo
Sistema Complemento devido a auséncia de CD59 nos eritrocitos na HPN (BRODSKY, 2014).

HEMOLISE EXTRAVASCULAR

Os fragmentos do componente de C3b responsaveis pela opsonizacdo dos
eritrécitos na HPN s8o responsaveis pela hemolise extravascular na doenca. Esta
enfermidade possui relacdo com a hemélise em pacientes com HPN tratados com Eculizumab
(BRODSKY, 2014).

HEMOGLOBINURIA

A hemoglobiniria € um sintoma caracterizado pela presenca de altas
concentragdes de hemoglobina na urina. A hemoglobina € uma proteina responsavel pelo
transporte de oxigénio no interior das hemacias pelo sangue. A hemoglobindria muitas
vezes esta associada-a anemia hemolitica, onde as hemacias sdo destruidas e liberam
sua hemoglobina no plasma. Como—-o-excesso de hemoglobina é filtrado pelos rins/,ﬁ,_«ar’”
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7 Wlna em excesso passa a ser elimina=na.urina, conferindo-lhe uma cor vermelha
" (ARRUDA et al., 2010).

ANEMIA HEMOLITICA

A anemia hemolitica é consequéncia da hemélise recorrente que sobrecarrega
a medula éssea na producdo de mais células. A presenca de hemoglobindria nos casos de
anemia hemolitica ocorre por conta da oxidacdo da hemoglobina livre, onde a mesma se
une a albumina formando um novo composto (ARRUDA et al., 2010).

ANEMIA APLASICA

Na HPN, a anemia aplasica é causada por danos diretos as células da medula
6ssea, que pode levar a atrofia do parénquima medular, acarretando pancitopenia
(ARRUDA et al., 2010). A anemia aplésica esta associada a presenca de clones celulares
com fendtipos de HPN. Cerca de 40 a 60 % dos pacientes com HPN apresentam duas
manifestagbes concomitantemente, hemoglobindria e anemia aplasica (GRIFFIN et al.,
2018).

INSUFICIENCIA RENAL

A insuficiéncia renal presente em alguns pacientes ocorre através da
reducdo dos niveis de Oxido nitrico (NO) e deposicdo de ferro ocasionando trombose
microvascular sucessiva e lesdo trombolitica repetida dos rins, podendo levar a
faléncia renal por dano tubular (BRODSKY, 2014).

A insuficiéncia renal aguda normalmente esta associada a crises hemoliticas
graves e microtrombose vascular renal acompanhada de febre e dores abdominais, podendo
também estar acompanhada de hemoglobindria, hematdria, proteindria, hipertensdo
arterial sistémica e alteragdes no sedimento urinario (KOKORIS et al., 2018).

Alguns pacientes com insuficiéncia renal aguda podem apresentar uma
associacdo com quadro de chogue hipovolémico, septicemia e pielonefrite. Também a
insuficiéncia renal aguda pode estar associada a casos de reacdo pos-transfusional
(OLUTOGUN et al., 2015).

DISTURBIOS RELACIONADOS A REDUCAO DA SINTESE DE OXIDO NITRICO

O NO é um mediador da TFisiologia vascular envolvido diretamente com
manifestacdes clinicas da HPN como astenia, dor abdominal, disfuncéo erétil, espasmo
esofagico, disfagia e trombose (BRODSKY, 2014; DEVALET et al., 2015).

Estas manifestagbes clinicas s80 consequéncia direta da hemolise
intravascular, responsavel por elevar os niveis de hemoglobina livre no plasma,
responsavel pela deplecdo do NO. A deficiéncia de NO contribui para desregulacéo do
masculo liso, ativacdo plaquetaria e comprometimento do sistema Fibrinolitico, levando
ao surgimento de eventos tromboticos (HILL, KELLY, HILLMEN, 2013).

O aumento do consumo de NO por conta da hemoglobina livre no plasma também
influencia o desenvolvimento arterial, promovendo diminuicéo do fluxo sanguineo renal,
agravando a insuficiéncia renal, hipertensdo pulmonar e hipertensdo arterial (DEVALET
et al., 2015).

TROMBOSE

A trombose é descrita como a principal causa de morte dos pacientes com HPN
(DEVALET et al., 2015). Nestes pacientes pode ser observada a Sindrome de Budd-Chiari
ou trombose —venosa sub-hepatica,. que se manifesta na forma de dor abdominal, —
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hipertensdo portal, hepatomegaii‘la\e\asc'u:g causados pela obstrucdo venosa do,sis(ema
venoso hepatico. A enfermidade pode evoluir—para varizes esofagicas, encefalopatia
hepatica e coagulopatia em funcdo da insuficiéncia hepatica (CRUS et al., 2017).
Também pode ser observada trombose venosa cerebral (MEPPIEL et al., 2015).

Na HPN a lise das hemacias leva a liberacdo de hemoglobina livre e arginase
eritrocitaria no plasma, que depletan o Oxido nitrico (NO) e a arginina, um substrato
para a sintese da enzima 6xido nitrico sintetase endotelial, que utiliza oxigénio e
arginina para a producdo de NO (KAHN et al., 2013).

Os altos niveis de hemoglobina alteran a homeostase do NO, pois a
hemoglobina livre possui grande afinidade pelo NO, levando a deplecdo do NO e acumulo
de plaguetas sobre as células endoteliais e formacdo de trombos (BRODSKY, 2014).

DIAGNOSTICO

Até a metade do século XX a confirmacdo clinica de HPN era estabelecida
através de ensaios laboratoriais capazes de identificar a presenca de hemolise dos
eritrécitos, cono o teste de Ham e o de osmolaridade (ARRUDA et al., 2010; DEVALET et
al., 2018).

A dificuldade no diagnéstico de HPN é recorrente, por conta da positividade
do teste de hemoglobina na andlise de urina. O correto neste procedimento € que hdo
haja a presenca de eritrocitos sedimentados, mas os analistas acabam deduzindo que
este fato pode ser causado por uma hemdlise in vitro, e descrevem o ocorrido no laudo
como eritrécitos Inexistentes no sedimento, tornando o diagnéstico final falso
negativo (ARRUDA et al., 2010).

Atualmente o diagnéstico ouro da HPN é realizado através da utilizacdo da
técnica de citometria de Fluxo, capaz de detectar a auséncia de GPl e proteinas CD55 e
CD59 na superficie das células sanguineas (CORREIA et al., 2016).

TESTE DE HAM (HEMOLISINA ACIDA)

O teste de Ham busca avalia eritrécitos incubados com plasma levemente
acido, pH 6,2 (NOMURA et al., 2004; ARRUDA et al., 2010). Por conta da acidez do
plasma, as células sofrem hemOlise pela ativacdo do Sistema Complemento (ARRUDA et
al., 2010). Muito utilizado no passado, o teste de Ham se tormou menos especifico pois
nao consegue identificar clones pequenos com tamanho inferior a <6% em relacdo ao
tamanho normal (NOMURA et al., 2004; ARRUDA et al., 2010).

TESTE DE OSMOLARIDADE (LISE POR SACAROSE)

No teste de osmolaridade ou lise por sacarose, quando a sacarose €
adicionada ao soro normal, induz a ativacéo da via Classica do Sistema Complemento,
causando a hemélise de eritrécitos. O teste de lise por sacarose possui mais
sensibilidade que o teste de Ham, porém apresenta menor especificidade (ARRUDA et al.,
2010).

CITOMETRIA DE FLUXO

A Citonetria de fluxo (CF) é considerado o teste padrdo ouro para O
diagnéstico de HPN. Esta técnica tem como principio a contagem individual de células e
identificacdo de biomarcadores acoplados a anticorpos monoclonais dirigidos contra
proteinas de superficie celular (CORREIA et al.; 2016). A CF utiliza anticorpos
monoclonais especificos que séo dirigidos contra as proteinas CD55 e CD59 ancoradas na
superficie de células sanguineas como eritrocitos, leucocitos e plaguetas (MODESTO et
al., 2006).

—
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0 teste de CF possui alta sensibilidade e especificidade, com alta
capaadade de detectar clones menores que 0,1% em relacdo—ao tamanho normal, através
da andlise quantitativa das proteinas ancoradas pelo GPl1 (CORREIA et al., 2016).

Os marcadores utilizados para o diagnostico sdo dirigidos contra as
moléculas de superficie CD55 e CD59. Na CF pode ser utilizada a proaerolisina marcada
com Fluoresceina (FLAER) que tem se mostrado especifica para o diagnéstico de HPN,
pois se liga a porcéo glucosamina do GPI (Figura 4) (SYKES et al., 2017).

Figura 4. Citometria de fluxo para CD59 utilizando FLAER.

deficiéncia completa de CDS9

Glicoforina A-PE

-1.769 0 10 10* 10°

CD59-FLAER

O dot plot representa a marcacéo de eritrocitos com glicoforina A (sialoglicoproteina de
membrana de eritrécitos) marcados com PE (Ficoeritrina), e CD59 marcado com FLAER (proaerolisina
marcada com fluoresceina), com células apresentando deficiéncia completa de CD59 em azul (&%,
células do tipo Il), e deficiéncia parcial de CD59 em verde (1%, células do tipo IIT).
Fonte: SYKES et al., 2017.

A retirada de sangue periférico deve ser realizada em tubo para coleta de
sangue contendo com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), para evitar possiveis
falso-negativos por conta do estado de maturagdo das células. Analises mais adequadas
sdo feitas em populacbes celulares que permitem a identificagdo da auséncia das
proteinas ancoradas, como neutrdfilos, monécitos e eritrocitos (ROCHA et al., 2014;
CORREIA et al., 2016).

Néo se deve utilizar o reagente FLAER na avaliacdo dos clones de HPN apenas
para a avaliacdo da linhagem de eritrécitos, sendo indicada também a marcacdo de
neutrofilos e monécitos (Figura 5) (CORREIA et al., 2016; SYKES et al., 2017).

P S —
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_— Figura 4. Citometria de fluxo_para neutr6filos e mondcitos na HPN. —
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A. Dot plot para expressdo de SSC (marcador de complexidade e granulosidade plasmatica) em
neutrofilos CD15+, e criacdo de janela R1.

B. A partir da janela R1, visualizacdo da marcacdo FLAER e CD24 em neutrofilos CD15+, onde 57%
dos neutréfilos (roxo) apresentam auséncia de CD24 e de marcacdo FLAER, confirmando a presenca
de clone de HPN.

C. Dot plot para expressao de SSC (marcador de complexidade e granulosidade plasmatica) em
mondcitos CDB4+, e criacdo da janela R1.

D. A partir Da janela R1, visualizagéo da marcacdo FLAER e CD64 em mondcitos CD14+, onde 60% dos
monocitos (roxo) apresentam auséncia de CD14 e de marcacdo com FLAER, confirmando a presenca de
clone de HPN.

CD14=Marcador de mondcitos; CD15=Marcador de granulécitos maduros; CD24=Marcador de neutrdéfilos;
CD64=Receptor para a porcdo Fc da 1gG (FcgRl) presente na superficie de monécitos, eosinéfilos e
neutrofilos.

Fonte: SYKES et al., 2017.

Os linfécitos e plaguetas ndo sé&o células indicadas para a realizacdo de FC
na HPN por conta do tamanho celular, e também porgue as plaguetas expressam
constitutivamente baixas quantidades de CD55 e CD59 (CORREIA et al., 2016).

TRATAMENTO

O tratamento da HPN é baseado nas perdas hematolégicas que o paciente
apresenta durante o curso da doenca, onde podem ser realizadas transfusdes sanguineas,
suplementacédo de ferro e &cido folico, e profilaxia para a trombose pelo uso de
anticoagulantes. Pacientes com HPN com manifestacdo clinica e laboratorial de anemia
aplésica recebem indicagcdo da utilizacdo de farmacos Imunossupressores de primeira
linha (ARRUDA et al., 2010; DEVALET et al.,2015).

A maioria dos pacientes com HPN sdo ferropénicos, devido a perda continua
de ferro na urina (hemossideriniria), sendo importante a reposicao de ferro para o
processo de eritropoiese. Contudo a administracéo de ferro pode induzir um aumento de
hemélise relacionado com a producéo de hemécias novas (ARRUDA et al., 2010). Também é
recomendada a reposicdo de folatos, que sdo privados pelo aumento da eritropoiese
secundaria a hemélise cronica (HILL et al., 2017). y
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= A recorrente hemolise intravascular-na HPN e a presenca de grandes clones
de celulas da HPN estdo associados a trombose, sendo -indicado—tratamento profilatico
com varfarina ou acenocumarol (ARRUDA et al., 2010).
A utilizagcdo do anticorpo monoclonal Eculizumab no tratamento da HPN levou
ao aumento na qualidade e expectativa de vida dos pacientes, modificando a taxa de
mortalidade da doenca (DEVALET et al., 2015).

ECULIZUVMAB

O Eculizumab é um anticorpo monoclonal humanizado recombinante que blogueia
C5, prevenindo a formacdo do MAC (DEVALET et al., 2015; MASTELLOS, 2018), compensando
a deficiéncia de CD59, mas ndo a deficiéncia de CD55 da superficie da membrana
plasmatica dos eritrécitos de pacientes com HPN (BRODSKY, 2014).

Esta compensacdo de CD59 ocorre quando a clivagem da proteina C5 em Cha e
C5b é inibida, possibilitando a diminuicdo da permeabilidade dos vasos sanguineos,
pavimentacdo e diapedese de leucocitos em funcdo da auséncia de C5a. Com a auséncia de
C5b ndo ocorre a formacdo do MAC e hemdlise intravascular (DUBOIS; COHEN, 2009).

A redugcdo na atividade hemolitica leva a diminuicdo da hipertensao
pulmonar, recuperacdo da funcdo renal, melhora na distonia muscular e aumento nos
niveis de ferro pela diminuicdo da hemélise intravascular nos pacientes com HPN
(MCKEAGE, 2011).

0 Eculizumab também promove a diminuicdo dos niveis séricos de lactato
desidrogenase (LDH), um indicador de hemdlise intravascular, da anemia e fadiga,
reduzindo a necessidade de transfusdes (ARRUDA et al., 2010; BRODSKY, 2014).

Sua atividade ndo é influenciada pela idade, sexo, raca ou funcdo renal do
paciente (MCKEAGE, 2011).

O tratamento inicial para adultos é estabelecido com a utilizacdo de uma
dosagem de 600 mg por via intravenosa por semana durante quatro semanas, com duracdo
de 25 a 45 minutos de tempo de infusdo. Apds este periodo, € estabelecida a fase de
manutencdo, onde deve-se aumentar a dose para 900 mg, com duracdo de 25 a 45 minutos
de tempo de infusao.

Apés a quinta semana, a dose de 900 mg deve ser mantida e aplicada a cada
duas semanas, sob a forma de tratamento de longo prazo. Cada infusdo deve acontecer no
periodo de 25 a 45 minutos, e apés 0 término o paciente deve ser monitorado por cerca
de uma hora (MCKEAGE, 2011).

Durante as primeiras quatro semanas deve ser realizado hemograma completo,
contagem de reticulocitos, dosagem sérica de lactato desidrogenase e avaliacdo do
perfil bioguimico semanalmente (FONTBRUNE, LATOUR, 2018).

Com o tratamento, grande parte dos pacientes passan a ser iIndependentes de
transfusbes, ocorrendo melhora significativa na incidéncia de quadros de Tadiga
(MCKEAGE, 2011).

O Eculizumab apresenta algumas reacOes adversas correspondentes a inibicdo
de C5, ocasionando baixos niveis de hemélise residual e pemmitindo uma ativacdo das
fases iniciais do Sistema Complemento, que leva a deposicdo de C3b na superficie dos
eritrécitos, e uma leve hemolise extravascular. A inibicdo de C5 estd associada ao
aumento da susceptibilidade a infeccdes por Neisseria meningitidis; e dessa forma,
todos os pacientes devem ser vacinados pelo menos 2 semanas antes ou no mesmo dia do
inicio do tratamento com Eculizumab (BRODSKY, 2014; FONTBRUNE; LATOUR, 2018).

Pacientes com infeccdo por N. meningitidis sorogrupo B ou que ndo foram
vacinados ndo podem fazer o uso desta medicacdo (MCKEAGE, 2011), uma vez que foram
relatados casos de doenca meningdcica invasiva em pacientes tratados com o Eculizumab
(REHER et al., 2018). Como as vacinas disponiveis ndo incluem o antigeno do sorogrupo
B, a profilaxia antibacteriana pode ser necessaria. Outros efeitos indesejados incluem -~
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a infecedo por Aspergillus spp\aFtuLe bacteriana, iInfeccbes de pele por !4
simplex, infeccBes urinarias, trombocitopenia-e=leucopenia (MCKEAGE, 2011)-

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (AWISA), em 18/10/2017,
estabeleceu 0 preco maximo do medicamento para venda ao Governo Federal no valor
maximo de R$ 11.942,60 reais, segundo menor preco intemacional apurado pela
Secretaria Executiva da Camara de Regulacéo do Mercado de Medicamentos (CMED)/ANVISA.
Mesmo assim, a terapéutica com Eculizumab resulta em elevados custos anuais, além de
sua administracéo iIntravencsa ser restrita ao ambiente hospitalar com superviséo
médica especifica, dificultando uma maior adesdo ao tratamento (MASTELLOS et al.,
2018).

USO DO ECULIZUMAB NA GESTAGAO

Cerca de 16 a 18 % dos casos de HPN sdo diagnosticados durante a gravidez,
e a gravidez na HPN é um fator de recorréncia ou piora dos sinais e sintomas em
determinados casos (NOMURA et al., 2004). Assim, 0 seu uso é considerado quando a
vantagem justificar o risco potencial para o feto (MYASAKA et al., 2016).

O aumento da dose de Eculizumab para 1200 mg a cada duas semanas até o
momento do parto, proporciona beneficios as gestantes com HPN, diminuindo a taxa de
complicacbes maternas, e promovendo aumento da sobrevida fetal (FONTBRUNE, LATOUR,
2018).

Por conta dos nivels descompensados de hemdlise crbnica em pacientes com
HPN que apresentam gestacdo, € necessaria a reposicao de folatos (ARRUDA et al.,
2010).

TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA

O Unico tratamento curativo para a HPN é o transplante de células-tronco
hematopoiéticas (TANIGUCHI et al., 2011), que ndo pode ser indicado como terapia
inicial para os pacientes com HPN por conta dos altos riscos de mortalidade pés-
operatorio (PATRIQUIN et al., 2019). Os candidatos para esta terapéutica sao pacientes
que apresentam anemia aplastica grave com clones de HPN (HPN subclinica), jovens e que
apresentem um doador adequado (BRODSKY, 2014).

A vantagem do transplante é que este procedimento leva a eliminacdo dos
clones de HPN, com a introducdo de células hematopoiéticas saudaveis. Estes fatores
sdo fundamentais no progndstico da doenca quando a HPN esta associada a anemia
aplésica, faléncia medular e pancitopenia (TANIGUCHI et al., 2011; ALENCAR, GUIMARAES,
BRITO JUNIOR, 2016).

CONSIDERAGOES

Os aprimoramentos realizados no método de citometria de fluxo para o
diagnéstico e a inclusédo terapéutica do Eculizumab no tratamento da HPN, estdo
associados a melhora no quadro clinico e aumento do tempo de sobrevida dos pacientes.
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