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Diagndstico y seguimiento de Hemoglobinuria Paroxistica
Nocturna por Citometria de Flujo

Introduccion

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es un trastorno clonal de células madre
hematopoyéticas que se origina al adquirir una mutacidn en el gen PIG-A, cuyo producto es
requerido para la biosintesis de glicofosfatidilinositol (GPI), un glucolipido responsable de la
unién de multiples proteinas a la membrana plasmatica de las células. La consecuencia de esta
mutacion es la reduccién o ausencia de expresidn de las proteinas ancladas mediante GPl en la
progenie de las células madre hematopoyéticas afectadas.
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Fig 1. La mutacién en el gen PIG-A impide la expresion en superficie de la proteina anclada por GPI.

Entre estas proteinas afectadas se encuentran CD55 y CD59, ambos inhibidores fisiolégicos de
la activacion del complemento y cuya ausencia de expresion es fundamental para explicar la
fisiopatologia de la enfermedad, al provocar que los eritrocitos sean especialmente susceptibles
a la hemdlisis intravascular y extravascular.
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Fig 2. Accién de los inhibidores fisiolégicos CD55 y CD59 sobre el sistema de complemento.
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La hemdlisis intravascular es la causa que contribuye principalmente a la morbilidad y
mortalidad de esta enfermedad, debido a que la hemoglobina liberada captura el éxido nitrico
causando su deplecién a nivel tisular, provocando una vasoconstriccion periférica que
contribuye a la aparicion de su sintomatologia clasica como espasmos esofagales, disfuncién
eréctil, insuficiencia renal o trombosis.

Clinicamente, la HPN se caracteriza por una hemdlisis intravascular con tendencia a la anemiay
trombosis, con un componente variable de insuficiencia medular. La trombosis es la
complicacion mas frecuente y la principal causa de muerte de la HPN, seguida de otras
complicaciones severas como hipertension pulmonar e insuficiencia renal aguda. Actualmente,
la HPN se considera como una enfermedad sistémica que puede implicar a diferentes érganos
(como el higado, rifién, SNC, pulmdn y/o corazdn), y en la que la hemoglobinuria puede no ser
objetivable, pues tan solo se presenta al inicio de la enfermedad en el 26% de los casos, y en el
62% en aquellos con un largo curso evolutivo de la enfermedad.

La Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna se encuentra asociada a otras patologias
hematoldgicas caracterizadas por el fracaso medular, como la Anemia Aplasica (AA) adquirida
o heredada, o el sindrome mielodisplasico (SMD). Por tanto, es recomendable descartar la
presencia de un clon de HPN en aquellos casos caracterizados por una citopenia sin explicacion,
en los que la anemia aplasica o el sindrome mielodispldsico formen parte del diagndstico
diferencial. Las clonas de HPN en pacientes con diagndstico de SMD suelen presentar un tamafio
inferior a aquellas presentes en HPN cldsico o AA, detectandose en un rango entre el 0.02% y
2.41% de la poblacion analizada. La hipétesis actual que explica el mayor tamafio de las clonas
de HPN en AA defiende que el atague autoinmune hacia los progenitores hematopoyéticos,
caracteristico de esta enfermedad, tiene como preferencia los progenitores normales sobre los
afectados por la mutacion de HPN. Esta seleccién explicaria por qué el 40% de los HPN
evoluciona desde una Anemia Aplasica.

En funcidn de la sintomatologia o la presencia de fracaso medular, el International PNH Interest
Group (IPIG) clasifica los clones de HPN en tres grupos: HPN clasico, que incluye pacientes con
eventos hemoliticos o trombdticos sin fallo medular, HPN asociado a sindromes de fallo
medaular, tales como anemia apldsica o sindrome mielodispldsico, y HPN subclinico, en la que los
pacientes presentan pequeias clonas de HPN sin presentar clinica ni alteraciones analiticas
asociadas a hemdlisis y/o trombosis. Si bien esta clasificacion ofrece unas pautas de actuacién
en el tratamiento inicial del paciente, el manejo del mismo dependera de su situacion clinica,
que puede no reflejar por completo ninguna de estas tres categorias.

Actualmente, se calcula que la incidencia de la enfermedad en Espafia es de 2.5 casos al afio por
cada millén de habitantes. Si excluimos aquellos casos con diagndstico previo de fallo medular
(Anemia aplasica, sindrome mielodisplasico), la cifra se reduce a 0.6 casos al afio por cada millon
de habitantes. Afecta predominantemente a pacientes al inicio de la treintena sin diferencias
entre sexos, si bien en las mujeres embarazadas puede aumentar el riesgo trombotico
significativamente. La enfermedad presenta una expectativa de vida acortada respecto a la
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poblacién general, con una estimacion de supervivencia desde el diagnéstico de 10 a 15 afos.
No obstante, la reciente incorporacion al tratamiento de Eculizumab, un anticuerpo monoclonal
gue actua bloqueando la proteina C5 del complemento, ha producido un aumento significativo
de la esperanza y la calidad de vida en los ultimos afos.

Citometria de flujo en Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

La citometria de flujo es el método de eleccion para la identificacién de células deficitarias en
GPI, de utilidad en el diagndstico, clasificacién y monitorizacidon de pacientes con diferentes
formas clinicas de hemoglobinuria paroxistica nocturna. Esta técnica nos permite el marcaje,
mediante anticuerpos monoclonales ligados a moléculas fluorescentes, de proteinas ligadas a la
superficie celular mediante GPI en células del sistema hematopoyético y cuya ausencia de
expresion, parcial o total, permitira identificar la presencia de un clon de HPN.

Para un diagndstico certero de HPN y la identificacion de un déficit de GPI, es necesario la
identificacion del defecto de expresién en al menos dos marcadores GPI-ligados diferentes. Las
series hematopoyéticas frecuentemente analizadas son neutréfilos, monocitos y serie roja, si
bien esta ultima no refleja un tamano del clon fiable, dado que los eritrocitos del HPN son
especialmente sensibles a la lisis del complemento.

La muestra 6ptima para la deteccién de clones de HPN es 5mL de sangre periférica en un
contenedor con anticoagulante, preferiblemente EDTA. Esta muestra debe ser procesada en
fresco debido a la labilidad de los eritrocitos, o bien antes de 48h si es conservada a 42C. La
deteccion de clones en muestra de médula dsea también es posible, pero no preferible, pues la
presencia de células inmaduras mono-mielociticas que expresan antigenos ligados a GPI a bajos
niveles, puede conllevar la identificacion errénea de clones de HPN.

A la hora de solicitar un estudio de diagnéstico de HPN por citometria de flujo, la guia clinica de
HPN de la SEHH recomienda descartar la presencia de un clon de HPN ante la presencia de una
o mas de las siguientes manifestaciones:

Anemia hemolitica con prueba de Coombs Hemoglobinuria
negativa
Trombosis no explicada, venosa o arterial, en | Disfagia intermitente o dolor abdominal de
pacientes que cumplan alguna de las etiologia desconocida con evidencia de
siguientes premisas: hemolisis
Aplasia medular (al diagndstico y
I Jovenes anualmente)
1. Trombosis en localizaciones Sindrome mielodisplasico hipoplasico
inusuales Citopenias idiopaticas mantenidas de
Il Evidencia de Hemolisis significado incierto

V. Cualquier tipo de citopenia
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Identificacion de células deficitarias en GPI

La elaboracidn de una estrategia de deteccidon con una seleccidon de marcadores especificos de
linea, ligados y no ligados a GPI, es clave para la correcta identificaciéon de poblaciones clonales
de HPN en las distintas series hematopoyéticas. En Catlab, la seleccion de marcadores y
calibracién de la técnica sigue la guia de consenso establecida por la European Society for Clinical
Cell Analysis (ESCCA) y la Italian Society for Clinical Cell Analysis (ISCCA). A continuacién, se

expone un resumen de los marcadores utilizados en nuestro laboratorio:

Tipo de muestra

Sangre periférica

1°"paso. Seleccién de poblaciones de estudio

Serie blanca:

CD15 (Neutrdfilos), CD64 (Monocitos)

Serie roja:

CD235a (Eritrocitos)

292 paso. Expresion de marcadores GPI
(Identificacién de clones)

Serie blanca:

FLAER (Neutrdfilos y Monocitos)
CD157 (Neutroéfilos y Monocitos)
CD24 (Neutrdfilos)

CD14 (Monocitos)

Serie roja:

CD59 (Eritrocitos)

Serie blanca

La clasificacion de monocitos y neutrdfilos se realiza a partir de la sefial del Side Scatter
(relacionado con la complejidad citoplasmatica) y el marcador pan-leucocitario CD45, seguida
de los marcadores especificos de linea no ligados a GPI CD15 (Neutroéfilos) y CD64 (monocitos),
que permiten identificar las poblaciones independientemente de la presencia o ausencia del

clon de HPN.
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Fig 3. Criterio de seleccién de poblaciones de neutréfilos y monocitos. Los singletes son seleccionados a partir de SSC
vs FSC. Posteriormente se seleccionan las poblaciones leucocitarias CD45+. La poblacién de neutrdfilos estara definida
por expresion intensa de CD15 y SSC elevado, y la poblacién de monocitos estara definida por una expresion intensa
de CD64.

Para la identificacion de las clonas de HPN, las guias clinicas actuales apoyan la necesidad de
identificar en la serie blanca la ausencia de dos marcadores GPI-ligados o la ausencia de un
marcador GPI-ligado y FLAER. FLAER es un marcador incorporado recientemente para el
diagndstico por citometria de flujo, compuesto de una variante inactiva de la proteina
aerolysina, que se une a las proteinas de superficie ligadas a GPI, permitiendo identificar la
ausencia de las mismas en leucocitos y plaquetas, pero no en la serie roja.

En Catlab, para la identificacion de clones en granulocitos se utilizan los marcadores GPI-ligados
FLAER y CD157, un marcador GPI-ligado especifico de neutréfilos (CD24) y un marcador GPI-
ligado especifico de monocitos (CD14).

Neutrdfilos y monocitos son subpoblaciones celulares con una vida media corta, por lo que el
grado de afectacion del clon en las mismas suele ser mayor. La determinacion del tamafio del
clon en estos granulocitos ofrece una representacién real del mismo y frecuentemente presenta
una buena correlacidn entre monocitos y neutrdfilos. Ademas, el tamaiio del clon en estas
poblaciones es un valor relevante para el riesgo de trombosis en pacientes con HPN clasicas.
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Fig 4. A laizquierda, poblacién de monocitos en paciente sano. A la derecha, paciente diagnosticado de HPN en la que
se observa una poblacién de monocitos con pérdida de expresidn de los marcadores GPI-ligados CD14 y FLAER.

Una sensibilidad adecuada es un requerimiento indispensable para poder descartar la presencia
de clones de HPN durante el diagndstico diferencial. La ESCCA recomienda alcanzar, en la
medida de lo posible, un limite de cuantificacion inferior al 0.01%, interpretando con cautela
aquellos resultados positivos bajo este limite. Se ha reportado la existencia de clones con
mutacidn del PIG-A en pacientes sanos, detectados con sensibilidades de 0.002%, que pueden
corresponder a la presencia transitoria de unidades formadoras de colonias sin capacidad de
autorrenovacion.

Serie roja

La determinacion del clon de HPN en serie roja presenta un mayor desafio técnico respecto a su
equivalente en serie blanca. El estudio de HPN de la serie roja requiere de una configuracién
particular de voltajes y compensacion de fluorescencias, ajustadas a una poblacion
frecuentemente eliminada en la mayoria de procesos preanaliticos de estudios
inmunofenotipicos clasicos.

La seleccién de la poblacion de eritrocitos se realiza mediante la expresién del marcador no
ligado a GPI CD235a, una sialo-glicoproteina cargada negativamente cuya frecuente tendencia
a formar agregados eritrocitarios se encuentra ampliamente descrita en la bibliografia. La
correcta titulacién y dilucién de este anticuerpo resulta un requisito indispensable para evitar
la aparicion de agregados en el analisis (Ver figura 5).
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Fig 5. A la izquierda marcaje con una dilucién 1/800 de CD235a-FITC: se observan singletes de serie roja con escasa

presencia de agregados eritrocitarios (4%). A la derecha marcaje con una dilucién 1/20 de CD235a-FITC, se observan
abundantes agregados plaquetarios con una sefial significativamente mas intensa en FITC.
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La identificacién de clones de HPN en serie roja se realiza mediante la expresion del marcador
GPI-ligado CD59, cuya ausencia de expresion parcial (HPN tipo Il), o absoluta (HPN tipo ll),
determina el tipo de clon de HPN y el tamaiio relativo de los mismos.
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Figura 6. Ejemplo de clon de HPN en serie roja en la que observa la presencia de dos poblaciones patoldgicas. En
verde, una poblacion de HPN tipo Il con pérdida parcial de expresion de CD59; en morado, poblacion de HPN tipo IlI
con pérdida total de expresion de CD59.

Por tanto, la serie roja provee de informacion adicional en el estudio de HPN al resultar
significativamente mas util que el analisis de granulocitos para demostrar la deficiencia parcial
de antigenos GPI-ligados. Si bien no existe un punto de corte especifico que pueda determinar
cuando los pacientes de HPN seran sintomaticos, aquellos pacientes con >20% de eritrocitos
tipo Ill son mas propensos a manifestar signos y sintomas asociados a hemdlisis intravascular.
De forma contraria, pacientes con grandes poblaciones de HPN tipo Il, y en ausencia de
poblaciones significativas de HPN tipo Ill, suelen manifestar un menor grado de hemdlisis, en
ocasiones caracterizada por reticulocitosis y una LDH moderadamente elevada.

Respecto a la sensibilidad adecuada para el andlisis de la serie roja, la ESCCA sostiene mantener
una sensibilidad con un limite de cuantificacién inferior al 0.01%, si bien considera una
sensibilidad aceptable la adquisicién de 100.000 eventos CD235a+. No obstante, ante la
deteccion de posibles eventos de HPN tipo lI-lll, la ESCCA aconseja adquirir al menos 1.000.000
de eventos CD235a+.

Hemoglobinuria paroxistica nocturna: Ejemplos de casos clinicos

Caso 1. Paciente de 68 afios con pancitopenia tratada con azacitidina con diagndstico de
sindrome mielodisplasico (SMD). Se definid6 como sindrome mielodisplasico refractario tras
tratamiento, al haber transcurrido un tiempo prolongado sin mejora del recuento hematoldgico.
Se realizé un test de HPN por citometria de flujo con el siguiente resultado.
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Neutrophils Monocytes En serie blanca se detectdé un clon de
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Figura 7. Clon de HPN en serie blanca, en lo que se observa SMD es mas frecuente que la anemia
una pequefia poblacién sin expresiéon de marcadores GPI aplasica, pero el tamafio del clon de
HPN era inusualmente alto para un
SMD. La presencia de un tamafo de clon elevado en granulocitos reforzé la sospecha de una
posible anemia aplasica, por lo que se cambid el tratamiento de azacitidina por terapia
inmunosupresiva y su recuento hematoldgico en sangre periférica se recuperd casi a niveles

normales.

Caso 2. Paciente de 16 afios con pancitopenia y un clon de HPN en serie roja de 0.58% (0.48%
HPN Tipo Ill, 0.10% HPN Tipo II) al diagndstico, tras una transfusion de sangre. En los granulocitos
se hallé un clon de 15.6% para neutrofilos y 10.6% para monocitos. No se encontraron evidencias
de hemdlisis, por lo que el paciente fue diagnosticado con anemia aplasica severa.
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Figura 8. Clon de HPN en serie blanca y serie roja al diagndstico del paciente.

Al carecer de un donante compatible, se realizd tratamiento con terapia inmunosupresiva
logrando una respuesta hematoldgica completa con médula normocelular a los 6 meses,
momento en el que el clon de HPN representaba un 1.4% de los neutréfilos y un 1.2% de
monocitos. El clon de HPN se monitorizé cada 6 meses.
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Figura 9. Clon de HPN en serie blanca y serie roja tras 2 afios al diagndstico, en la que se observa un mayor tamafio
que en el diagndstico, en la figura 8.

A los 18 meses el paciente volvié a presentar pancitopenia por lo que se reanudd la terapia
inmunosupresiva. A los dos afios se realizé la determinacién de HPN, detectandose un clon de
HPN en serie roja de 22% y en serie blanca de 82% para neutréfilos y 79% para monocitos. El
elevado tamafio del clon era superior al esperado en una recidiva de anemia aplasica severay,
al hallarse una LDH elevada y una médula ésea hipercelular, se considerd una posible conversidon
a HPN. El paciente fue tratado con Eculizumab, que logré resolver la anemia y alcanzar una
remisién completa de HPN a los 9 meses.

Conclusiones

La Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna es una enfermedad sistémica con una clinica muy
diversa, en algunos casos sin hemoglobinuria objetivable, y puede estar asociada a otras
patologias con fracaso medular, por lo que resulta imprescindible tenerla presente en el
diagnéstico diferencial de otras enfermedades que puedan cursar con sintomatologia similar. La
citometria de flujo es la técnica de eleccidn para el diagndstico, clasificacién y monitorizacidn de
pacientes con Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna. Por tanto, la solicitud de este estudio
puede resultar esencial para estos pacientes, ya que el tratamiento con Eculizumab ha
demostrado ser eficaz mejorando la hemdlisis, la anemia y la calidad de vida del paciente,
ademas de disminuir la tasa de eventos trombdticos.
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Facultativo de citometria de flujo
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