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>>> La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es una enfermedad rara en la que los
glébulos rojos se descomponen debido a un defecto en su membrana que da lugar a una
anemia hemolitica crénica. La primeradescripcion de esta enfermedad data de 1882. Se origina
por mutacidn del gen PIGA en una célula progenitora hematopoyética,y un microambiente

medular hipoplasico anormal. Al coexistir ambos factores, pueden proliferar los clones HPN.
En el siguiente trabajo se muestralaimportanciaenlaincorporaciéon de latécnica de citometria
de flujo multiparamétrica (CFM) de alta resolucidn, para el diagndstico y seguimiento de la
enfemedad y la importancia de la buena comunicacién medico bioquimico para arribar
rapidamente aundiagndstico correcto.
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> >> RESUMEN

La HPN es una enfermedad clonal adquirida,
no maligna, que se origina por mutacion del gen PIGA
en una célula progenitora hematopoyética, lo que
determina la ausencia total o parcial de miltiples
proteinas que se unen a la membrana a través del
ancla glicosilfosfatidilinositol (GPI). Nuevas
estrategias de analisis y nuevas moléculas permiten
una mayor sensibilidad en la deteccidon de clones
pequefos. Nuestro objetivo fue estudiar la incidencia
de clones HPN por CFM en distintos centros del pais y
destacarlaventajade protocolos estandarizados, con
nuevas moléculas, en la deteccidon de clones HPN al
diagndstico. Para ello se analizaron 832 muestras de
sangre periférica (SP) pertenecientes a pacientes de
8 laboratorios de distintos puntos geograficos, del
afio 2013 al 2017, que habian sido evaluados para la
identificacion de clones HPN por citometria de flujo.

Los clones HPN fueron identificados y cuantificados
en la poblacién de neutrdfilos y monocitos segun la
expresion de moléculas ancladas por GPI como CD14,
CD66b, CD24, CD157,CD16y FLAER y enlos gldbulos
rojos (GR)segun laexpresiénde CD59.

Se evaluaron 832 muestras, en 189 (22,72%) se
hallaron clones HPN. Los diagndsticos presuntivos
fueron de: HPN en 279 muestras (33,53%), aplasia
medular en 73 (8,77%), citopenias en 131 (15,75%),
trombosis en lugares atipicos en 83 (9,98%), anemias
en 170 (20,43%) y en 96 muestras no se especificé el
diagndstico (11,54%). Los clones mas pequeios (<10%)
representaron el 8,65% de las muestras (72/832) y
fueron hallados con mayor frecuencia en pacientes
con sospecha diagndstica de aplasia medular (36,11%),
citopenias (25,00%), y HPN (22,22%). Los clones
medianos (>10%-<50%), detectados en 3,85% de las
muestras (32/832), tuvieron principalmente sospecha
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de HPN. Los clones >50%, -10,22% de las muestras
(85/832)-se encontraron fundamentalmente en HPN.
Se observé unaumento en el nimero de pesquisas en
pacientes con diferentes citopenias con respecto a
afios anteriores, con hallazgos de clones pequefios,
gracias a los nuevos protocolos, que mostraron
mayor sensibilidady especificidad.

En cuanto a la gestion del proceso de
comunicacion entre médico-bioquimico, se destaca
una disminucion en el porcentaje de pacientes que
venian sin diagndstico (41% al 2013, a 11,54% al 2017).
Esto ayuda en la interpretacion de los resultados y en
el conocimiento de laenfermedad.

Palabras claves: hemoglobinuria paroxistica
nocturna, gen PIGA, citometria de flujo.

>>> INTRODUCCION

La hemoglobinuria paroxistica nocturna
(HPN) es una enfermedad poco frecuente, no
maligna, originada por un trastorno clonal adquirido
de la célula precursora hematopoyética causado por
una mutacién somdtica en el gen
fosfatidilinositolglucano clase A (PIGA). Este gen
codifica una proteina involucrada en la sintesis de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), que sirve como anclaje
a muchas proteinas de la membrana celular. La
expresion parcial o ausencia de estas proteinas,
unidas a la membrana celular a través del ancla GPI,
provoca, entre otras cosas, un aumento de la
sensibilidad a la destruccién celular mediada por el
complemento(1,2), causando la anemia hemolitica
caracteristica de esta enfermedad. La HPN es una
enfermedad sistémica que puede involucrar a varios
érganos, como higado, rifién, pulmdn, sistema
nervioso central y/o corazdn, y se caracteriza
principalmente por hemdlisis intravascular,
trombosis y falla medular (3,4). La citometria de flujo
multiparamétrica (CFM) es el método de eleccidén
para el diagndstico de la enfermedad, ya que permite
identificar y cuantificar clones HPN con alta
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sensibilidad, evaluando la expresién de las proteinas
ancladas al GPI en poblaciones de neutrdfilos,
monocitos y gldbulos rojos aun en pacientes
asintomaticos(5,6). En la actualidad, varias guias
internacionales recomiendan el estudio de clones
HPN por citometria de flujo en pacientes que
presentan hemdlisis intravascular, trombosis ensitios
inusuales, citopenias idiopaticas y pacientes con
aplasia medular o con mielodisplasia hipoplasica(3,7-
9,13).El objetivo de este trabajo fue estudiar Ia
prevalencia de clones HPN por CFM en nuestro paisy
destacarlaventajade protocolos estandarizados, con
nuevas moléculas, en la deteccidon de clones HPN al
diagndstico.

>>> MATERIALY METODOS

Se analizaron 832 muestras de sangre
periférica (SP) pertenecientes a pacientes con
criterios clinicos para HPN y que fueron evaluados en
8 laboratorios de distintos puntos geograficos del
pais desde el 2013 a la fecha. Las muestras de sangre
periférica fueron recolectadas en EDTA y estudiadas
dentrodelas 24 hs. En el estudio por CFM se utilizaron
citémetros de 3, 4 u 8 canales (FACSCan, FACS
Calibur, FACS Cantoll de Becton Dickinson) y se
analizaron los datos con los programas Paint-a-Gate o
Infnicyt. Para el estudio de gldbulos blancos (GB) se
realizé una inmunomarcacion directa con paneles de
anticuerpos monoclonales que permiten la
identificaciéon de las poblaciones de neutrdfilos y
monocitos (CD45, CD15, CD33, CD64) combinados
con anticuerpos monoclonales que identifican
moléculas ancladas por GPI (CD157, CD14, CD24,
CD66b,CD16) y FLAER (molécula que se une
directamente al GPI). Luego de una incubacidén de 15
minutos en oscuridad, los eritrocitos fueron lisados
con FACSLysis. Previo a la adquisicidn, se realizé un
lavado con PBS/Albumina. Los glébulos rojos (GR) se
evaluaron porinmunomarcaciéon directa utilizando un
panel de anticuerpos monoclonales. Glicoforina A
FITC (CD235A) para identificar la poblacion de GR y
CD59PE (clon MEM-43) para evaluar el clon HPN.
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Luego delaincubacién de 15 minutos en oscuridad, se
realizaron dos lavados con PBS, sin albimina, previo a
laadquisicién

Para considerar positivo el hallazgo de un clon
HPN se tomaron criterios internacionales (13):
hallazgo de 2 0 mas poblaciones con ausencia total o
parcial de 2 o mas moléculas ancladas por GPI, o
ausenciatotal o parcial de expresionde FLAER

>>> RESULTADOS
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pacientes consospechade HPN (59,38%) (Figura 2)
Prevalencia de clones >50%

Los clones HPN de mayor tamaino (>50%) se
identifcaron en un 10,22% de las muestras evaluadas
(85/832). El 68,24% de las muestras correspondierona

pacientes con HPN (Figura 3).

> > Figuras1y2

Incidencia de clones < 10%
De las 832 muestras estudiadas, 189
presentaron clones HPN, con una prevalencia del
22,72%. Las sospechas diagndsticas, segun los datos B Aplasias
enviados por los médicos en la solicitud de estudio, B Citopenias
fueron: 279 HPN (33,53%), 73 aplasia medular (8,77%), Anemias
131 citopenias (15,75%), 83 trombosis en lugares Lo
atipicos (9,98%), 170 anemias (20,43%), 96 sin
diagndstico (11,54%). La evaluacion del tamafio del ¥ Trombosts
clon (<10, >10-<50 y >50) con las diferentes sospechas o sb
diagndsticasregistradas se muestranenlatabla.
Figura 1
Prevalencia de clones <10% Incidencia de clones > 10 -< 50%
Los clones HPN mas pequefios (<10%) se
registraron en el 8,65% de las muestras (72/832) y
. . 1 Aplasias
fueron hallados, con mayor frecuencia, en pacientes
con sospecha diagndstica de aplasia medular H Citopenias
(36,11%),citopenias (25,00%) y HPN (22,22%) (Figura1). | Anemias
‘ HPN
Prevalencia de clones >10y <50 % B Trombosis
fsD
Clones HPN con un tamafo entre 10% y 50%
seidentifcaron en el 3,85% de las muestras
(32/832).Fueron mas frecuentes en las muestras de
Figura 2
> > Tabla1
Rangos Aplasias Citopenias Anemias HPN SD Trombosis Total
<10 26 (36,11%) 18 (25,00%) 7(9,72%) | 16 (22,22%)| 3 (4,17%)| 2 (2,78%) | 72 (8,65%)
>10-<50 | 4 (12,50%) 3(9,38%) 4(12,50%)| 19 (59,38%)| 2 (6,24%)| 0 (0%) 32(3,85%)
>50 7 (8,24%) 5 (5,88%) 8 (9,40%) | 58 (68,24%)| 6 (7,06%)| 1(1,18%) | 85(10,22%)




> > Figura 3

Incidencia de clones > 50%
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>>> DISCUSION

La HPN es una enfermedad clonal poco
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frecuente con manifestaciones clinicas variadas y
multisistémicas. Algunos individuos pueden
presentar sintomas leves, sin embargo otros
pacientes tienen un gran deterioro en su calidad de
vida y/o compromisos graves que pueden causarle la
muerte. En los ultimos afios se han desarrollado
importantes avances, tanto en el manejo terapéutico
de esta enfermedad con el bloqueo del complemento
(que disminuyen el riesgo de complicaciones graves y
mejoran la calidad de vida(10)), como a nivel
diagndstico y de seguimiento con el aporte de la
citometria de flujo multiparamétrica(13) que permite
el uso de técnicas de alta sensibilidad para la
identificacion de clones muy pequefios en pacientes
asintomaticos o con patologias hematoldgicas
asociadas como la anemia aplasica y la
mielodisplasia(11,12). En nuestro estudio la
prevalencia de clones HPN positivos fue del 22,72%.
Nosotros observamos un aumento en el nimero de
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pesquisas en pacientes con diferentes citopenias, con
hallazgos de clones pequefios, gracias a los nuevos
protocolos estandarizados y a la incorporacién de
nuevas moléculas como CD157 (ectoenzima que
pertenece a la familia de CD38) y FLAER (variante de
la proaerolisina conjugada con fluorescencia con
capacidad de unién a GPI) que muestran una mayor
sensibilidad y especificidad.

En cuanto a la gestion del proceso de
comunicacidn entre médico y bioquimico, se destaca
una mejora en el suministro de datos en estos
ultimos 4 anos, ya que se vio una disminucion en el
porcentaje de pacientes que venian sin diagndstico
(41% al 2013, 11,54% al 2017). Esto ayuda en la
interpretacion de los resultados y en el conocimiento
delaenfermedad.
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