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Resumen

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es
una enfermedad clonal adquirida causada por una
mutacion somatica en el gen PIG-A (fosfatidilinosi-
tolglicano-clase A) localizado en el brazo corto del
cromosoma X (Xp22.1). La mutacién ocurre a ni-
vel de la célula precursora hematopoyética, y el gen
afectado codifica para una proteina involucrada en la
sintesis del glicosilfosfatidilinositol (GPI). El resul-
tado de esta mutacion es una deficiencia parcial o to-
tal en la expresion de proteinas normalmente ancla-
das a la superficie de la membrana celular via GPIL.
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Las manifestaciones clasicas de la enfermedad son:
anemia por hemolisis intravascular, episodios de
hemoglobinuria, falla medular con citopenias peri-
féricas y fenomenos tromboembolicos, con frecuen-
cia en sitios inusuales.

Los distintos signos y sintomas que se presentan
tienen gran impacto en la calidad de vida de los pa-
cientes, por lo que un diagnoéstico correcto es de vi-
tal importancia. Actualmente, la citometria de flujo
multiparamétrica es la metodologia de eleccion para
detectar y seguir al paciente con HPN.
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Abstract

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is
an acquired clonal disease caused by a somatic
mutation in the PIG-A gene (phosphatidylinosi-
tol glycan-class A) located on the short arm of X
chromosome (Xp22.1). The mutation occurs at a
hematopoietic precursor cell, and the affected gene
encodes a protein involved in the glycosyl phos-
phatidylinositol (GPI) synthesis. The result of this
mutation is a partial or total deficiency in the ex-
pression of those proteins that are usually attached
to the cellular membrane surface by the GPI anchor.

Introduccion
Actualmente, la citometria de flujo multiparamétri-
ca (CFM) se utiliza como método de diagnoéstico y
seguimiento de los pacientes que presentan distintas
manifestaciones clinicas de la enfermedad por pre-
sentar ventajas tales como precision, rapidez y ma-
yor sensibilidad respecto de las técnicas utilizadas
tradicionalmente. Asi pueden clasificarse distintos
tipos celulares en funcion de la expresion de protei-
nas ancladas a membrana por GPI:

Tipo I: sin déficit, normal

Tipo II: déficit parcial

Tipo III: déficit total

El diagndstico requiere demostrar el déficit de ex-
presion de 2 6 mas proteinas asociadas a GPI en 2 6
mas lineas celulares hematopoyéticas distintas. Ac-
tualmente, la recomendacion es evaluar en primer
instancia, los neutrofilos y monocitos, y posterior-

The classic manifestations of the disease include
intravascular hemolytic anemia, episodes of hemo-
globinuria, bone marrow failure with peripheral cy-
topenias and thromboembolic phenomena, often in
unusual places.

The different signs and symptoms that experience
these patients have great impact on their quality of
life, hence a correct diagnosis is vital. Currently,
multiparametric flow cytometry is the methodology
of choice to detect and monitor patients with PNH.

mente eritrocitos®?.

En el presente trabajo se presenta una estrategia
de combinacion de anticuerpos recomendable para
lograr una alta sensibilidad en el diagndstico de la
enfermedad.

Fundamento

El estudio de las proteinas asociadas a GPI debe
combinarse con marcadores que permitan la correc-
ta identificacion de las poblaciones celulares de in-
terés.

Una vez seleccionadas, se evalian marcadores que
resultan de utilidad como CD16, CD24, CD157 y
FLAER en neutrofilos, y CD14, CD157 y FLAER
en monocitos. Al comprobar la existencia del clon
HPN en las poblaciones anteriores, se estudia en se-
gunda instancia, la expresion de CD59 en eritroci-
tos?3 (Tabla 1).

Tabla 1. Anticuerpos para la identificacion de poblaciones y evaluacion de proteinas unidas via el anclaje GPI

Anticuerpo Clon recomendado Poblacién evaluada Funcion
CD64/CD45 6 CD33/CD45 No determinante Monocitos seleccion
CD15/CD45 No determinante Neutrofilos seleccion
FLAER Alexa 488 Neutrofilos y monocitos GPI
CD157 PE SY11B5 Neutrofilos y monocitos GPI
CD16 FITC 3G8 Neutrofilos GPI
CD24 PE ALB9 Neutrofilos GPI
CD14 PE MoP9 Monocitos GPI
CD235a FITC KC16 Eritrocitos seleccion
CD59 PE MEM-43 Eritrocitos GPI
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En los tltimos afios se ha avanzado significativamen-
te en el conocimiento de los mejores marcadores a
fin de aumentar la sensibilidad y la especificidad en
la busqueda de clones, cayendo en desuso algunos
anticuerpos tradicionales (CD55, CD66b, etc.). Ac-
tualmente, la mejor propuesta es la combinacion de
FLAER y CD157. El FLAER es un derivado fluo-
rescente de la toxina bacteriana aerolisina, que es
capaz de unirse directamente a GPI de distintas po-
blaciones leucocitarias, excepto en eritrocitos. Por
otro lado, el CD157 tiene la ventaja de permitir la
evaluacion simultdnea de dos poblaciones, neutro-
filos y monocitos. La inclusion de estos anticuerpos
ha logrado mejorar significativamente la sensibili-
dad de la técnica, permitiendo la clara identificacion
de pequefios clones!>¥,

Muestra y poblaciones de interés

La muestra de eleccion es sangre periférica anticoa-
gulada con EDTA procesada dentro de las 24 horas
de extraida.

Dado que la expresion de moléculas asociadas a GPI
se modifica a lo largo de la maduracion celular, la
busqueda de estos clones en médula 6sea debe evi-
tarse, precisamente por la presencia de formas mie-
loides en distintos estadios de diferenciacion.

Los granulocitos neutréfilos y monocitos son po-
blaciones representativas en sangre periférica y las
que suelen mostrar un mayor grado de afectacion
por su vida media corta. En cambio, los eritrocitos
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generalmente muestran un menor tamafio de clon
en relacion a los leucocitos, como consecuencia del
proceso de hemdlisis y probables transfusiones®.

Caso clinico

Mujer de 30 afos que consultd al Servicio de He-
matologia por presentar malestar general, astenia y
pancitopenia. Los resultados de laboratorio al mo-
mento fueron: leucocitos: 2300/mm?® (neutrdfilos:
13%, linfocitos: 86%, monocitos: 1%), hemoglobi-
na: 6.3 g/dL, hematocrito: 19%, plaquetas: 26.000/
mm?, reticulocitos: 2.1%, VSG: 50 mm/h, hierro:
125 ug/dL, transferrina: 265 ug/dL, saturacion de
transferrina 47%, LDH: 340 UI/L, bilirrubina to-
tal: 0.36 mg/dL, bilirrubina indirecta: 0.15 mg/dL,
bilirrubina directa: 0.21 mg/dL, prueba de Coombs
directa: negativa, serologias para VIH, VHB, VHC:
negativas, anticuerpos anti-ADN: negativo, anti-
cuerpos anti-AR: negativo.

La biopsia de médula 6sea mostré marcada hipoce-
lularidad con hipoplasia mieloide y megacariocitica
junto a diseritropoyesis con rasgos hipoplasicos.

La pancitopenia junto a una médula aplasica sugiere
la busqueda de clones HPN.

Finalmente, como se observa en la Figura 1, la com-
binacion de FLAER y CD157 en la busqueda de clo-
nes HPN por citometria de flujo detectd pequeios
clones (<1%) con alta sensibilidad representados en
neutrofilos, monocitos y eritrocitos que deberan ser
controlados en el tiempo.

Figura 1. Estrategia de analisis de clones HPN. Evaluacion de CD157 y FLAER en neutrofilos
y monocitos, y CD59 en eritrocitos
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Conclusion

La HPN es una enfermedad poco frecuente pero
que impacta seriamente en la calidad y esperanza de
vida de los pacientes, razones mas que suficientes
para aplicar metodologias que permitan un diagnos-
tico certero ante la sospecha de enfermedad. Con el
avance en el conocimiento de las distintas protei-
nas dependientes del anclaje GPI, se vuelve impres-
cindible el uso de determinados anticuerpos como
FLAER y CD157, puesto que permiten alcanzar una
alta sensibilidad y especificidad logrando identificar
casos de pequefios clones.
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