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Resumen del simposio

La hemogloginuria paroxistica nocturna (HPN), también conocida como sindrome de Marchiafava-Miche-
1li, es una hemopatia adquirida poco frecuente de la que atin quedan aspectos por conocer. Se presenta prin-
cipalmente en el adulto joven, aunque existen casos que debutan en la infancia o en la senectud. La HPN es
consecuencia de la expansion clonal no maligna de células progenitoras hematopoyéticas que han adquirido
una mutacién somatica en el gen pig-a (fosfatidil-inositol-glucano A), situado en el brazo corto del cromoso-
ma X. Como consecuencia de la misma, las células afectas son deficientes en una serie de proteinas que se
anclan a la membrana a través del glucosil-fosfatidil-inositol (GPI-AP). Entre ellas, se encuentran MIRL (in-
hibidor de la lisis reactiva de la membrana; CD59) y DAF (factor acelerador de la degradacién del comple-
mento; CD55). Estas glucoproteinas son reguladoras fisiolégicas de la actividad litica del complemento y su
déficit provoca la existencia hemolisis intravascular crénica, caracteristica de la HPN. Mas compleja es la ex-
plicacién fisiopatoldgica de la hipercoagulabilidad, la insuficiencia medular y la distonia de la musculatura
lisa que pueden presentan los pacientes.

La expresividad clinica de la HPN es muy variable, desde casos con escasa sintomatologia hasta casos muy
graves e incapacitantes. La supervivencia media de la HPN se sit(ia en torno a los 10-15 afios tras el diag-
néstico. Los fenémenos tromboembdlicos, caracteristicamente recurrentes y de localizacién atipica (abdo-
minal, visceral, cerebral, cutdnea), ocurren en casi la mitad de los pacientes y constituyen la principal cau-
sa de mortalidad de la enfermedad. El diagnéstico clasico de la HPN se ha basado en test que demuestran
el incremento de la sensibilidad de los hematies a la lisis mediada por complemento (Ham, sacarosa). Hoy
en dia, la demostracién del déficit de GPI-AP (CD55, CD59) en las células sanguineas por citometria de flu-
jo es el método de eleccidn y estd al alcance de la mayoria de los centros. Por el contrario, la identificacién
de mutaciones en el gen pig-a tiene unos requerimientos técnicos que la hacen irrealizable fuera de labora-
torios especializados. El tratamiento actual de los pacientes con HPN debe basarse en el mejor conocimien-
to fisiopatolégico de la enfermedad. La prevencién y el manejo precoz de ciertas circunstancias (infecciones,
esfuerzos fisicos, estrés, etc.) pueden evitar el desarrollo de un brote de hemolisis aguda, cuyo tratamiento
se basa en la hidratacién y los corticoides. El soporte trasfusional debe ser individualizado y juicioso, entre
otras razones porque puede ser el desencadenante de un brote hemolitico. La pertinencia o no del empleo de
anticoagulacién universal en los pacientes con HPN es un tema atn debatido. Si existe consenso en la con-
veniencia de la anticoagulacién permanente de los pacientes con antecedentes de trombosis o con factores
de riesgo protrombético adicionales, asi como en el empleo de tratamiento trombolitico precoz en el mane-
jo de las trombosis establecidas, siempre que sea posible.

En el futuro, la terapia génica, mediante la insercién de un gen pig-a normal, podria suponer la curacién
de la HPN. Sin embargo, en la actualidad, el Gnico tratamiento curativo de la enfermedad es el alotrasplante
hematopoyético. Debido a la morbimortalidad asociada a dicho procedimiento, la indicacién del trasplante
debe establecerse de forma cuidadosa, sobre la base de los factores de riesgo individuales de cada paciente.
El empleo de acondicionamientos de intensidad reducida puede reducir el riesgo del trasplante en algunos
pacientes. La reciente introduccién del eculizumab (anticuerpo monoclonal dirigido frente a la fraccién C5
del complemento) ha supuesto un importante avance en el manejo de los pacientes con HPN. La administra-
cién de eculizumab ha demostrado reducir, de forma muy significativa, no sélo la hemolisis intravascular y
los requerimientos trasfusionales, sino también los temidos fenémenos tromboembdlicos, con escasos efec-
tos secundarios. Con todo, ahora mds que nunca resulta necesario elaborar guias de actuacién clinica para
facilitar a los facultativos el manejo de los pacientes con esta infrecuente enfermedad.

En el presente simposio, un panel de expertos formado por el doctor J. L. Vives-Corrons (Hospital Clinico
de Barcelona), la doctora B. Vidriales (Hospital Universitario de Salamanca), el doctor J. Deeg (Fred Hutchin-
son Cancer Research Center de Seattle) y el doctor L. Luzzatto (Universidad de Firenze, Instituto Toscano
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de Tumores) revisa las bases moleculares, la fisiopatologia, el diagnéstico y el manejo de la HPN a la luz de
los conocimientos actuales de la enfermedad.
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Introduccion

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es
una enfermedad clonal de la hematopoyesis que, en-
tre otras manifestaciones clinicas, se caracteriza por
anemia hemolitica, hipercoagulabilidad e insuficien-
cia de la médula ésea. La HPN se origina por muta-
ciones somadticas adquiridas del gen PIG-A, a nivel
de la célula madre pluripotente, que se halla locali-
zado en el cromosoma X y codifica la sintesis de gru-
pos glicosilados fosfatidilinositol (GPI), necesarios
para el anclaje de ciertas proteinas (proteinas GPI) a
la membrana celular. Las proteinas GPI tienen funcio-
nes muy diversas, y su déficit explica la practica to-
talidad de las manifestaciones clinicas de la HPN. Un
ejemplo de proteinas GPI son los antigenos de mem-
brana CD55 y CD59, que inhiben la convertasa C3 y
la activacién de la cascada del complemento modu-
lando la actividad litica del complemento. Reciente-
mente, el hallazgo de un inhibidor del complemento
(eculizumab), potencialmente Gtil en pacientes con
HPN y hemolisis intensa, ha despertado un renova-
do interés por esta enfermedad. Igualmente ha sido
motivo de estudio la relacion entre HPN e insuficien-
cia medular, para cuya explicacién se han propuesto
varias hipdtesis. La mds aceptada es que la existen-
cia de mutaciones del gen PIG-A favoreceria la ex-
pansién clonal de las células madre sin proteinas GPI,
que predominarfan sobre las células madre normales,
evitando de esta forma el desarrollo de una insufi-
ciencia medular. Segtn esta hipétesis, la HPN consti-
tuirfa una alternativa al desarrollo de una aplasia me-
dular, enfermedad mucho mas grave. Igualmente, se
postula que la expansién de la clona HPN sélo es po-
sible cuando la mutacién PIG-A coexiste con una le-
sién inductora de insuficiencia medular. El diagnésti-
co de HPN exige demostrar un déficit de antigenos de
membrana en eritrocitos (CD55 y CD59), granuloci-
tos neutréfilos (CD55 y CD24) y monocitos (CD35
y CD14) mediante citometria de flujo y anticuerpos
monoclonales. Finalmente, no existe un tratamiento
especifico para la HPN, y éste se ha de adaptar a cada
paciente. El acceso a Internet facilita hoy dia la in-
formacién sobre aspectos generales de la enfermedad
(www.enerca.org) y registros informatizados (www.

pnhregistry.com).

Mecanismos etiolégicos y moleculares

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es
una causa de hemolisis intravascular con episodios
intermitentes de hemoglobinuria, trombofilia y alte-
raciones de la hematopoyesis'?. Su origen reside en
una mutacién somatica del gen fosfatidilinositol gli-
cano clase A (PIG-A) a nivel de la célula madre plu-
ripotente o progenitora de la hematopoyesis®, que
desencadena la proliferacién clonal de una linea celu-
lar con déficit del componente de membrana glicosil
fosfatidilinositol (GPI). El gen PIG-A se halla situado
en el cromosoma X y su funcién es sintetizar N-ace-
tilglucosaminil-fosfatidilinositol (GIcNAc-PI), un in-
termediario de la via metabdlica que interviene en la
sintesis del componente GPI*. El grupo GPI consti-
tuye el puente de unién entre las proteinas GPl y la
membrana celular, de manera que, cuando no exis-
te, no se puede efectuar tal unién (Figura 1). Recien-
temente se ha demostrado un déficit hereditario de
GPI en pacientes con un sindrome de Budd-Chiari,
valores muy elevados de lactatodeshidrogenasa séri-
ca (LDH) y ausencia de hemoglobinuria que obedece
a una mutacién del gen PIG-M®.

El mecanismo intimo de la hemolisis en la HPN re-
side en una activacién incontrolada de la cascada del
complemento en la superficie de eritrocitos como
consecuencia del déficit de proteinas GPI. Entre es-
tas proteinas destacan la DAF (decay accelerating fac-
tor) o CD55 y la CD59. La CD55 regula la actividad
de las convertasas C3 y C5, y la CD59 inhibe la for-
macién del complejo MAC6. Aunque las proteinas
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Figura 1. Mecanismo molecular del déficit de glicosil
fosfatidilinositol (GPI) en la HPN. El grupo GPI consta de

un fragmento glicosilado (glicosil) unido a una molécula de
fosfatidilinositol que forma parte estructural de la membrana
celular (bicapa lipidica). Las proteinas protectoras frente a

la actividad litica del complemento (proteinas GPI) se unen

al extremo periférico del grupo glicosil. En la HPN el defecto
adquirido del gen PIG-A impide la sintesis del grupo glicosil, con
lo que las proteinas GPI no pueden unirse a la membrana celular.
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CD55 y CD59 son hoy dia las mds implicadas en la
fisiopatologia de la HPN, existen muchas otras cuyo
déficit también se halla asociado a la HPN. Entre las
primeramente descritas destacan la acetil colinestera-
sa (AChE) eritrocitaria y la fosfatasa alcalina granulo-
citaria (FAG). Actualmente se conocen mds de vein-
te de estas proteinas, pero sélo las que se unen a la
membrana celular mediante grupos GPI tienen im-
portancia fisiopatoldgica en la HPN (Tabla 1).

Un hecho muy llamativo es que, en la sangre de pa-
cientes con HPN, las poblaciones celulares con déficit
de proteinas GPI coexisten con células normales (mo-
saicismo) y que estas poblaciones surgen como con-
secuencia de mutaciones somadticas que no se perpe-
tdan. Debido a ello, aunque las células HPN poseen
caracter clonal, no adquieren propiedades proliferati-
vas; mds bien al contrario: en algunos casos, su pre-
sencia resulta ventajosa para el paciente, ya que im-
pide el desarrollo de una insuficiencia medular, de
prondstico mucho maés grave.

La presencia de mutaciones del gen PIG-A supone
un hallazgo constante en los pacientes con HPN, por
lo que constituye un criterio diagnéstico de gran va-
lor. No obstante, debido a los requerimientos tecno-
légicos que implica su estudio, sélo se halla al alcance
de laboratorios especializados o de investigacién.

La hemolisis es la caracteristica clinica mds des-
tacada de la HPN, cuya intensidad puede variar en
funcién del mosaicismo presente en cada paciente
o fase evolutiva de la enfermedad’. De acuerdo con
la sensibilidad a la lisis mediada por el complemen-
to, los eritrocitos de la HPN se han clasificado en tres
grupos®:

1. HPN-1, con sensibilidad normal o practicamente
normal.

2. HPN-II, con sensibilidad intermedia (de 3 a 5 veces
superior a la normal).

3. HPN-III, con sensibilidad elevada (de 15 a 20 veces
superior a la normal).

A su vez, los eritrocitos HPN III pueden dividirse
en dos subgrupos —Illa y IIIb—, de los cuales el pri-
mero es el mds sensible a la lisis por complemento.
E1 78% de los pacientes con HPN exhiben una mez-
cla de células HPN I y III. En cualquier caso, las pro-
porciones entre las células HPN I, HPN II y HPN III
suelen mantenerse estables durante mucho tiempo, y
sélo al inicio de la enfermedad o durante la recupera-
cién espontanea pueden observarse variaciones en las
mismas. Las células HPN III muestran, ademas, una
mayor susceptibilidad a la lisis por el complemento
C5b-9, lo que explica por qué son alin mas propensas
a la destruccién que las HPN II. Esta variable sensibi-
lidad a la lisis se corresponde con diferencias cuanti-
tativas en la expresién del DAF y el ILRM.

Si bien el déficit de proteinas GPI explica practica-
mente todas las manifestaciones clinicas de la HPN,
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su relacion con la insuficiencia medular no es tan evi-
dente, y probablemente implica un mecanismo mds
complejo y multifactorial. La teoria més aceptada es
la de la patogénesis dual, segtn la cual la HPN seria
el resultado de la coexistencia de dos factores: la in-
suficiencia medular y la mutacién somatica del gen
PIG-A. Sélo cuando ambos factores coexisten en un
mismo individuo, el clon HPN se haria dominante
en la médula dsea y se produciria un predominio de
células hematopoyéticas HPN (con déficit de protei-
nas GPI), causantes del desarrollo del cuadro clinico
caracteristico de la enfermedad. Por el contrario, las
mutaciones aisladas del gen PIG-A no permitirian la
expansién del clon HPN;, con lo que la enfermedad
se autolimitaria y su expresividad clinica seria mini-
ma o practicamente inexistente. Es de sefialar que en
el primer caso la expansién del clon HPN desplazaria
a la hematopoyesis normal, con lo que, si bien indu-
cirfa hemolisis y trombofilia, ejerceria un efecto pro-
tector frente a la aplasia medular, enfermedad de la
médula 6sea mucho mads grave que la HPN*'°. Exis-
te también otra teoria'!, segln la cual la expansién
del clon HPN dependeria de factores externos, étni-
cos o ambientales, que de alguna forma lesionarfan
la médula 6sea y favorecerian la expansién del clon
HPN (Figura 2).

Aspectos fisiopatologicos y formas clinicas

De acuerdo con sus mecanismos fisiopatolégicos, la
expresividad clinica de la HPN es variable, siendo las
manifestaciones mads caracteristicas el dolor abdomi-
nal, la disfagia y la impotencia, a las que se suele ana-
dir un estado de letargia persistente que depende de
la intensidad de la hemolisis intravascular. Esta de-
pende a su vez de tres factores:

1. El porcentaje de poblacién clonal con déficit de
proteinas GPI, concretamente de las proteinas re-
guladoras del complemento CD55 y CD359 (célu-
las HPN), que condiciona la intensidad del cuadro
hemolitico, principal manifestacién clinica de la
HPN.

2. La ausencia del receptor celular activador del plas-
mindgeno (UPAR) con descenso de la fibrinolisis
que, acompafnada de hipercoagulabilidad y activa-
cién de las plaquetas, favorece el desarrollo de fe-
némenos trombéticos, principal causa de morbili-
dad y mortalidad de la enfermedad.

3. La asociacién a una lesién medular causante de in-
suficiencia grave de la hematopoyesis. Segun el
predominio e interaccién de estos diferentes facto-
res, la HPN puede presentarse bajo tres formas cli-
nicas: a) HPN cldsica; b) HPN asociada con citope-
nia; ¢) HPN subclinica (HPNsc).



XLIX Reunién Nacional de la AEHH y XXIII Congreso Nacional de la SETH. Simposios

Tabla 1. Proteinas GPI de mayor interés fisiopatologico
en la HPN

Factor acelerador de la degradacion del complemento (DAF, CD55)
Proteina que modula o controla la activacion del complemento mediante
union a los fragmentos C3b o C4b y su degradacion mediante activacion
de la convertasa C3. Su déficit produce un mayor tiempo de accion del
complemento sobre la membrana celular, favoreciendo su efecto citolitico
Inhibidor de la lisis reactiva de la membrana (ILRM, CD59)

Proteina que inhibe la citolisis mediante bloqueo de la unién del complejo
|itico del complemento a la membrana (C5b-9)

Receptor Fc-llla (CD16)

Proteina que se expresa en la superficie de los granulocitos neutrdfilos y se
une a la fraccion Fc de la IgG. Su ausencia en la HPN puede contribuir a la
susceptibilidad de estos pacientes a las infecciones

Receptor activador del plasmindgeno (uPAR)

Se une con la uroquinasa activando el plasmindgeno a plasmina e iniciando
la fibrinolisis. Su déficit al disminuir la fibrinolisis favorece la aparicion de
fenémenos trombdéticos

CDw52 (Campath-1)

Es una proteina que se localiza en la membrana de linfocitos, monocitos

y granulocitos neutrofilos. Es responsable de la activacion linfocitaria Ty
también del complemento, con lo que favorece la lisis de células T. f) Factor
de restriccion homéloga (C8bp). Proteina que actia mediante con el C8 y
protege a las células frente a la accion litica del propio complemento. Esta
accion desaparece en la HPN

HPN clasica

Consiste en un sindrome hemolitico crénico, gene-
ralmente de inicio insidioso y, casi siempre, sin es-
plenomegalia palpable. Suele mantenerse estabili-
zado durante largos periodos de tiempo o presentar
crisis de agudizacién intensas (paroxisticas) durante
el suefio (nocturnas). Con menor frecuencia, pueden
aparecer también como consecuencia de situaciones
de estrés diversas, como infecciones, esfuerzo fisico,
intervenciones quirdrgicas y otras. Las crisis de agu-
dizacién suponen un agravamiento del cuadro ané-
mico, con aparicidn de cefaleas, fiebre, dolores abdo-
minales o lumbares y, practicamente siempre, orinas
oscuras (hemoglobinuria). Durante la fase crénica de
la enfermedad, las pequefas cantidades de hemoglo-
bina que atraviesan el filtro glomerular son fijadas por
las células epiteliales del tibulo, que acumulan hierro
en su citoplasma bajo forma de hemosiderina. Esta
puede ser facilmente visualizada mediante la tincién
del hierro (tincién de Perls) del sedimento urinario,
fenémeno conocido con el nombre de hemosidetinutia
(Figura 3). Tan frecuente es la pérdida crénica de he-
moglobina (y, por tanto, de hierro) por la orina que la
HPN suele venir acompafada de un estado de ferro-
penia latente de gran valor para su orientacién diag-
nostica.

Junto a la anemia hemolitica, la HPN clésica sue-
le incluir otras manifestaciones clinicas cuya presen-
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Figura 2. Esquema de las dos teorias (A y B) existentes para explicar
el mecanismo etiopatogénico de la HPN y su relacién con la aplasia
medular. En ambos casos existiria una lesion previa de la médula
6sea (MO) que induciria el desarrollo de una aplasia medular;

pero mientras que, segln el modelo A, la MO ya tendria células
hematopoyéticas con el defecto HPN antes de la agresion, en la
teoria B las células HPN aparecerian también como consecuencia de
la misma. En cualquier caso, la expansion clonal ulterior de células
hematopoyéticas HPN protegeria frente al desarrollo de la aplasia
medular, mucho mas grave.

Figura 3. Imagen caracteristica de la tincion del hierro (tincion
de Perls) del sedimento urinario en un paciente con HPN.
Obsérvense los caracteristicos aglomerados de hemosiderina
procedentes del interior de las células tubulares del riiion
descamadas (hemosiderinuria).

cia facilita también el diagnéstico de la enfermedad.
Entre ellas destacan los fenémenos trombéticos, in-
fecciones de repeticién, hemorragias y afectacion re-
nal (Tabla 2). El tromboembolismo venoso se pre-
senta entre el 12 y el 40% de los casos de HPN y es
una de sus complicaciones mds temidas, ademas del
peor factor prondstico?. La mayoria de las trombo-
sis son intraabdominales, principalmente de las ve-
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Tabla 2. Manifestaciones clinicas que pueden observarse
en la HPN clasica

Sindrome anémico (35%)
Hemoglobinuria (26%)
Hemorragias (18%)

Aplasia medular (13%)

Trastornos gastrointestinales (10%)
Anemia hemolitica (9%)
Ferropenia (6%)
Tromboembolismo (6%)
Infecciones (5%)

Trastornos neuroldgicos (5%)

Otras:
Disfagia
Odinofagia
Impotencia
Disfuncién renal

nas hepdtica y mesentérica, siendo la mas frecuente
y grave la trombosis de la vena hepaética o sindro-
me de Budd-Chiari®®. En general, aparece coincidien-
do con una crisis hemolitica y se caracteriza por do-
lor abdominal intenso, hepatomegalia blanda, ascitis
y una marcada alteracién de las pruebas hepaticas. El
mecanismo de la trombofilia en la HPN se descono-
ce, aunque se considera multifactorial. Por un lado,
se ha postulado que la hemoglobina libre del plasma,
presente siempre en estos pacientes, contribuiria a la
activacién plaquetaria y, con ello, a la trombosis!*. La
accién de la hemoglobina libre sobre la funcién pla-
quetaria se atribuye a su efecto neutralizante del éxi-
do nitroso (ON), un potente inhibidor de la agrega-
cién plaquetaria. El hiperconsumo de ON en la HPN
podria ser también la causa de otras manifestaciones
clinicas relacionadas con la distonia muscular (disfa-
gia e impotencia). Otro mecanismo podria ser el pro-
pio déficit de CD59, que protege a las plaquetas con-
tra la formacién de microvesiculas, lo que facilitaria
la aparicién de fendmenos trombéticos. Otras mani-
festaciones —como, por ejemplo, las infecciones— se
atribuyen a defectos cuantitativos o cualitativos de
linfocitos y leucocitos debido a su elevada sensibi-
lidad a la lisis mediada por complemento y a la dis-
minucién en la expresién de proteinas GPI (FcdRllla,
CD16 y CD55), que intervienen en la quimiotaxis y
fagocitosis.

Las complicaciones hemorragicas suelen ser una
consecuencia de la intensa trombocitopenia que en
ocasiones acompafa a la HPN, por lo que constitu-
yen también una importante causa de morbilidad y
mortalidad de la enfermedad®. Un 3%, aproxima-
damente, de los pacientes con HPN muestran insufi-
ciencia renal moderada o intensa atribuible a las crisis
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hemoliticas o microtrombosis de las vénulas renales.
Cursa con hematuria, proteinuria, hipertensién o de-
terioro de la capacidad de concentracién de la orina.
Su recuperacién es generalmente espontdnea y sin
secuelas.

Finalmente, es de sefialar que la HPN puede apa-
recer también en nifios y j6venes de edad no supe-
rior a los 20 afios, lo que, debido al desconocimiento
que se tiene de la enfermedad (la HPN es una de las
llamadas “enfermedades raras”), explica que muchas
veces pase inadvertida o permanezca durante mucho
tiempo sin diagnosticar o mal diagnosticada®. A ello
contribuye el que a esta edad exista un predominio
del sindrome hemolitico sobre la presencia de fend-
menos trombdticos y que la hemoglobinuria sea una
manifestacién poco habitual. Con todo, un trabajo
reciente realizado sobre un nimero significativo de
pacientes con HPN juvenil sefala la relativa frecuen-
cia de aplasia de médula ésea como primera manifes-
tacién clinica de la HPN™.

HPN con citopenia

En esta forma clinica, el sindrome hemolitico es prac-
ticamente inexistente y la HPN se caracteriza por
leucopenia o trombocitopenia, también de evolucién
prolongada. El examen de la médula ésea muestra, en
general, un patrén morfolégico compatible con hipo-
plasia o aplasia celular o, mds rara vez, mielodisplasia
o mielofibrosis. Aunque —cuando existe— la hemolisis
constituye un criterio clinico altamente orientativo,
el patrén morfolégico de la médula 6sea puede des-
viar la atencién hacia otras hemopatias, como, por
ejemplo, la aplasia de médula ésea (AMO) en fase
inicial, un sindrome mielodispldsico (SMD) de tipo
anemia refractaria con displasia multilineal (ARDM)
o una mielofibrosis de dificil catalogacién. Asi se ha
demostrado que, a lalarga, entre el 10 y el 25% de los
pacientes con HPN pueden desarrollar una AMO, y
que entre un 9 y un 13% de los pacientes con AMO
presentan HPN como complicacién tardia'é. Por ello,
ante la sospecha de esta forma clinica de HPN, deben
realizarse todos los estudios pertinentes para contfir-
mar o descartar su diagndstico (Tabla 3).

HPN subclinica

En HPN subclinica (HPNsc) no hay hemolisis, y el Gni-
co dato orientativo es la presencia de un porcentaje
muy reducido de eritrocitos o granulocitos con déficit
de proteinas GPI (CD55 o CD59). En general, cons-
tituye un fendmeno asociado a formas de insuficien-
cia medular grave, como la aplasia de médula ésea
(AMO) o ciertos SMD con intensa anemia. La AMO
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Tabla 3. Estudios imprescindibles en el diagnéstico de la HPN
con citopenia

Historia clinica

Investigacion de hemoglobinuria, trombofilia, disfagia, odinofagia, dolor
abdominal e impotencia

Citometria de flujo

Andlisis de la proporcion de subpoblaciones eritrocitarias HPN (I, Il'y Ill)
Anélisis del porcentaje de granulocitos neutrdfilos con déficit de GPI
Bioquimica sérica

Estudio completo del hierro (ferritina, sideremia e IST)

Creatinina y pruebas de funcionalismo renal

Eritropoyetina

Orina

Hemosiderinuria

Médula ésea

Regeneracion eritroblastica con signos morfoldgicos de diseritropoyesis

es una enfermedad estrechamente relacionada con la
HPN, ya que entre un 10 y un 75% de los pacientes
muestran células con déficit de proteinas GPI en sus
fases iniciales. Este fenémeno, descrito como sindro-
me HPN/anemia apléstica, se caracteriza por una dis-
minucién in vitro del nimero y funcién de las células
progenitoras que afecta por igual a clones celulares
normales y deficientes?. Su interés clinico reside en
que la presencia de una pequefa poblacién de célu-
las HPN en pacientes con AMO mejora su respuesta
al tratamiento con inmunosupresores'®. La frecuente
deteccién de clonas celulares con déficit de proteinas
GPI en pacientes con AMO sugiere la posible aso-
ciacién de la insuficiencia medular con un mecanis-
mo inmune, ya que en estos pacientes se ha demos-
trado un elevado nimero de linfocitos T supresores
activados capaces de inducir apoptosis de las células
CD34+ (células madre) y, con ello, insuficiencia me-
dular. De acuerdo con esta hipdtesis, se ha sugerido
la existencia de vinculos patogénicos comunes entre
AMO y HPN a través de alguna proteina GPI capaz
de actuar como responsable de la agresién inmunolé-
gica de los precursores hematopoyéticos®.

El diagnéstico de las HPNsc requiere el empleo de ci-
tometria de flujo de alta sensibilidad, que permite de-
tectar menos de un 1% de células (eritrocitos o leuco-
citos) con déficit de proteinas GPI (Figura 4).

Procedimientos diagnésticos

El signo guia de la HPN es la hemoglobinuria (ori-
nas oscuras), aunque, en general, el clon de células
HPN no alcanza la proporcién necesaria como para

“1 Control normal
2] Sin déficit de GPI

w10 e e
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O ———————— e

L B Paciente con HPNsc
M | 0,05% de eritrocitos
) : sin GPI

2] Paciente con HPNsc
% 0,50% de eritrocitos
A sin GPI

3
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Figura 4. Analisis de proteinas-GPl mediante citometria de flujo
de alta sensibilidad en un control normal y pacientes con HPN
y bajo porcentaje de eritrocitos deficientes (eritrocitos-HPN).
(Modificada de Blood 2005; 106: 3699.)

producir una hemolisis tan intensa capaz de colorear
la orina. Por ello, un signo practicamente constante
en la HPN, y que refleja la presencia de hemolisis in-
travascular crénica, es la hemosiderinuria, debida a
la eliminacién de pequefias cantidades de hemoglo-
bina por el rifdn que, al ser reabsorbidas por las cé-
lulas del tibulo, se degradan a hemosiderina (hemo-
siderinuria). Como se ha mencionado en el apartado
anterior, la hemosiderinuria se visualiza muy facil-
mente mediante tincién de Perls del sedimento uri-
nario (Figura 3); esta técnica ha sido, durante muchos
afios, junto a la llamada prueba de Ham-Dacie o de la
hemolisis en suero acidificado, el Gnico arsenal diag-
néstico de HPN?. Aunque estas pruebas contintan
siendo ampliamente utilizadas en la préctica clinica,
la confirmacién diagnéstica de HPN requiere siem-
pre la demostracion del déficit de proteinas GPI me-
diante citometria de flujo?'. La prueba de la hemolisis en
medio dcido consiste en incubar los eritrocitos del pa-
ciente a 37 °C frente al propio suero y un suero ho-
mélogo acidificados y demostrar la aparicién de he-
molisis. Se solia complementar con la prueba de la
sacarosa, algo mds sensible pero menos especifica,
consistente en incubar los eritrocitos en presencia de
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una solucién de baja fuerza idnica (sacarosa), cuyo
efecto es similar al de la acidificacién. Otras pruebas
también utilizadas durante afios en el diagndstico de
la HPN, aunque menos que las anteriores, son las fos-
fatasas alcalinas granulociticas (FAG), que suelen hallar-
se disminuidas en la HPN vy la acetilcolinesterasa eri-
trocitaria (AchE), que al tratarse de una proteina GPI
también disminuye en la HPN.

La citometria de flujo, al ser un método directo, es
mucho mas fiable que los procedimientos antes men-
cionados, y su empleo permite no sélo detectar la
presencia de células con déficit de GPI, sino también
cuantificarlas. La proteina GPI de mayor resolucién
en eritrocitos es la CD59, y segtn la intensidad de su
disminucién en la HPN éstos se clasifican en tres gru-
pos: de tipo III (déficit total), de tipo II (déficit parcial
con un 10%, aproximadamente, de expresividad) y
de tipo I (sin déficit o eritrocitos normales). El conoci-
miento de estas diferentes subpoblaciones de eritro-
citos HPN es muy til para valorar el cuadro anémi-
co en estos pacientes, excepto cuando son sometidos
a transfusiones frecuentes. En este caso, el procedi-
miento mads fiable es el anélisis de los antigenos di-
rectamente a partir de leucocitos (neutréfilos y mo-
nocitos), ya que, ademads de salvar los inconvenientes
derivados de las transfusiones, facilita el seguimien-
to de la evolucién del proceso basdndose en la cuan-
tificacién periddica del nimero de células HPN en el
curso de la enfermedad. Para los leucocitos, los anti-
genos con mayor poder de resolucién son el CD55 y
CD24 (granulocitos neutréfilos) y el CD14 y CD55
(monocitos)®?. En general, un perfil citométrico sim-
ple suele ser suficiente para detectar con precisién
hasta un 3% de células con déficit de proteinas GPI,
pero es sabido que la hemolisis no aparece hasta que
el porcentaje de células deficitarias supera el 10% del
total de la poblacién. Muchos de estos casos son pa-
cientes portadores de diferentes formas de insuficien-
cia medular, en los que resulta especialmente inte-
resante detectar la presencia de clonas HPN, ya que
ello comporta implicaciones prondsticas?. Por ello,
tal y como ya se ha mencionado anteriormente, tanto
para la deteccién inicial de HPN como para el segui-
miento evolutivo de la enfermedad, es necesario em-
plear citometria de flujo de alta sensibilidad.

Opciones terapéuticas

El tratamiento bésico de la HPN es el soporte trans-
fusional, siempre que sea imprescindible, y el trata-
miento de las complicaciones trombdticas. La Unica
estrategia curativa en la HPN es el trasplante alogéni-
co de médula 6sea (TMO), aunque presenta ain un
elevado riesgo, por lo que sélo es aconsejable en ca-
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s0s muy concretos, como, por ejemplo, la existencia
de un donante singénico o de complicaciones muy
graves, como la aplasia de médula 6sea. No debe ol-
vidarse que un 15% de los pacientes con HPN pueden
presentar remision espontanea de su enfermedad, ni
que en la mayoria de los casos la aplasia de médula
6sea responde al tratamiento inmunosupresor con ci-
closporina o globulina antitimocitica (ATG). El abor-
daje terapéutico de la HPN es triple:

a) Tratamiento de la anemia.

b) Tratamiento de la trombosis.

¢) Estimulo de la hematopoyesis.

Tratamiento de la anemia

Siendo la hemolisis el resultado de la activacién del
complemento, la administracién de glucocorticoides a
dosis de 1 mg/kg/dia constituye el tratamiento de elec-
cién tanto para su prevencién como tratamiento. No
debe olvidarse que en la HPN la anemia es hemoliti-
ca 'y que, por tanto, es muy recomendable la adminis-
tracién preventiva de acido félico. Més discutible es
la administracién de hierro para el tratamiento del es-
tado de ferropenia secundario a la pérdida crénica de
hierro por la orina (hemosiderinuria), ya que puede in-
ducir a la aparicién de crisis de hemolisis por citolisis
reticulocitaria®. Este fenémeno puede prevenirse ad-
ministrando dosis elevadas de prednisona simultanea-
mente con el hierro al inicio del tratamiento.

Tratamiento de la trombosis

La aparicién de fendmenos trombéticos son siempre
de cardcter agudo, y por ello deben ser tratados con
caracter urgente mediante administracién de agentes
tromboliticos, como la estreptoquinasa, la uroqui-
nasa y el activador tisular del plasmindgeno®. Asi-
mismo, durante la trombosis aguda, el paciente debe
recibir heparina de la forma habitual bajo control ri-
guroso y periddico del estado de la coagulacién. Una
vez superada la fase aguda, los pacientes deben ser
sometidos a tratamiento cumarinico durante un mi-
nimo de 6 meses, aunque actualmente se recomienda
que esta administracién sea permanente.

Estimulo de la hematopoyesis

El tratamiento de la insuficiencia medular es un proceso
complejo y depende de diversas circunstancias acom-
pafantes. En principio se ha empleado la administra-
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cién de andrégenos, citocinas recombinantes y globu-
lina antitimocitica. Los andrégenos son efectivos en sélo
un pequefio porcentaje de pacientes y su efecto es limi-
tado. Entre los compuestos mds utilizados destacan el
danazol, la fluoximesterona y la oximetalona.

Las citocinas recombinantes, como la eritropoyeti-
na y el factor estimulador de colonias granulociticas
(CSE-G), son en general poco efectivas y dificiles de
administrar.

La globulina antitimocitica (GAT) se administra en
base al papel que muy probablemente desempe-
fan los linfocitos T en la patogenia de la insuficien-
cia medular. Diversos estudios demuestran que la ad-
ministracién de GAT puede corregir la citopenia en
un 70% de los casos, principalmente la trombocito-
penia. En casos extremadamente graves puede plan-
tearse el trasplante de médula dsea (TMO), pero este
tipo de tratamiento, en la HPN;, es poco aconsejable,
porque los riesgos de complicaciones graves superan
con creces los beneficios que pueden obtenerse con
este tratamiento.

Nuevos agentes terapéuticos

Una alternativa terapéutica en la HPN es la admi-
nistracién de sustancias protectoras de la membra-
na celular frente a la accién clinica del complemento,
como, por ejemplo, CD59 nativa o recombinante?.
Recientemente se ha descrito el uso de sustitutos ar-
tificiales de proteinas GPI, como el gliolipido prodap-
tina, que une el CD59 a la membrana celular®. Fi-
nalmente, otro agente terapéutico prometedor para
disminuir la sintomatologia de la HPN es el eculizu-
mab (Soliris™, Alexion Pharmaceuticals), consistente
en un anticuerpo monoclonal que inhibe, de manera
especifica, el desarrollo de la cascada del complemen-
to y evita la proteolisis de la fraccién C5%.

Directrices futuras

La HPN tiene atn muchos aspectos que o bien se des-
conocen o se conocen parcialmente. Por ello, todos
cuantos trabajan en el campo de las anemias raras o
poco comunes tienen la obligacién de continuar pro-
fundizando en el estudio de esta enfermedad.

En lo que se refiere a los aspectos etioldgicos, es
muy importante profundizar en: a) el mecanismo fi-
siopatolégico de la trombofilia y muy especialmente
el de su peculiar localizacién hepdtica, mesénterica,
crerebral y cutdnea; b) las bases de la relacién entre
HPN e insuficiencia medular (aplasia medular y SMD
de tipo anemia refractaria, principalmente) y de la se-

leccién clonal de células HPN+ en las diferentes for-
mas clinicas de HPN (clésica, con citopenia y subcli-
nica); y c) las bases de la expansién clonal de células
hematopoyéticas HPN+ en caso de lesién medular y
su relacién con las mutaciones del gen PIG-A.

En lo que se refiere a los aspectos clinicos, es muy
importante conocer: a) si la administracién de inhi-
bidores del complemento (eculizumab) puede tener
algiin efecto sobre la trombofilia en la HPN; b) dis-
poner de recomendaciones o guias basadas en es-
tudios aleatorizados sobre prevencién y tratamieto
de la trombofilia; c) conocer el riesgo fetal y mater-
no que comporta el embarazo en pacientes con HPN,
asi como la correspondiente conducta terapéutica; d)
analizar en profundidad los factores étnicos y geogra-
ficos que pueden favorecer la aparicién de la HPN y,
en caso necesario, elaborar guias o recomendaciones
para su prevencién y tratamiento; y e) profundizar en
el estudio de la historia natural de las formas de HPN
con citopenia o subclinicas.

Finalmente, en lo que se refiere a los aspectos epi-
demiolégicos es muy importante profundizar en el
conocimiento de su prevalencia real en los diferentes
paises de la Unién Europea (UE). De hecho, la HPN
pertenece al grupo de las llamadas “enfermedades ra-
ras”, definidas por la Comisién Europea como todas
aquellas enfermedades cuya prevalencia en la pobla-
cién es inferior a 5 casos por cada 10.000 nacimientos.
Esta escasa prevalencia explica el poco conocimiento
que se tiene de la HPN y lo dificil que muchas veces
resulta su diagndstico. Esta limitacién viene impues-
ta por las diferencias sanitarias existentes entre los
diferentes Estados de la Unién Europea, lo que hace
muy necesario aunar esfuerzos para crear redes in-
ternacionales —en nuestro caso europeas— que difun-
dan el conocimiento de estas enfermedades y facili-
ten la identificacién de expertos capaces de atender a
este colectivo de pacientes en todos los aspectos po-
sibles (diagnésticos, manejo clinico y terapéutico). En
el campo de las anemias, recientemente se ha creado
una red europea para el estudio aquellas con escasa
prevalencia o “raras”, que se conoce como ENERCA
(European Network for Rare and Congenital Anaemias).
La red ENERCA engloba todas aquellas enfermeda-
des “raras” cuya manifestacién clinica fundamental
es la anemia, es decir, todos aquellos defectos con-
génitos o adquiridos de los eritrocitos y de la eritro-
poyesis que cursan con anemia. ENERCA dispone
de una péagina web (www.enerca.org) donde pueden
realizarse consultas y recogerse datos epidemioldgi-
cos para la creacién de un futuro registro europeo de
anemias raras. Su desarrollo, con inclusién del mayor
numero posible de expertos europeos, permitird no
sélo un mejor conocimiento de esta patologia, sino
también la posibilidad de prestar una mejor asisten-
cia a los enfermos que la padecen.
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Introduccion

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es una
enfermedad adquirida y clonal de la célula stem hema-
topoyética en cuyo gen PIG-A, localizado en el cro-
mosoma Xla, se han producido mutaciones somati-
cas'?. Este gen codifica una proteina que participa en
la sintesis del glicosilfosfatidilinositol (GPI), necesario
para el anclaje de diferentes proteinas a la membra-
na celular, que se han denominado glycosilfosfatidilino-
sitol-anchorage proteins (GPI-AP). Como consecuencia,
la progenie de esta célula stem es deficitaria en protei-
nas que emplean el GPI como molécula de anclaje (Ta-
bla 1). El déficit de proteinas de la membrana del he-
matie como CDS5 (decaying accelerating factor [DAF]),
el CD59 (inhibidor de la lisis reactiva de membrana-
MIRL), o el C8bp (C8 binding protein) condiciona una
sensibilidad anormal de los hematies al complemento,
causando hemolisis intravascular, que es considerada
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Tabla 1. Moléculas que emplean el GPl como anclaje a la
membrana celular

Molécula Distribucion

CD14* Monocitos

CD16* Neutrdfilos

CD24* Linfocitos B, neutrdfilos

CD48* Panleucocitario

CD52* Panleucocitario

CD55* Panleucocitario, hematies, plaquetas
(D58 Panleucocitario, hematies, plaquetas
CD59* Panleucocitario, hematies, plaquetas
CD66* Neutrdfilos, monocitos

CD75 Linfocitos Ty B

(D87 Neutrdfilos, monocitos, linfocitos T activados
CD90 Progenitores hematopoyéticos
(D108 Linfocitos T activados

CD109 Linfocitos T activados, plaquetas
(D157 Neutrdfilos, monocitos

*Moléculas mds empleadas en el diagndstico de HPN mediante CMF.

como la manifestacién principal de la enfermedad. La
HPN aparece con frecuencia asociada a fallo medular,
especialmente anemia aplésica, y la principal causa de
morbimortalidad son los fenémenos trombéticos’?.
La HPN fue descrita por primera vez en Londres en
1866 por William W. Gull, que publicé una detallada
descripcién clinica de un paciente con hemoglobinuria
intermitente, reconociendo que el pigmento de la orina
provenia de la sangre®. Casi simultdneamente, P. Stri-
bing en Alemania describié un caso similar, y sugirié
que la causa era una anomalia en las células rojas. En
1911, Van der Bergh demostr6 la lisis de los hematies
en presencia de suero, lo que condujo a la descripcién
del test de Ham*, prueba diagnéstica de hemolisis en
suero acidificado, que fue desarrollado casi simultanea-
mente por Thomas H. Ham, John V. Dacie y E L. J. Jor-
dan, y que ha constituido la principal herramienta diag-
néstica de la enfermedad durante mds de sesenta afios.
Otros tests diagnésticos dependientes de complemen-
to que se desarrollaron mas tarde fueron la lisis con sa-
carosa de Hartmann y la lisis por sensibilidad al com-
plemento (CLS), descrita por Rosse y Dacie en 1966°.
La naturaleza clonal de la HPN se demostré en los afios
sesenta por Dameshek, confirmandose posteriormente
en los estudios de por Luzzatto en 1970, al demostrar
que los glébulos rojos afectados de mujeres heteroci-
gotas para la enzima G6PD sélo tenian una de las dos
variantes. En 1977 Low y Finean demostraron la exis-
tencia del glicosilfosfatidilinositol (GPI) como molécu-
la de anclaje de proteinas, y en 1986 se demostrd que el
DAF (CD55) era una proteina GPI. Ya en 1993, Kinoshi-
ta et al. identificaron el defecto genético en el gen PIG-A
que es el causante de la enfermedad®. En la actualidad

la técnica diagndstica con un mayor nivel de sensibili-
dad y especificidad en la identificacién de poblaciones
HPN es el andlisis de proteinas GPI-AP mediante cito-
metria de flujo'22.

La HPN es una enfermedad que se presenta en una
gran variedad de manifestaciones clinicas y evolutivas,
por lo que se ha propuesto una clasificacién diagnésti-
ca en tres categorias* HPN cldsica (pacientes con he-
molisis intravascular, sin evidencia de fallo medular ni
alteraciones citogenéticas), HPN en el contexto clini-
co de otras enfermedades de la médula ésea (hemoli-
sis asociada a anemia aplésica, sindromes mielodispla-
sicos u otras mielopatias) y HPN subclinica (pacientes
sin evidencia de hemolisis pero con pequenas subpo-
blaciones HPN).

En una gran mayoria de pacientes es posible iden-
tificar la coexistencia de distintas poblaciones de he-
maties que presentan diferente sensibilidad al comple-
mento, y que se clasifican en funcién de la cantidad
de proteinas GPI-AP (principalmente de CD59) que
poseen en su membrana: hematies de tipo I o células
normales, hematies HPN de tipo II, con ausencia par-
cial de CD59 y hematies HPN de tipo III, con ausen-
cia completa de CD59. Este mosaicismo fenotipico es
consecuencia del mosaicismo genotipico, ya que dife-
rentes mutaciones PIG-A contribuyen de forma distin-
ta a la hematopoyesis del paciente?”.

Diagnostico

El diagnéstico de la HPN puede basarse en analisis bio-
quimicos'?* (debido a la elevada sensibilidad de los
hematies a la lisis mediada por complemento), andlisis
mediante citometria de flujo!?® (que demuestra el fe-
notipo de las células que carecen de GPI-AP) y andlisis
moleculares'?%” (mediante secuenciacién e identifica-
cién de mutaciones en el gen PIG-A), que no son apli-
cables en los laboratorios de rutina.

Los métodos bioquimicos se basan en la prueba de
la hemolisis en suero acidificado (test de Ham/Dacie).
Los hematies del paciente se incuban a 37 °C con el
suero acidificado del propio paciente y con un suero
normal, también acidificado. Los eritrocitos del pacien-
te se lisan tanto con el propio suero como con el sue-
ro normal, debido a la activacién del complemento que
produce la acidificacién. Esta prueba es también posi-
tiva en la diseritropoyesis congénita de tipo II o HEM-
PAS; pero, a diferencia de la HPN, en esta enfermedad
no se produce hemolisis en presencia del suero propio.
En el test de la sacarosa, ésta ejerce el mismo efecto
que la acidificacién, y es una prueba mas sensible aun-
que menos especifica. Aunque en la actualidad apenas
se usan, estas pruebas han tenido una gran importan-
cia histdrica en el diagndstico de HPN, y se siguen em-

haematologica/edicién espafiola | 2007; 92 (Extra 1) | 305 |



XLIX Reunién Nacional de la AEHH y XXIll Congreso Nacional de la SETH. Simposios

pleando en centros que carecen de técnicas basadas en
citometria de flujo. Son técnicas laboriosas y de dificil
estandarizacion; el analisis se puede realizar sélo sobre
poblaciones de hematies, y tienen baja sensibilidad, ya
que requieren la presencia de al menos un 5-10% de
hematies de tipo III para que den resultados positivos.

En la actualidad y desde los afios noventa, el méto-
do de eleccién para el diagnéstico de HPN es el estudio
de la expresién de proteinas GIP-AP mediante citome-
tria de flujo (CMF), que demuestra una relacién direc-
ta entre la alteracién genética (mutaciones en PIG-A)
y el fenotipo HPN (déficit de proteinas GIP-AP). Una
ventaja es que todas las células hematopoyéticas son
susceptibles de ser analizadas, no sélo los hematies
como ocurre con las pruebas bioquimicas. Los resulta-
dos pueden obtenerse rapidamente, en menos de una
hora, y es una técnica de gran especificidad y sensibili-
dad, ya que se pueden identificar facilmente subpobla-
ciones HPN que suponen menos del 1% de la celula-
ridad global. Ademads, permite la discriminacién entre
células normales (tipo I), con deficiencia parcial (tipo
II) v con deficiencia completa (tipo III) de GPI, y es
de gran utilidad en la monitorizacién clinica de la res-
puesta al tratamiento, ya que permite la cuantificacién
del clon HPN durante el seguimiento®1.

El diagnéstico de la HPN mediante CMF se basa en
el andlisis del defecto molecular fundamentalmente en
hematies y leucocitos, cuantificando la presencia de
proteinas que emplean el GPI para unirse a la mem-
brana (Tabla 1). El anélisis de los hematies tiene la ven-
taja de que puede realizarse hasta 2 semanas tras la ex-
traccidn sila muestra se mantiene a 4 °C, mientras que
para el anélisis de los leucocitos es recomendable la
realizacién de la técnica durante las primeras 24 horas.
Aunque también se puede analizar el defecto molecu-
lar en las plaquetas, este anélisis es menos utilizado en
los laboratorios clinicos de rutina.

Para el analisis de los hematies se recomienda el es-
tudio de al menos dos GPI-AP, CD55 y CDS9, para
obtener mayor fiabilidad diagndstica. Aunque se ha
descrito que el marcaje mdaltiple de hematies puede
ocasionar agregacién de los mismos, en nuestra expe-
riencia esto no es un inconveniente real; por el con-
trario, facilita mucho la identificacién de subpoblacio-
nes HPN minoritarias, al permitir una mejor seleccién
de los elementos celulares y eliminar ruido de fondo y
las plaquetas. Es el CD59 el que permite definir mejor
las poblaciones de hematies HPN I, IT y III. Los pacien-
tes con manifestaciones hemoliticas presentan mayo-
res cantidades de hematies HPN de tipo III, mientras
que los pacientes con anemia aplasica suelen presen-
tar poblaciones minoritarias. Ademds, hay que tener
en cuenta que las transfusiones pueden alterar las pro-
porciones de los clones HPN.

Para el andlisis de los leucocitos se pueden estudiar
diferentes moléculas (Tabla 1), y en este caso es im-
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prescindible el marcaje mdultiple, que permite demos-
trar el déficit simultdneo de distintas GPI-AP. Para ob-
tener resultados fiables se deben seleccionar AcMo
dirigidos frente a GPI-AP que se expresen intensamen-
te en células normales, que estén presentes especifica-
mente en una linea celular, que tengan poca afinidad
por uniones no especificas y que puedan combinar-
se en marcajes multiples. Ademads, la adquisicién de
un gran ndmero de leucocitos o el empleo de venta-
nas especificas de adquisicién en el citémetro de flu-
jo facilitan la identificacién de subpoblaciones HPN
que pudieran estar presentes en la muestra en peque-
fas cantidades!%12,

La mayoria de los laboratorios clinicos estudian por
separado hematies y leucocitos, ya que las condicio-
nes de adquisicién de ambas poblaciones en el citéme-
tro de flujo son diferentes. Sin embargo, se ha demos-
trado que es posible emplear una Unica combinacién
de AcMo que marque GPI-AP tanto en hematies como
en leucocitos mediante técnica de marcaje sin lisis pos-
terior, con una doble adquisicién de la muestra en el
citémetro de flujo, adaptando las condiciones de ad-
quisicién en primer lugar para los hematies y en se-
gundo lugar para los leucocitos®®. En estos casos es
muy importante que la cantidad de muestra y la canti-
dad de AcMo que se emplean sea adecuada, ya que és-
tos deben estar en condiciones de saturar las molécu-
las frente a las que van dirigidos tanto en los hematies
como en los leucocitos. Por ello, el estudio de molécu-
las como CD55, CD59 o CD38 en poblaciones leuco-
citarias se debe realizar tras el lisado de hematies.

Recientemente, se ha demostrado que las GPI-AP
actian como receptores de la aerolisina, una toxi-
na bacteriana procedente de la Aeromonas hydrophila.
La deficiencia de las GPI en las células HPN les con-
fiere resistencia a la lisis inducida por esta toxina. En
base a este hecho se ha desarrollado un nuevo método
diagnéstico mediante citometria de flujo, que emplea
una variante no hemolitica de la aerolisina marcada
con fluoresceina (FLAER: FLuorescent AERolysin) para la
identificacién de células HPN'. El marcaje con FLAER
tiene gran sensibilidad, ya que permite la identifica-
cién de células HPN en proporciones de hasta 0,5%,
y es ademas altamente especifico, ya que reconoce el
GPI. Ademas, se ha sugerido que proporciona una esti-
macién mas exacta del clon HPN presente en la mues-
tra y que resulta una técnica mds sencilla de realizar y
facilmente estandarizable.

Otras pruebas que contribuyen a la sospecha diag-
néstica de la HPN son la demostracion de anemia ma-
crocitica, a veces intensa, con reticulocitosis inferior a
la observada en otras anemias hemoliticas. Sin embar-
go, en muchas ocasiones puede asociarse un déficit de
hierro, por lo que también se presentaria como anemia
microcitica hipocrémica, ferropenia y ausencia de reti-
culocitosis. La fosfatasa alcalina leucocitaria esta dismi-
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nuida o ausente, y puede existir neutropenia y trombo-
penia. La orina presenta un color caracteristico debido
a la presencia de hemoglobinuria, aunque la hemosi-
derinuria es el hallazgo mas frecuente. La médula 6sea
muestra hiperplasia eritroide, con frecuente ausencia
de hierro con la tincién de Perls. Ademads, es muy im-
portante realizar estudios citogenéticos que descarten
la presencia de alteraciones cariotipicas.

Tratamiento de las complicaciones
mas frecuentes

La anemia y los fenémenos trombéticos son las compli-
caciones mds frecuentemente observadas en la HPN.

Los fenémenos trombdticos son la principal causa de
morbimortalidad, aparecen en hasta el 40% de los ca-
sos durante el curso de la enfermedad'®!® y constituyen
la causa de muerte en un tercio de los pacientes. Las
localizaciones mds frecuentes son las venas intraabdo-
minales y las cerebrales. El diagnéstico en ocasiones
es dificil, y signos o sintomas como dolor abdominal
persistente, ganancia de peso y ascitis, esplenomega-
lia (trombosis intraabdominales), cefaleas persistentes
(trombosis cerebrales), diarrea sanguinolenta o lesio-
nes dérmicas migratorias dolorosas (trombosis de pe-
quefos vasos) deben hacer sospechar la existencia de
complicaciones trombéticas. El tratamiento antitrom-
bético precoz es critico, especialmente en el caso de
trombosis cerebrales y venas de gran calibre, como las
suprahepaticas o la porta. Si se realiza un diagndstico
precoz se debe considerar la canalizacién de la vena
afecta y el empleo de agentes tromboliticos directos,
con lo que se pueden obtener buenos resultados. Pos-
teriormente se debe mantener anticoagulacién a largo
plazo, aunque no existe acuerdo en si se debe mante-
ner de por vida debido a la ausencia de estudios pros-
pectivos y aleatorizados. En los dltimos afios se ha
demostrado que la proporcién del clon HPN es el fac-
tor prondstico mds importante para evaluar el riesgo
trombético?, por lo que algunos autores proponen el
empleo de profilaxis con anticoagulantes orales en los
pacientes con mds del 50% de granulocitos HPN'8. Un
aspecto importante en el manejo diario de estos pa-
cientes es que la asociacién de otros factores como la
trombocitopenia o la disminucién de la ingesta duran-
te las crisis hemoliticas, que dificulta mantener el ran-
go adecuado de INR, aumenta la complejidad del con-
trol de la anticoagulacién.

La anemia de la HPN es crénica, con exacerbaciones
de hemolisis que pueden reducir notablemente los ni-
veles de hemoglobina. Ademas, también pueden con-
dicionar la intensidad de la anemia, tanto la existen-
cia de ferropenia, debido a pérdidas urinarias, como el
grado de déficit de eritropoyesis en la médula 6sea. Es

recomendable la administracién diaria de de acido f6-
lico y el control de los niveles de hierro, indicandose
la administracién de hierro si la saturacién de la trans-
ferrina es menor del 20%"1%!6. Cuando los niveles de
hierro estan corregidos, es importante conocer la Hb.
Debido a las diferencias entre individuos en cuanto a
la tolerancia ante la anemia, la indicacién de la trans-
fusién debe hacerse de forma individualizada, tenien-
do en cuenta los datos analiticos, la existencia e in-
tensidad del sindrome anémico y la calidad de vida.
Las necesidades transfusionales pueden variar mucho
entre pacientes con niveles similares de Hb, e inclu-
so en el mismo paciente a lo largo de su evolucién. En
la actualidad ya no se recomienda transfundir con he-
matfes lavados, al haberse demostrado que el empleo
de filtros de leucocitos es suficiente. Si es recomenda-
ble transfundir productos irradiados en los pacientes
que puedan ser potencialmente candidatos a trasplan-
te alogénico. En los casos en los que la aplasia medular
contribuye mas que la hemolisis al desarrollo de ane-
mia, se puede producir una sobrecarga de hierro que
precise tratamiento con quelantes. Se ha empleado eri-
tropoyetina en pacientes con HPN, pero los resulta-
dos no han sido satisfactorios, probablemente debido
a que sus niveles basales suelen estar muy altos. Aun-
que este tratamiento no se ha demostrado eficaz en la
gran mayoria de los pacientes, puede estar indicado en
algunos casos®.
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TRANSPLANTATION FOR PNH:
INDICATIONS, STRATEGIES
AND RESULTS
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Introduction

PNH is an acquired clonal disorder of hematopoie-
sis which generally occurs in adult life. Clinical pres-
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entations may include severe hemolysis, thrombot-
ic events, or bone marrow failure. Frequently, PNH
clones are detected in patients with aplastic anemia or
with myelodysplastic syndromes (MDS). More than
20 genes have been identified as being possibly in-
volved in a lack of GPI-anchored cell surface proteins,
a hallmark of PNH. There is also evidence that such a
deficiency may occur in healthy individuals, possibly
related to transcriptional repression. Dependent upon
the severity of the manifestations and the size of the
PNH clone, no treatment may be necessary. For pa-
tients with severe hemolysis, a monoclonal antibody
that interferes with complement activation has recent-
ly become available. The generally accepted indica-
tions for hematopoietic cell transplantation (HCT) are
in patients who present with bone marrow failure. It
is a matter of controversy whether patients without
marrow failure but life-threatening vascular complica-
tions or hemolysis should also be considered for trans-
plantation. In the latter case, the bone marrow may
not be hypo- or aplastic. Historically, the approach to
HCT in patients with PNH has followed the strate-
gy used for aplastic anemia, i.e. conditioning of the
patient with cyclophosphamide (CY)-containing reg-
imens, possibly in combination with anti-thymocyte
globulin (ATG). More recently, and in patients with cel-
lular marrows, busulfan (BU) has often been incorpo-
rated in the conditioning regimen. Results with HLA-
identical sibling donors have been encouraging, with
survival probabilities in the range of 50% (in patients
with hemolytic/thrombotic presentation) to 100% in
patients presenting with marrow aplasia. The prog-
nosis has been inferior for patients transplanted from
HLA-matched unrelated donors, with survival figures
in the range of 30-50%. Graft failure, pulmonary com-
plications, GVHD and infections have been the ma-
jor causes of death. There is evidence that the use of
reduced-intensity conditioning regimens, for exam-
ple, a combination of fludarabine, 90 mg/m? and TBI,
200 cGy, may be associated with less toxicity. In one
report describing seven patients, five of whom were
transplanted from unrelated donors following this
conditioning regimen, four are surviving with com-
plete donor chimerism, while three died from various
complications. Since non-clonal cells can be enriched
from patients with PNH, it has been suggested that
autologous marrow reconstitution following ablation
of the clone should be possible. Thus, HCT is effective
therapy for patients with PNH, particularly those who
present with marrow failure, but can also be success-
ful in patients who present with a cellular marrow, al-
though the success rate tends to be lower. For patients
with predominant hemolytic presentations, treatment
with monoclonal antibody can be effective, albeit ex-
pensive therapy. Cost/benefit aspects may have to be
included in treatment decisions as well.
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NEW TREATMENTS FOR
PAROXYSMAL NOCTURNAL
HEMOGLOBINURIA

L. LuzzatTo
Department of Haematology. University of Firenze and
Istituto Toscano Tumori. Firenze (Italy)

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is a
chronic disease characterized by the clinical triad of
hemolytic anemia, thrombosis and cytopeniasl. A
unique feature of PNH is the presence of a population
of blood cells that, being deficient in surface proteins
tethered to the membrane through a glycosylphos-
phatidylinositol molecule (GPI-linked proteins), are
said to have the PNH phenotype?s. This peculiar cell
population originates through clonal expansion of a
hematopoietic stem cell harboring a somatic mutation
in the X-linked gene PIG-A*°. Since two GPI-linked
proteins, CD55 and CD59, are natural regulators of
complement on the surface of cells®”, their deficien-
cy on PNH red cells is responsible for one of the most
characteristic clinical features of PNH: i.e., paroxysms
of intravascular haemolysis, that are triggered when
complement is abruptly activated (for instance, by an
antigen-antibody reaction in the course of infection).
Several GPlI-linked proteins are deficient also on gran-
ulocytes and on blood cells belonging to other lineag-
es, including platelets®: this, directly or indirectly, must
be at the basis of the thrombotic complications.
Long-term longitudinal studies”!® of patients with
PNH have clearly shown that often PNH follows aplas-
tic anemia (AA), whether mild or severe; and less com-
monly PNH can evolve to AA. These and other data
strongly suggest that an element of bone marrow fail-
ure is always present in PNH; but in many cases it is
masked by the florid hematopoietic activity contribut-
ed by the PNH clone(s). This has led to the notion that
PNH as a clinical disease only emerges if a PNH clone
expands'?: and this notion is supported by relatively
recent evidence that blood cells with PIG-A mutation
are present even in healthy individuals’®!*. To provide
an explanation of the multiple features of PNH, a cur-
rently widely accepted model is that the PNH clones
have a selective survival/growth advantage when they
find themselves in an environment where normal he-
matopoietic stem cells are suffering a T cell-mediat-
ed auto immune attack'. Qualitative abnormalities of
T lymphocytes expressing on their surface molecules
that are members of the inhibitory receptor superfam-
ily (IRS) including killer immunoglobulin-like recep-
tor (KIR) have been reported: specifically, in PNH pa-
tients there is a marked increase, compare to healthy
individuals, of T cells bearing activating isoforms of
IRS". Recently, by a systematic analysis of TCR-beta

clonotypes of the CD8+CD57+ T-cell population, we
have demonstrated in PNH patients recurrent clono-
types that are not present in healthy controls?”. The
existence of T-cell clones bearing a set of highly ho-
mologous TCR-beta molecules in most patients with
hemolytic PNH is consistent with an immune process
driven by the same (or similar) antigen(s): probably a
non-peptide antigen, because patients sharing clono-
types do not all share identical HLA alleles. Thus, the
expansion of PNH clone(s) is probably the result of (i)
damage to normal hematopoietic stem cells and (ii)
the sparing of PNH hematopoietic stem cells.

The contemporary management of PNH must be
grounded on our current understanding of pathogene-
sis and pathophysiology; and it may be useful to dis-
cuss it under four headings.

Supportive treatment. The mainstay, for a consid-
erable proportion of patients with PNH, is the judi-
cious use of blood transfusion, which can do a lot to
improve the quality of life. Folic acid is always indicat-
ed; and iron is indicated whenever there is evidence
of iron deficiency based on low transferrin saturation.
Since endogenous erythropoietin (EPO) levels are usu-
ally high in PNH' EPO administration is rarely indi-
cated?. Platelet support and G-CSF support may be
needed at times, just as in AA.

Anticoagulants. Patients with PNH who have had
a documented episode of venous thrombosis, and pa-
tients with PNH who have additional thrombophilic
risk factor(s) must be anti-coagulated indefinitely (but
see “Control of hemolysis” below). Primary anticoa-
gulation at diagnosis in patients with PNH who do not
have known additional risk factors is more problema-
tic?’. Tissue plasminogen activator (tPA) is strongly re-
commended for thrombolytic therapy in patients with
PNH when they develop venous thrombosis?, parti-
cularly the Budd-Chiari syndrome. tPA can be effec-
tive even several days after the onset of thrombosis,
and it can be used even in the face of thrombocytope-
nia: but its use requires always a balanced analysis of
risks and benefits.

Causal treatment. Allogeneic bone marrow trans-
plantation (BMT, or allogeneic hematopoietic stem
cell transplantation, HSCT) is at the moment the only
curative treatment for PNH???4. The outcome data are
very similar to those seen in AA%; although they tend
to be somewhat poorer, probably for the main reason
that there is on average a longer time interval between
diagnosis and HSCT. The evaluation of risk factors
such as the presence/severity of pancytopenia and the
history of thrombosis must enter into the decision-
making process re HSCT™: but in my view the most
important factor is the wish of the patient to have the
procedure or otherwise. In contrast to what applies in
other clonal disorders, elimination of the PNH clone is
not the most important result of HSCT: it is probably
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more important —just like in AA — to supply new stem
cells and to eliminate the auto-immune process under-
lying damage to existing non-PNH stem cells. For this
reason conditioning should be intensely immuno-sup-
pressive but does not need to be myelo-ablative?>?.
Whenever there is pancytopenia PNH borders with
AAY?: and in such cases, just like in AA itself, a viable
alternative® to HSCT is intensive immunosuppression
with a combination of anti-lymphocyte globulin and
methylprednisolone®?!, followed by cyclosporine for
1 year or longer.

Control of hemolysis. The most important ad-
vance in the management of PNH has been the recent
introduction of a human monoclonal antibody (eculi-
zumab) that is directed against the C5 component of
complement®. In a recently published® double-blind,
randomized, multicenter, phase III trial, 87 transfu-
sion-dependent patients with severely haemolytic
PNH received either placebo or eculizumab (900 mg
intravenously every 14 days). Stable hemoglobin lev-
els in the absence of blood transfusions were achieved
in49% (21 of 43) of the patients assigned to eculizum-
ab, and in none (0 of 44) of those assigned to placebo
(p < 0.001). Eculizumab reduced intravascular hemo-
lysis very markedly, with a rapid, dramatic fall in lac-
tate dehydrogenase. The quality of life was also sig-
nificantly improved; there were only 4 serious adverse
events, and all these patients recovered without se-
quelae. Why not all patients respond in the same way
is currently under investigation, and it may become
possibile to predict which patients will respond best:
but in the meantime a trial run of Eculizumab should
be probably offered to every PNH patient who has
clinically significant hemolysis. There is evidence that
eculizumab administration has also a significant effect
on the risk of thrombosis and this may further broad-
en the indications for this new agent. On the other
hand, the risk of certain infections, although small,
will need to be more accurately assessed as more pa-
tients receive this treatment for long periods of time.
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