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EVOLUCION DEL CLON DE LA HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOCTURNA EN LA CRISIS
HEMOLITICA DE UNA ANEMIA APLASICA

ESTUDIO POR CITOMETRIA DE FLUJO
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Instituto de Investigaciones Hematoldgicas, Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires, Argentina

Resumen  Se estudio por citomnetria de flujo la expansitn de un clon HPN durante una crisis hemolitica en una
paciente con anemia aplasica (AA) de 18 afios de evolucién. Cuando las pruebas de Ham y Sacarosa
fueron posttivas {dia 0) estaban disminuidos los niveles de hemoglobina y los recuentos de eritrocitos y leucocitos.
Estos descensos se fueron acentuando hasta el ditimo dia del estudio (dia 24). Durante este periodo los niveles de
LDH, bilirrubina indirecta y reticulocitos se mantuvieron elevados. Ei clon HPN se investigd evaluando la expresién
de CD55 y CD59 sobre Jos eritrocites. Las células de la paciente presentaron una menor intensidad de fluorescen-
¢ia para CD55 respecto del control normal. Con la marcacion con anti CDS9 se detects la presencia de dos pobla-
ciones de hematies: HPN |, con fluorescencia positiva semejante a la de la poblacidn normal y HPN i, con fluo-
rescencia negativa, correspondiente af clon HPN. El porcentaje de la poblacion HPN Il s increments de 52% (dias
0y 7)a70% (dia 24). Las proteinas de la membrana feucocitaria también se encontraron afectadas (CD14 ausen-
te y CD16 disminuida). El andlisis global de los datas reveld una buena correlacion entre la observacién ¢linica, la
evolucion de los valores del laboratorio vy la expansion del cion.
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Abstract Evolution of paroxysmal nocturnal hemogiobinuria clon during an hemolitic crisis in a patient
with aplastic apemia. Flow cylometry analysis. The expansion of paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria {PHN) clone was evaluated in a patient with aplastic anemia (AA) of 18 years of evalution during
an hemalytic crisis. On day 0, Ham and Sucrosa tests were positive and hematological parameters were altered.
Low hemoglobin (Hb) levels and erythrocyte and leskoeyte counts were found and centinued decreasing on days 7
and 24 {last day of study). High LDH levels, indirect bilirrubin and reticulocyte counts were detected throughout, Wa
evaluated G55 and CDS59 on erythrocytes by flow cytometry. Our results showed low CDSE expression with respect
to the normal pattern. Since day 6, CD59 staining detected two red cell populations: PNH 1 (48%}, cells with positive
fluorescence similar to normal and PNH Il (52%)}, negative cells (PNH clone). These negative cells increased,
reaching 70% on day 24, Other membrane anchored leukocyte proteins were also absent (CD14) or decreased
{CD186). We found a good correlation between clinical observations, evolution of the laboratory values and expansion
of the PNH clone.

Key words: PNH clone, hemolytic crisis, flow cytometry

La hemoglobinutia paroxistica nocturna (HPN) es un
desorden hemoltico, adquirido, clonal, caracterizado por
una sensibilidad aumentada de los eritrocitos a la lisis
mediada por el complemento. Esta enfermedad es cau-
sada por mutaciones somaticas en el gen PIG-A las cua-
les afectan la sintesis del glicosilfosfatidilinositol (GPI)!
gue es utilizado por algunas proteinas como sistema de
anclaje a la membrana celular. Gomo la mutacion del
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gen PIG-A se produce en una célula pluripotencial estan
afectados todos los linajes hematopoyéticos. Entre las
proteinas de membrana con expresion deficiente se en-
cuentran el CD&5 (DAF) y el CD59 (MIRL). Estas protel-
nas prolegen a las células de (a accién litica del comple-
mento. E1CD14 (receptor del lipopolisacarido bacteriano)
y el CD18 (receptor Fcylllb} también estan disminuidos.

Es reconogida la asociacion entre HPN y anemia
aplasica (AA)2. En ambas enfermedades hay una dismi-
nucidén de progenitores hematopoyéticos lo que sugiere
un defecta basico comin®, Una alta proporcién de pa-
cientes con AA liene riesgo de desarrollar clones HPN
durante la evolucion de la enfermedad. Los clones HPN
pueden ser detectados por citometria de flujo por ser
una técnica mas sensible que fas convencionales de Ham
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y Sacarosa?, para ello es necesario evaluar al momento
del diagnéstico por lo menos dos marcadores de super-
ficie que utilicen el GPI como anclaje a la membrana
celular.

El objetive de este estudio fue analizar el patrén de
expresién del CD59 en eritrocitos durante la crisis
hemolitica de una paciente con diagnostico de AA vy es-
tablecer su relacién con el perfil clinico.

Caso clinico

En 1980 ingresé a nuestro Instituio una mujer de 27 anos,
caucdsica, con antecedentes perscnales de anemia. Presen-
taba equimosis, hematomas y palidez, sin organomegalia. La-
boratorio: Hematies 1.2 x 10'?/ L, Hb 3,7 g/dL, Hto 0,1L/L,
Reticulocitos 1.6%, Leucacitos 2.4 x 10°/L {N: 28%, L. 67%, M
4%), plaguetas 25 x 10°/L, bilirrubina total 6.84 ymol/L, hiefro
sérico 410 pg/dL, saturacién de la transferrina 82%, anticuerpos
antivirales negatives (HCV, HAV, HBV, HIV), prueba de Ham
negativa. La biopsia por puncicn de la médula ésea (MO) mos-
iré hipocelularidad global con linea eritroide en proporcion nor-
mal y descensa de megacariocitos. No se observaron
sideroblastos en anillo. Por estudios eritrocingticos se encon-
tro sobravida etitrocitaria acortada con incremento en la depu-
racion plasmatica del hierro. Habia disminucion en el crecimien-
to de colonias eritroides. El resuitado de los estudios citoge-
néticos de la MO reveld importantes metafases hipodiploides.
Se diagnosticd AA.

La pancitopenia se trato con esteroides anabolicos (oxime-
tolona) hasta el desarrollo de trombocitopenia. Se obtuvo una
remision parcial después de la administracién oral de
esteroides (prednisona a dosis estédndares de 1mg/kg/dia) La
paciente fue esplenectomizada y recibié anabdlicos duranie
periodos variables en el curse de la enfermedad. A los 18 afios
de evolucidn y ante una crisis de dolor abdominal, se realiza-
ron las pruebas de Ham y Sacarosa. Ambas fueron positi-
vas, confirmandose la asociacion HPN-AA. La paciente no
habia recibido terapia esteroide ni transfusiones sanguineas
antes de realizar los estudios hematoldgicos. Postericrmente
requirié transfusiones y corticoterapia con pobre respuesta.
Un afio después, a los 46 afios fallecid durante el curso de
una infeccién. El presente estudio se realizo entre el 3y 27
de noviemnbre de 1998.

Estudios hematologicos

Al inicio de este estudio (dia 0), las pruebas de Ham y Saca-
rosa fueron positivas,y los parametros hematoldgicos fueron
registrados en los dias 0, 7 y 24 {Tabla 1). En el dia 0, la LDH
{2350 UI/L) y la bilirrubina indirecta (42.4 pmal/L) estaban au-
mentadas. En todos los frotis de sangre periférica, se observé
moderada acantacitosis, dianocitosis, punteado basdfilo, y mar-
cadas macrocitosis y policromatofilia.

Citometria de Flujo

Se empled un citdmetro FACScan (Becton Dickinson). Las
sefates de dispersion de la luz y las de fluorescencia fueron
adquiridas con amplificacién logaritmica para un minimo de
25000 células.

La expresion de CD55 y CD59 sobre eritrocitos fue deter-
minada por técnicas habituales de marcacion de proteinas de
membrana con anticuerpos monoclonales purificados {Serotec)
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TABLA 1.— Valores hematologicos

Dia 0 7 24
Hematies (x10%/L) 3.28 272 2.29
Hb (g/dL) 9.8 8.3 7.5
Hio (LA} 0.31 0.26 0.23
VCM (L} 94 96 100
Reficulocitos {(x10%L) 272.2 279.7 274.8
Eritroblastos (%) 2 27 35
Leucocitos (x10%L) 4.3 4.1 3.3
Neutrofilos  {x10%L) 3.0 1.7 1.3
Monocitos (x10%L) 03 0.4 0.3
Linfocitos {x10%/L) 1.0 2.0 1.6

Hb: hemoglobina, Hto: hematocrite, VCM: volumen corpuscular medio
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Fig. 1.— Expresion de CD55 sobre la membrana de los
eritrocitos de la paciente {linga negra) comparada con un
dador normal {linea gris).

y un segundo anticuerpo marcado con FITC (isotiocianato de
fiucresceina) (Serotec)®.

El analisis de los datos expresados como histogramas de
intensidad de fluorescencia demostré una disminucion de la
expresion de CD55 sobre los eritrocitos de la paciente respec-
to a los del dadoer voluntario normal {Figura 1). Con la marca-
cién anti-CD59 {Figura 2) se puso en evidencia la existencia
de dos poblaciones bign definidas durante todo el periodo de
estudio: una con alta intensidad de fluorescencia media {IFM})
similar a la observable en e dador normal y otra, con baja [FM,
cuyo porcentaje se incrementd de 52% a 70% entre los 7y 24
dias. También se evaluaron proteinas de membrana sobre
ieucocitos con la técnica de marcacién de sangre entera con
anti CD16-FITC {Caltag) y anti CD14-PE (Becton Dickinson).
Los eritrocitos fueron lisados con solucién comercial {Becton
Dickinson}. En este caso se adquirieron 20000 células con
amplificacion lineal para las sefiales de dispersién de la juz y
ampliticacién logaritmica para las fluorescentes. La [FM para
el anti-CD16 sobre los neutrdfilos de la paciente descendid 2
logaritmos respecto al normal y no se encontrd expresion de
CD14 sobre los monocites de [a paciente.
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Fig. 2. Histogramas de fluorescencia para CD59 sobre eritrocitos. |.os marcadores M1 y M2 correspenden a las
poblaciones HPN Il y HPN | respectivamente. A} eritrogitos normales. B, C, D) eritrocitos de la paciente los

dias G, 7 y 24 respectivamente.
Discusidn

Las pruebas de Ham® y Sacarosa’ han sido utilizadas
de rutina en los laboratorios para el diagnéstico de
HPN va que pueden detectar eritrocitos que presen-
ten alta sensibilidad a la accién litica del complemen-
to, aunque no siempre la prueba de Ham es lo sufi-
cientemente sensible y no refleja la verdadera propor-

cion de células anormales. Por otra lado, la prueba de
lisis por Sacarosa tiene un alto porcentaje de resulta-
dos positivos falsos. Rosse® ® definid tres poblaciones
de eritrocitos de acusrdo a su sensibilidad a la accién
litica del complemento: HPN(I), células que reaccio-
nan normalmente, HPN(IIl) células con una marcada
sensibilidad y HPN({I}), células de sensibilidad inter-
media.



La citometria de flujo es una herramienta Gtil en el
diagnostico de la HPN. Esta técnica es indiscutiblemen-
te mas especifica y mas sensible que las pruebas tradi-
cionales™ ' y permite, ademas, realizar evaluaciones
cuantitativas.

En este estudio se analizd la evolucidn de un clon
HPN durante una crisis hemolitica de una paciente con
AAalos 0,7 y 24 dias, considerande dia 0 cuando las
pruebas de HAM vy Sacarosa dieron positivas. El anali-
sis se interrumpio ante el requerimiento de transfusion
sanguinea (dia 24).

Durante el seguimiento, se redujo el nivel de hemo-
globina y también el recuento de eritrocitos; el volumen
corpuscular medio (VCM) y los eritroblastos aumenta-
ron y los reficulocitos permanecieron elevados. Estos
resultados mostraron una respuesta eritropoyética
compensatoria a la destruccion celular. Pudo observar-
se también un descenso gradual del recuento de
leucocitos, especialmente de los neutrdfilos.

Se ha demostrado que los pacientes con HPN tie-
nen expresién deficiente de protelihas como el CD55 y
el CD59'2 que utilizan el sistema dal
glicosilfosfatidilinositol como anclaje a la membrana.
Ambas proteinas funcionan como protectoras de ta ac-
cidn litica del complemento y estan presentes en célu-
las de todos los linajes. Los estudios paor citometria de
flujo revelaron la deficiencia y permitieron cuantificar el
porcentaje de células afectadas durante la crisis
hemolitica. Al igual que en otros casos publicados'?, fa
marcacion con CD59 tuvo mejor resolucion para distin-
guir la poblacidn negativa que la marcacion con CD56.
El descenso del CD16 sobre los granulocitos neutréfilos
y la ausencia de CD14 en los monocitos reafirmaron el
diagnéstico de HPN.

En esta paciente sdlo se detectaron des de las po-
blacicnes de eritrocitos descriptas por Rosse y col *
HPN(IIT) y HPN(I) con la marcacion arti CD59. En el dia
24, el porcentaje de células negativas se incrementd
coincidiendc con el momento en el que la alteracion de
los parametros del laboratorio fue mayor. Esto demos-
trd buena correlacién entre los datos hematoldgicos vy
los obtenidos por la citometria de flujo. Si bien no se
pudieron precisar las causas que desencadenaron el
episodio hemolitico, el comienzo de la crisis pudo estar
asociado con una infeccién viral o bacteriana que indujo
la activacion del complemento™, y ia médula dsea, en
un intento de alcanzar un equilibrio, respondid principal-
mente con el incremento gradual del clon mas afectado
COmo mecanismo compensatorio.
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