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RESUMEN

Objetivo:
Correlacionar sevendad de lisis eritrocitaria vs tipo de células (1, it y Ill) en pacientes
can HPN de poblacion mexicana

Material y métodos:

Pacientes de clinica de anemia aplasica/HPN del HECMNR Pravio consentimiento
nformado, inclumos a > 18 afios, ambos sexos, positividad & Ham, Ham negatives con
hemosiderinuria, exciuimos pacientes trasfundidos 30 dias previos, con insuficiencia hepatica
o renal, paiologia bilar y que por citometria descartase HPN  La hemdlisis se determiné por
Hb, Bl, DHL v reticulocitos segun expediente y en una medicidon pardmetros de citometria, que
reportd porcentaje de poblaciones HPN 1, Il o lii para CDS5 y CD58

Correlacién con R de Pearson para asociar eritrocitos |, Iy Hl de CD55 y CD5S con
los indicadores de lisis, asi mismo, cada poblacién celular se estratfico en tres grupos para
encontrar diferencia intragrupal entre cantidad de una determinada poblacion y marcadores de
hemolsis

Resuitados

Los andlisis de cofrelacion mostraron una relacion directamente proporcional entre
GRII CD 59 y DHL con R de Pearson 0.427 (p = 0.021) y relacidn directamente proporcional
entre GRII CD 59 vy reticulecitos con R de Pearson 0.426 (p = 0.010). Demas analisis de
correlacion sin resultados estadisticamente significativos

La estratificacion de tipos eritrocitanos no mostré diferencia entre cantidad de éstos y
severidad de hemolsis

Conglusiones

Consistente a reportes de lteratura, la cantdad de GRIll CDEZ fuse proporcional &
severidad de hemodlisis, aunque esta asociacitn fue leve v solo clerta para elevacion de DHL y
reticulocitos

Aungue el tipo celular predominante fueron las células tipo I, esperandose hemdlisis
en grado variable, no se encontrd diferencia entre cantidad de algdin tipo celular ¢ indicadores
de hemohsis.

Palabras clave: Hemoglobinuria, HPN, citometria, hemdlisis
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ABSTRACT

Objegtive:
To corralate seventy of erythrocytic lysis vs type of celis {l, Il and HI} in patient with
PNH of Mexican population

Material and methods:

Patients of aplastic anemia /PNH's ciinic of the HECMNR Previous informed consent,
we include to: > 16 years, both sexes, posiive to Ham, negative Ham with hemosiderinuria, we
exclude patients fransfused 30 previous days, with liver or renal failure, biliary pathology and
that for citometry discards PN The hemolysis was determined by Hb, Bi, DHL and
reticulocytes according to archive and in one mensurafion, citometry's parameters that
reported percentage of populations PNH i, Hl or Hl for CD5S and CDS8

Correlation with R of Pearson 1o associate erythrogytes |, It and Ill of CD55 and CD58
with the iysis indicators, Iikewise, each cellular population was stratify in three groups to find
difference intragrupal between guantity of certain population and hemolysis's markers

Results

The correlation analyses showed a directly proportional relationship among GRIII CD
59 and DHL with R of Pearson 0.427 (p = 0 021) and directly proportional relaticnship among
GRill CD 59 and reficulocytes with R of Pearson 0428 {p = 0010) Another analysis of
correlation without results stetistically sigrificant

The stratification of erythrocytic types didn't show difference among quantity of these
and severity of hemolysis

Conclusions

Consistent to lterature reports, the among of GRII CD52 was proportonal o
hemolysis's severty, although this association was hght and only certain for elevation of DHL
and reticulocytes

Although the predominant ceflular type was the cells type 1l, being expected hemolysis
in variable grade, No there was diference between among of some cellilar type and
hemolysis's indicators, '

Key words: Hemoglobinuna, PNH, citometry, hemolysis
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ANTECEDENTES

L.a Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna (HPN) se define como una anemia
crénica adquitida en la cual existe hemélisis intravascular como resultadoe de
defectos intrinsecos en la membrana de los etifrocitos, que los hace mas
susceptibles a la accibn del complemento, la hemdlisis no es mediada por
anticuerpos.*''La anormalidad celular en este trastorno es causada por
mutaciones sométicas adquiridas en las células fallo, dando origen a clonas
molécula de anclaje para ofras moléculas, entre las cuales figuran CD55 “decay-
accelerating factor” (DAF) y CD 58  “membrane inhibidor of reactive lysis”
(MIRL)'®®. A menudo se presenta con dolor abdominal asociado a micretrombosis,
cuadros de frombosis, asi mismo tiene estrecha relacién con anemia aplasica.® ®

La HPN fue descrita por primera vez en 1882 por Stribing al encontrar
alteraciones de la orina después de doremir, posteriormente la demostracién del
aumento de hemdlisis eritrocitaria mediada por complemento al colocar las
céiulas en un medio acido por Ham, hizo que se estableciera este examen
diagnostico que lleva su nombre en 19307

Posteriormente en base a los resultados positivos de prueba de Ham en
pacientes con anemia aplasica, Lewis y Dance en 1967 establecieron una
“sobreposicion” de las dos enfermedades, sin embargo la bases fisiopatolégicas
de ésta asociacién aun son desconocidas.” '2'?

La causa de deficiencia de GPl es por la falta de transferencia de N-
aceliigiucosamina a Fosfatidilinositol, que requiere de una proteina que es
codificada por el gene “Phosphatidyl Inositol Glycan A” o PIG-A, el cual se localiza
en el brazo corto del cromosoma X (X.p22.1), conociéndose hasta ahora 125
posibles mutaciones 3"’

Existe una amplia gama de proteinas unidas a GPi, entre las que figuran
moléculas de adhesidon, aptigenos de grupo sanguineo, enzimas, receptores de
membrana, reguladores de complemento y algunas otras de funcién desconocida;
de todas eftas las que toman principal interés son CD 55, proteina inhibidora de C3
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convertasa y CD 58 que protege al efitrocito def complejo de ataque a membrana
C5-C9. En la literatura se han documentado deficiencias hereditarias de CD 55, en
dichos pacientes no ha habido desarrollo de hemdlisis o hemoglobinuria, no asi
para deficiencia selectiva de CD 58 en cuyo caso las manifestaciones de hemdlisis
son tipicas de HPN, por lo que podemos asumir gue la deficlencia de CD 59 es fa
principal responsable del incremento de la sensibilidad a la lisis mediada por
complemento y por ende hemdlisis®

La caracteristica cardinal de la HPN es la hemdlisis de grado variable, por lo
que usando anti-CD 59, se han identificado tres fenotipos de eritrocitos HPN con
base en que no fodos los glébulos rojos {GR) HPN son igual de sensibles a la lisis
mediada por complemento. La células HPN | ienen una expresién casi normal de
protefnas unidas a GPI, las HPN Il expresion intermedia y las HPN Hl no tienen
expresion detectable, con base a elfo su sensibilidad al complemento es diferente,
las células HPN | se comportan como practicamente normales, las HPN i
moderadamente sensibles {3 o 4 veces mas sensibles) y las HPN H| altamente
sensibles a la lisis mediada por complemento (15 a 20 veces mas de io normal).
En base a lo anterior, se a identificado que un mismo paciente pude tener
“mosaicos” de poblaciones celulares de HPN y dependiendo del dominio de uno u
otro tipo celular, la presentacion clinica.”

La enfermedad tiene un curse crénico y desfavorable, por ejemplo Marks
reporta una media de sobrevida de 6.6 afios en 22 pacientes a partir de la fecha
de diagndstico, en otfro estudio de seguimiento a 48 afios la media de sobre
vivencia fue 10 afios, con un 28% de sobrevivientes a los 25 afios. La causa de
muerte son hemorragias principalmente por trombocitopenias o bien trombosis
venosas. No obstante la recuperacién espontanea también es posible,' 1916

No existen indices pronosticos para evaluar la severidad de la enfermedad,
no obstante en 1996 Socié, G & cols™, publican un seguimiento de arriba de 200
pacientes, donde ios factores de mal pronostico para la evolucion de la HPN con
valor estadisticamenie significativos, son: Trombosis, progresion de pancitopenia,
desarrollo de leucemia aguda, edad mayor de 55 afios, mas de un fratamiento,
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la clona de células HPN tiene una vida larga, pero posiblemente finifa, lo
que hace pensar que cuando esta clona se agota y la medula Gsea no se
recupera, evolucionara hacla anemia aplésica y por ofra parte si llegara a existir
recuperacion medular el paciente evolucionaria hacia la curacién.'> %%

Ofro aspecto a considerar es la evolucion hacia mislodisplasia o bien hacia
leucemia aguda, debido al caracter clonal de la enfermedad.® °

Hasta la fecha la prueba de Ham es Iz dtil para ¢l diagnostico de HPN,
ademas de otras como la lisis con sucrosa, no obstante éstos dan muchos falsos
negativos. En ultimas fechas la citometria de flujo es el método mas exacto para el
diagnéstico, utilizando anti CD 55 o anti CD 59, ello a hecho posible la deteccion
de pacientes clinicamente sanos con expresion de células HFN y aun no se
conoce en que cantidad deben éstas clonas estar presentes para manifestar la
enfermedad.>®

A pesar lo los avances en el conocimiento de la patogénesis de la
enfermedad, el fratamiento de esta entidad continua siendo de soporte con
antibidticos, anticoagulantes y terapia transfusional y la tnica alternativa
polencialmente curativa es el trasplante de médula 6sea con lo que se ha logrado
sobrevida de a dos afios en 56% de los pacientes trasplantados.’ 620 Asi
mismo se han intentado manejo con inmunomoduladores e incluso con factores
estimulantes de colonias, sin embargo la experiencia es pobre al respecto.""”




MATERIAL Y METODOS

Previa aceptacion del protocolo por el comité local de investigacién del Hospital de
Especialidades Centro Medico Nacional La Raza (HECMNR), se condujo este
estudio de caracter ambispectivo, documentando fa severidad de la enfermedad
mediante indicadores de hemdlisis eritrocitaria: Hemoglobina (Hb), bilirrubina
indirecta (Bl), deshidrogenasa lactica (DHL) v reticulocitos (retis); segiin reportes
histéricos de laboratorio tomados del expediente clinico y realizéndose en una sola
medicién {transversal) la obtencién de citometria de flujo para deferminacion de
CD 55 y CD 59 con citdmetro de flujo FACScan (becton-Dickenson) en el
programa “Cell Quest’, en la seccion de citometrla de flujo del laboratorio de
hematologia especial del HECMNR.

Se estudiaron a tos pacientes asignados & la clinica de anemia aplasica /
HPN del HECMNR los cuales fueron mayores de 16 afios de edad en adelante por
tratarse de un hospital que atiende poblacién adulta, no haciendo distincién de
génere, una vez informados del protocolo de estudio y habiendo comprendido ta
importancia de conocer el comportamiento celular de su patologia se solicitd
firmasen carta de consentimiento informado (ver anexo 2) para proceder asi a
citarlos a toma de muestra sanguinea y realizacion de cifometria de flujo en el
laboratorio ya mencionado, cumpliendo asi eficazmente los criterios para la
investigacion en humanos, de acuerdo a la declaracion de HMelsinki, dando
cumplimiento a Normas de Buenas Praciicas Médicas y a fa Norma Oficial
Mexicana para la Investigacidon en Humanos

Los criferios de inclusion fueron por tanfo: Edad mayor de 16 afos, sexo
masculino o femenino, diagnostico clinico de HPN que hayan resultado positivos a
fa prueba de Ham, pacientes con aita sospecha clinica Ham negativos, pero con
hemosiderinuria (ver anexo 1), pacientes con afeccion de 1, 2 0 3 lineas ceilulares
que tengan positividad para prueba de Ham, consentimiento del paciente por
escrito.



Los criterios de eliminacion v no inclusion fueron: Hemotransfusion 30 dias

previos, diagnostico conocido de Insuficiencia hepética Child C, diagnostico

conocido de Insuficiencia renal terminai, diagnostico conocido de patologia biliar v

finalmente los criterios de exclusion fueron los pacientes que fallezcan sin lograrse

la determinacién inmunofenotipica y aquellos que por citometria de flujo se les

descarte diagnostico de HPN,

El método de laboratorio llevado a cabo para el analisis de CD 55 y CD 59

fue el siguiente:

1.

Se ajusté la cantidad de células a 1x10° célutas/100pt de amortiguador de
fosfatos

Se depositdé en un fubo Falcon 1x10 6 células/100u, adicionar 20l de
anticuerpo marcado con isofiocianato de fluoresceina (fitc) 6 ficoeritrina
(PE)

Se mezciod e incubo a 4° C en oscuridad.

4. Se adiciond 1 ml de solucién de lisis (1:10), mezclado e incubado durante 5

minutos a 4° C en oscuridad,
Centrifugacion a 300 X g por minuto durante cingo minutos,

. Decantado y se adicioné amortiguador de fosfaios.

Centrifugado a 300 X g durante 5 minutos; transcurride ef fiempo se elimind
el schrenadante y se adiciond 0.8 mi de amortiguador de fosfato, mas 0.2
ml de paraformaldehido al 1%, se resuspendi6 en vortex a baja velocidad y
coty el tubo en esas condiciones se procedio & la adquisicidn de datos en el
programa de “cell quest”.

Los indicadores de lisis se recabaron en formatos de regisiro (ver anexe 3) a

partir de fuentes secundarias de informacién ubicadas en archivo clinico, fomando

como principales indicadores de lisis erifrocitaria & Ja Hb, Bl, DML vy refis.

Con respecto al tamafio de la muestra ¢s importante considerar que no existe

informacion precedente en poblacién mexicana, siendo ademas esta patologia de



baja incidencia, por lo que el tamafic de muestra se determind por el tiempo,
incluyendo a todos aquelios pacientes que tengan el diagndstico clinico al
momento del inicio del estudio y hasta el término del mismo.

lLos resultados de laboratorio de cada paciente fueron promediados vy
tabulados, junto con os resultados de citomeirfa de flujo los cuales reportaron el
porcentaje de cada tipo eritrocitaric HPN (1, Ul o lIl} ya sea para CD 55 o CD 59, es
decir; Glébulos rojos tipo | CD 55 (GR | CDY 55), giébulos rojos fipo I CD 55 (GR 1
Cb 55), giébulos rojos tipo HI CD 55 (GR Il CD 55), gitbulos rojos tipo | CD 59
(GR [ CD 59), gidhulos rojos Il CD 59 (GR It CD 59), gidbulos rojos If1 CD 59 (GR
L CD 59).

El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS v10 y consistio en la
realizacion de graficas de dispersién para Ja identificacién de correlacién entre el
ipo celuiar reportado y los indicadores de hemélisis (Hb, Bl, DHL y refis), asi
mismo el analisis numérico de correlacion se llevd a cabo mediante la prueba R de
Pearson,

Para tratar de identificar s} la cantidad de células de algin tipo erifrocitario HPN
(1, Y o lil) de CD 55 o CD 59, modifica los indicadores de hemélisis, fue necesaria
la estratificacion de la poblacion eritrocitaria reportada (GR 1 CD 55, GR It CD 55,
GR W1 CD 55, GR 1 CD 59, GR Il CD 59 y GR Il CD 59) en fres subgrupos cada
uno, fo cual se hizo restando el valor porcentual minimo de cada poblacién al
méaximo y dividiéndolo entre fres, estableciendo asi el rango porcentuai para cada
subgrupo como se demuestra en la tabla 3 en el apartado de resultados. Para
cada rango de poblacién celular se obtuvo la media de los indicadores de
hemolisis (Hb, Bl, DHL y refis) ufilizdndose T de student no pareada de 2 colas
para la comparacion de medias enfre grupos no homogéneos y ANOVA de 1 via
con analisis post hoc por correccidn con Bonferroni para comparacion de grupos
que guardaban cierta equidad entre el numerc de sus elementos.

10
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Los pardmetros de laboratoric de cada paciente, incluyendo los resultados de
citometria de fiujo (expresada en porcentaje para cada fipo erntrocitaric), son
descritas en la tabla 1. En el anexo 4 se muesira los resultados reportados por el
laboratorio de hematologfa especial para cada uno de los casos. La fabla 2
resume los promedios de fa poblacién estudiada para cada indicador de hemédlisis
y tipo celular enconfrado, el rango minimo y maximo, asf como la desviacidén
estandar para cada uno de ellos,

I | Edad { Hb | Retis | Lemc | Plag BE DHL | ORI CD5S | GRII COSS5 | CRHI ¢35 | ORI DGR | ORI €b5Y | GRIN (P59
1 31 | 725 | 167 § 5450 | 1156l | 287 | 17926 4] §9.16 10.84 15,12 75.62 9.26
2 37 | 1680 ] 1B | 7750 : 28500 | 025 | 1740 ] 9671 329 ¢ 9956 044
3| 31 | 790 | 95 | 1900 | 24500 | 143 | 19650 @ 8487 134 8351 15.12 095
4 55 | 878 | 69 | 2750 3625 | 055 | 5504 [\ 93.67 546 1437 81.04 245
5 1 39 | 757 | 233 | 4033 | 13373 § 139 | 21520 0 95 4 16 36,02 5342 523
] 27 ¢ 720 | %2 | 3955 | 14200 | 142 § 10850 0 94 2 5.8 0 7464 2536
74 796 | 152 | 3623 | 12600 | 190 | 19340 207 75.5 1787 811 19.19 .44
8] 39 [ 8% | 33 3431 ] 3588 | 038 | 2133 0 93.5 65 0 9.7 43
9 | 28 | 741} 70 | 2700 44143 | 140} 10870 Q 9505 4.14 432 7314 18 61
101 47 [ 814 | 186 | 3902 | 27310 | 127 | 22190 0 0e 94 45 519 43.6
11 60 | 896 | 74 | 35101 17017 | 193 | 16380 0 M5 55 [ 95 5
121 33 | 1044 | 55 | 2959 9177 [ 059 | V09 0 93 7 996 4 0
1B 89 | 962 | 199 | 2968 | 15400 | 268 | 24970 0 816 184 229 477 294
4] 27 [ 1011 | 106 | 2089 15825 { 088 | 11640 0 296 704 565 38.9 4.6
15| 57 | 1289 ] 52 [ 3150 7005 j 066 | 4622 0 90.6 94 3169 6831 U
161 77 | 1142 53 | 4356 13243 | 109 | 6776 0 1.5 83 737 3 33
171 27 | 1067} 161 | 6150 | 16000 | 112 | 17520 4.6 813 144 13.2 742 126
1B 39 | 653 | 98 | 1740 § 12014 § 177 { 25170 0 913 87 387 493 12
19 | 33 (1827 | 47 ] 4991 9475 | 050 3507 L] 68.8 31.2 337 461 20,2
200 23 | 1256 | 186 | 9800 ) 15571 | 232 | 2688 167 43.1 482 464 506 14
21} 42 § 960 | 38 | 2380 ) 26380 | 048 ] 5738 ¢ 86.6 134 276 724 0
221 45 | 833 | L5 | 30457 13727 ; 044 | 1851 2818 7061 0 3195 6549 B3
B T7 | 995 | V7 [ 2638 17558 ) 144 | 11060 @ 94.29 475 ] 8722 693
24 40 | 829 | 141 § 2494 | 17553 | 1.85 | 16630 ] 96.1 39 359 64,1 0
25| 81 [ 10751 35 | 28881 3219 | 024 | 2257 0 955 45 72.9 235 3.6
26F 83 | 990 | 91 | 4031 | 25477 | 055 | 8867 13.13 66.6 184 38 45 9.26
27 50 [ 1175 | 55 | 2608 47.85 | 056 ¢ 1915 ] 94.56 4386 95,82 1403 007
28] 30 [ 1015 ) 54 (469915375 1 064 | 17310 0 7L78 26.21 254 6702 1011
26| 54 11191 23 [ 5030 5947 L 0M | 3350 9 89,36 904 26,64 6979 095

Tabia §: caracteristicas generales de los 29 pacientes incluidos en & estodis

1



Variable Rango Media s
Hb 653 -16.90 0.8670 2.2012
Rehieulocios 149-28 57 9.4801 6,9038
Leucocitos 1.740 - 9,800 3,821 1.7769
Plaguetas 32,19 285.00 142,93 74 63
Bl 0.24 - 2.87 1.1341 7395
DIl 174,00 - 2517.00 1105.4238 T76 2477
GRICDS55 0.00.29.18 24717 6.5788
GRIICD 55 29 60-96.71 84.1159 16 0665
GRINCD 55 (.00 - 70,40 13 1055 14 2105
GRITCD 59 0.00 - 99 60 34,8)17 30.2243
GR.HCD 59 0.40 - 99.56 56,1514 272574
GR HICD 59 0 00 ~ 43,60 3 4848 10.4569

Tabla Z: Promadio de resaltadss, rangos de presentacidn y desviacitn esténdar {08)

Como se cbserva en esias tablas la Hb promedio fue de 9.8 + 2.2 DS,
reticulocitos 8.4 + 6.9 DS, Bl 1.1 + 0.73 DS y DHL 11054 + 776.2 DS. En lo que
respecta a los tipos celulares encontrados, estos fluctuaron para los glébulos rojos
tipo | CD55 (GR | CD 55) desde © a 29.1 %, para GR Il CD 55 de 29.6 2 95.7 %,
pata GR Il CD 55 de 0 a 704 % y finalmente los glébulos rojog CD 59
presentaron los siguientes rangos: GRI1CD 59 de 02 29.6%, GRIICD 59 de 0.4 a
99.5% vy GR ] CD 59 de 0 a £3.6%. Si bien no es el propésito de nuestro estudio,
mencionamos ademés [a cifra enconfrada de leucocitos y plaquetas dada la
tendencia a falla medular en la mayoria de nuestros pacientes.

Para la determinacion de correlacion enfre los glébulos rojos tipo |, Il o
para CD 55 como para CD 59 con indicadores de hemélisis (Hb, Bl, DHL y retis),
se realizaron graficas de dispersién y su significancia estadistica fue determinada
por R de Pearson, comportandose de la siguiente manera:
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De acuerdo a estas graficas la mayoria de los andlisis de correlacion no
demostraron alguna significancia entre el tipo de erifrocito HPN vs indicadores de
hemdlisis, a excepcién de las dos uitimas donde existe una comrelacion
directamente proporcional entre la cantidad de erifrocitos HPN Hi CD59 vy el
aumento de DML y reticulocitos; numéricamente hablando esto fue para los GR |
CD55 vs Hb {R -0.027 (p = 0.891)], para GR i CD55 vs Bl [R -0.015 (p = 0.937)},
para GR | CD55 vs DHL [R -0.239 (p = 0.211)], para GR 1 CD55 vs retis [R 0.124
{p = 0.621)], para GR i CD55 vs Hb [R -0.140 (p = 0.468)}, para GR Il CD55 vs Bl
[R -0.061 {p = 0.754)], para GR I CD55 vs DHL [R 0.064 (p = 0.740)], para GR i
CD55 vs retis [R -0.296 {(p = 0.119)], para GR il CD55 vs Hb [R 0.170 (p = 0.378)],
para GR Il CD55 vs BI [R 0.091 (p = 0.637)], para GR Hl CD55 vs DHL [R 0.043 {p
= 0.825)], para GR Il CD55 vs retis [R 0.293 (p = 0.123})], para GR | CD59 vs Hb
IR 0.097 (p = 0.615)], para GR | CD59 vs Bl [R 0,104 {p = 0.581)], para GR |
CD52 vs DHL [R -0.089 (p = 0.646)], para GR | CD59 vs retis [R -0.038 {(p =
0.846)), para GR It CD59 vs Hb [R 0.003 (p = 0.989)], para GR I CD59 vs Bl [R
0.012 (p = 0.948)], para GR 1l CD59 vs DHL [R -0.064 (p = 0.740)], para GR Il
CD59 vs refis [R -0.089 {p = 0.646)], GR Il CD52 vs Hb [R -0.231 (p = 0.227)] v
para GR H CD59 vs BI [R 0.362 (p = 0.053)]

A considerar solamente GR I} CD59% vs DHL [R 427 (p = 0.021)] y GR I}l
CD59 vs retis [R 469 {p = 0.010)], que demostraron un valor de R mayor de 0.4
sugiriendo una correlacion leve entre las varigbles anteriores, siendo ademés
estadisticamente significativo.

Dado los resultados anteriores y a la pobre corelacion enconirada fue
necesario subdividir a las poblaciones celulares de eritrocitos para establecer un
punto de asociacién en el cual alguna determinada cantidad de una poblacién
celular de GR fuese mas significativa en el condicionamiento de hemdlisis. Se
realizé una estratificacion de cada poblacion celular en fres grupos, seglin se
descoribe en material y métodos cada una de fa siguiente manera; Tabla 3
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Tipo celular | Rango 1 (%) | # CASOS | Rango 2 (%) | # CASOS | Rango 3 (%) | # CASOS
GR 1CD 55 0-9.73 % 9.74 - 19.46 2 1947-39.18 i
GRIICDSS | 25.6-5197 2 51.98 7434 3 FA35-96.71 | 22
GRIICDSS | 0-2347 3 | 23.48-4694 3 .95 -70.4 1
GRICD 50 0-33.2 i6 333-664 7 66 5-99.6 3
GRICD3® | 0.4-33.46 3 BAT-G6521 10 | 6653-9936 | 13
GRIICDS9 | 0-14.54 34 | T455 3908 N 29.09-436 1

Tabla 3: Bistribueidn por rangn de pada poblacidn celuler y ndmero de eases gor ceda grepa de pezientes

A cada rango de tipo celular se ie determiné la media de los indicadores de
hemdlisis (Hb, Bl, DHL y refis) para poder asi llevar a cabo anglisis de
comparacion de imedias y encontrar diferencias entre grupos. Esto se llevs a cabo
con t de student de 2 colas para GR | CD55, GR Il CD55 y GR 1 CD59 v con
ANOVA de 1 via con andlisis post hoc por comeccién con Bonferroni para
identificar variabilidad intragrupal para GR Il CD55, GR | CD59 v GR It CD59,
puesto la factibilidad de aplicar uno u ofro andalisis en cada grupo; no
encontréndose diferencias estadisticamente significativa (p > 0.05) entre la
cantidad de algin tipo de GR |, H o 1l CD55 6 CDHY v Ia severidad de hemolisis
(segln nuestros indicadores).
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DISCUSION

La hemoglobinuria paroxistica nocturna, trastorno clonal de tipo adquirido en el
que una mutacion del gen PIG A condiclona deficiencia de glucofostatidilinositol,
mofécula de anclaje que sirve para fijar a la membrana celular una amplia gama
de profeinas, entre ellas las inhibidoras del complemento CD 55 y CD 59,
resultando éste defecto en un sindrome clinico que incluye hemoglobinuria per sé,
hemdlisis infravascular mediada por complemento, frombosis venosa y falla
medular en grado variable que en éste ulfimo caso ha hecho que algunos autores
identifiquen al sindrome de aplasia/HPN como fue descrito por Lewis & Dacie hace
mas de 4 décadas y cuya fisiopatologla aun en fecha reciente es incierta.

No obstante la amplia gama de manifestaciohes que se pueden presentar y
Io complejo que puede ser su fisiopatologia, lo caracteristico de ésta entidad es ia
hemélisis intravascular mediada por complemento, para 1o cual desde hace varios
aftos ha habido numerosos esfuerzos en correlacionar las alteraciones fenotipicas
eritrocitarias con los pardmetros bioquimicas v clinicos, mientras esto es facil de
hacer en algunos casoes, en ofros es mucho mas dificil.

La sensibifidad de los eritrocitos HPN a ta accion Htica del complemento es
debida a la ausencia parcial o completa de 2 o quizds 3 proteihas unidas a GPI:
CD 55, CD 59 y posiblemente una proteina denominada C8, de ésias ya se ha
determinade que la ausencia de CD 59 es la mas importante (véase
antecedentes). Ya hemos mencionado los tres fenotipos eritrocitarios gonocidos
de HPN y en base a ello ia literatura menciona que {a intensidad del componente
hemolitico de la enfermedad esté relacionada a fres factores:

1- La proporcién de células anormales: Los pacientes con menos dei 20% de
células ahormales casi no tienen hemoglobinuria, aunque casi siempre hay
evidencia de hemélisis ya sea por marcadores bioguimicas o por
hemosiderinuria, muchos pacientes con HPN ili de mas de 60% tienen
hemoglobinuria diaria, pero algunos ofros no, por razones desconocidas,
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2- El tipo de anormalidad celular: La anormalidad celular intermedia (HPN H),
tienen menos hemolisis gue los pacientes con igual numero de ¢élulas tipo 1l

3- El grade de activacion del complemento: Ya sea por infecciones virales o
bacterianas, transfusiones, ete.

Tomande en cuenta lo anterior nosofros deberlamos esperar gue en
nuestra poblacion el comportamiento fuese similar, es decir a mayor cantidad de
células anormailes, principaimente de tipo [H, mayor aumento en fos indicadores de
lisis celular y a la inversa, a mayor cantidad de células tipo | {(normales) confirieran
de alguna manera proteccion a lisis eritrocitaria,

En nuestra casuistica los pacientes presentaron células fipo | en el menor
porcentaje de los casos, por ejemplo para los GR | CD 55, 26 de 29 pacientes
{89.6%) solo fuvieron menos del 9.7% de las mismas y para GR | CD 59, 16 de 29
pacientes (55,1%) tuvieron menos del 33% de ésias y aungue estas cifras fueron
las esperadas puesto el diagndstico implicito de HPN, para fines de andlisis
estadistice no hubo conferencia de proteccion alguna el tener mayor a menor
porcemntaje de las mismas. (Tabla 3)

Pasando a las células con expresitn intermedia de protefnas CD 55 y CD
59 {tipo Hl), es de mencionarse que fueron el fipo celular predominante en la
poblacion estudiada; 27 de 29 pacientes (93.1%) tuvieron mas de 51% de GR |l
CD 55 y 23 de 29 pacientes (79.3%) tuvieron mas de 33% de GR H CD 59 (tabla
3), esperando que para elios la hemdlisis que indistintamente se debibé de haber
manifestado en grado vartiable, fuera proporcional a la cantidad de éste fipo
celular, sin embargo las diferenclas intragrupales demostraron gue no fue asf.

Ahora bien, las células tipo ] fueron las menos prevaientes en la poblacién

de estudio, siendo de mences del 23% en 25 de 29 pacientes (§6%) y de menos de
14.5% en 24 de 29 pacientes (82%), pero su significancia de mas importancia que
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la de ningln otro tipo celular. Si bien en los andlisis de variabilidad intragrupal no
se demosiré que existiese diferencia alguna entre la cantidad de éste tipo celular y
la severidad de la hemdlisis tanto para células rojas tipo HI CD 55 o CD 59 (p >
0.05) en ambos casos; los andlisis de correlacion, especificamente a CD 59 (que
segln la literatura es la mas importante en el condiclonamiento de hemélisis),
demostraron una tendencia inversamente proporcional entre la cantidad de GR 1lf
CD 59 y la cantidad de hemoglobina de cada paciente { R -8.231) v tendencia
directamente proporcional enfre la cantidad de GR il CD 59 y la cantidad de
bilirubina (R 0.362), aungue en ambos casos la significancia fue pobre (p > 0.05),
no asi para el comportamiento observado con la DHL, bien 0 mal unc de los
mejores indicadores de lisis eritrocitaria, donde al andlisis de correlacién se
demostré una relacion directamente proporcional entre GR Il CD 5¢ y nivel de
DHL con una R de Pearson de 0.427 (p = 0.021) y una relacion directamente
praporcional entre GR i CD 59 y porcentaje de reficulocitos con valor de R de
Pearson de 0.426 (p = 0.010) (véase gréficas para este tipo celular en resultados).

Si bien no fue el propdsito de este estudio es importante mencionar la
asociacién reportada y encontrada en nuestra serie con respecto a los sindromes
de falla medular. Desde el afo 1944 Dacie & Gilpin hicieron la primera descripcién
de HPN asociada a sindromes de falla medular, posteriormente confirmada por
Letman en 19852 y Dacie & Lewis en 1961, en fechas recientes Dunn et al (1999)
enconfraron evidencia de HPN en 22% de pacientes con anemia aplésica e
inclusive Luzzatto en 1996 concluye que la HPN siempre coexiste con falla
medular; el motivo de esta asociacion es dificil de explicar y hasta el momento lo
que se maneja son teorias, una de ellas y quizé la mas aceptable postula que la
anemia aplasica como entidad aislada es el resultado al menos en algunas
circunstancias de ataques inmunolégicos confra células fallo, atague que no se
presenta en las células fallo con trastornos del gen PIG A posiblemente debido &
que alguna molécula anclada a GP! puede ser de vital impottancia en el
reconocimiento por células efectoras del sistema inmunoldgico. Tomando en
cuenta lo anterior para desarrollar HPN un pacienie deberfa tener una mutacion
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det gen PIG A y un proceso aplasico subyacente, de esta manera la falla medular
seria obvia en pacientes quienes inicialmente se presentan con anemia aplasica y
posteriormente desarrollan HPN, pero cuando se presenta inicialmente la HPN la
falla medular podria no ser pbvia debido a que en el momento que se hace el
diagnéstico la clona de células HPN se ha expandido a un punto tal que
representa una proporcion importante de ia hematopoyesis. De esta manera
podemos establecer dos tipos de pacientes: los que iniciaimente presentan HPN v
evolucionan a aplasia situacion referida por Luzzatto como "agotamiento de HPN"
y adquellos con aplasia quienes desarrollan posteriormente caracteristicas clinicas
y de laboratorio de HPN, estiméndose en aproximadamente 30% de los casos de
recuperacion de aplasia.

l.a asociacion HPN/aplasia tiene por ende imporfantes repercusiones, en ¢l
caso de nuestra casuistica encontramos gue la cifra promedio de leucocitos fue de
3,821 células (1,740 a 9,800), plaquetas 142,940 (32,190 a 285,000) y Hb de 9.8
gr/d! (8.5 a 16.9); donde queremos decir que la caracteristica predominante fue la
pancifopenia y bajo esta consideraci6n puede haber pacientes con aplasia
medular con HPN sub-diaghosticada de trasfondo, aquellos donde predomine la
aplasia y por tanto no tengan elevados los indicadores de fisis celular o bien
aquellos que estén eveolucionando hacia un "agotamiento clonal", efc.; pudiéndose
modificar en fodas aguellas circunstancias los marcadores bioguimicos de lisis
eritrocitaria.

Si bien este frabajo es el reporie de serie de pacientes con HPN mas
grande que se ha fogrado en esta instilucién, es importante considerar sus
imitaciones pues aun asi 22 pacientes son pocos para establecer subgrupos
homogéneos comparables entre si con respecto al numero de una determinada
poblacion celufar y por ende se requeriran de estudios prospectivos para poder dar
mayor validez a ia asociacién entre el numero de una determinada poblacion
celular v los marcadores bioguimicos de hemédlisis.
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CONCLUSIONES

L.a hemoglobinuria paroxistica nocturna es un frastorno clonal adquirido de
fa célula tallo donde una mutacion del gen PIG A localizado en el brazo corto del
cromosoma X, condiciona deficiencia de GPi molécula implicada en el anclaje de
varias proteinas y moléculas, entre ellas CD 55 y CD 59 encargadas de la
inhibicion de ia accion litica del complemento principalmente sobre células rojas.

Las manifestaciones clinicas y de laboratoric pueden ser variables y
dependeran si la enfermedad se presenta con predominio de manifestacién
apldsica o predominic de hemoglcbinuria ¢ bien sindromes de sobreposicién como
se ha descrito previamente. En una u ofra circunstancia la caracteristica cardinal
es la hemolisis intravascular cronica de grado variable, misma que es
influenciadas por muchos factores externos pero que en gran medida depende de
la cantidad de célutas con mayores defectos de membrana.

En este estudio pudimos demostrar que efectivamente y de acuerdo a
reportes de la fiteratura, el tipo celular que guardé mayor cotrelacion entre
cantidad y elevacion de marcadores bioguimicos de lisis erifrocitaria fueron los
glébulos rejos tipo 1 de CD 59, aunque la asociacion haya sido débil y solamente
se haya presentadoe para dos marcadores bioguimicos (DHL v reticulocitos). Llama
la atencidn que aunque ¢l predominio celular encontrado fueron células de tipo Il
tanto para CD 55 como para CD 59, no hubo diferencias al menos
estadisticamente significativas entre cantidad de una poblacién y sevelidad
bioguimica de la enfermedad por o que deben de haber ofros factores que
inffluyan en el condicionamiento de hemodlisis ademas de las alteraciones
fenotipicas celutares. Pero no asl para los eritrocitos iH CD 59, cuya cantidad por
st sola guarda comelacion directamente proporcional con la severidad de la lisis
etitrocitaria.

La limitaciones a este trabajo pueden ser varias, pero es la serie de
pacientes mas grande con HPN y a pardir del cual podriamos iniciar para el
posterior planteamiento de estudios prospectivos,
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ANEXOS

ANEXO 1

Aungue la prueba de Ham es la mayormente wulilizada para tamizaje
diagnostico de HPN, se ha demosfrado que ésta no es lo suficientemente sensible
v especifica como la citometria de flujo, la cual al ser plenamente cuantitativa, solo
podria dar resultados falsos negativos en presencia de factores externos como
hemotransfusiones recientes®. En un anélisis realizado por Géngora-Biachi et al, la
sensibilidad obtenida fue de 90% para la prueba de inulina, v 80% para la prueba
de Ham v sucrosa respectivamente; e inclusive se ha demostrado positividad a
éstas pruebas en uh 30% de los pacientes con anemia aplasica v en 10% de
pacientes con sindrome mielodispliasico siendo por tanto no especifica.” Es por
ello que considetaremos a pacientes con “alta sospecha” a aquellos que se les
demuesire hemélisis no mediada por anticuerpos mediante indicadores como
hemoglobina, bilirubinas, DHL., retis y productos de metabolismo de hemogiobina

en orina, siendo finaimente nuestro esténdar de oro la citometria de flujo.
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ANEXO2
CARTA BE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México D F,a__de de 2000

Por medio de ia presente acepto participar en el proyecio de Investigacion titulade
PRESENTACION BICQUIMICA E INMUNOFENOTIPICA EN PACIENTES CON
HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOCTURNA, registrado ante el comité local de
nvestigacion médica con el nimero 2001-880-0045, Ei objetivo de este estudio es evaluar
81 existe una relacién entre, los resultados de laboratorio y el tipo de células HPN {j, }} 6
ill}, pata con ello poder establecer relaciones al respecto del curso clinico v pronostico
mas exacio de su padecimiento

Se me ha explicado que mi parhicipacion consistra en admitiy la toma de una
muestra sanguinea de aproximadamente 15 ml

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos,
inconvenientes, molestias y beneficios dervados de mi participacion en el estudio, gue
son los siguientes; - La toma de una muestra sanguinea

- El beneficio de poder saber ef curso clinico de mi padecimienic y
pot lo tanto un pronostico mas exacto

Entiendo gue conservo el deracho de retirarme del estudio en cualquier momento
en que lo constdere conveniente sin que elio afecte 1a atenaion médica que recibo en el
Instituto

El investigador principal me ha dado seguridad de que no se me identificara en las
presentaciones 0 publicaciones que deriven de este estudio v de que los datos
relaciohados con mi prvacidad serén manejados en forma confidencial. También se ha
comprometido a proporcionarme la informacion actuslizada que se obtenga durante el
estudio, aunque ésta pudiera hacerme cambiar de patecer respecto a mi permanencia en
sl mismo,

Nombre vy firma del paciente Nombre, matricula y firma del investigador

Testigo Testigo

TESES CON :
FALLA DE ORIGEN )




Paciente

ANEXO 3

HOJA DERECOLECCION DE DATOS

Filiacién Edad

Tratamiento base

Otras patologias

Laboratorios
Hb:
Leucocitos.
Plaquetas
DHL-
Bilurubinas
Reticulocitos
Ham
Sucrosa
Inulina

Analisis de citometria de Fiujo-

TESS CON
FALLA DE URIGEN
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