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1.Titulo: Importancia del diagnéstico de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna como manejo

de anemia aplésica con poblacion celular heméatica deficiente de GPI: Revisién Literaria

2.Resumen

La Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna (HPN) es una enfermedad de carécter clonal
adquirido por parte de las células madre pluripotenciales de la médula dsea que dan lugar a
células hematopoyéticas susceptibles a la accién por complemento, generando hemolisis
intravascular a causa de la deficiencia de las proteinas reguladoras de complemento CD55,
CD59 y otras que se encuentran ancladas a la proteina de anclaje en membrana celular
Glicosilfosfatidilinositol (GPI) la cual no se encuentra sintetizada por mutaciones de gen
PIG-A. El diagnostico se basa en técnicas de complemento como test de Ham, Sucrosa y la
técnica especializada Gold estandar como la citometria de flujo, seguidamente el manejo
con Eculizumab, inmunosupresores y trasplante de células madres aumenta la
supervivencia de los pacientes. Finalmente puede generar complicaciones como el
desarrollo de anemia aplasica y estar presente en pacientes previamente diagnosticados con

anemia aplasica.

En la revision se analizé un total de 68 articulos de los cuales 60 se sometieron a revision
estadistica demostrando temas de HPN, anemia aplésica y relacion de ambas, obteniendo
mayor informacion en el afio 2012, 2013 y 2015 en el continente americano; a partir de lo
anterior se infirid en la importancia de diagnosticar HPN en pacientes con anemia aplésica,
debido a que se pude ampliar el margen de tratamientos aplicados a estos pacientes como
concominantes entre Eculizumab e inmunosupresores, de la misma forma demostrar que los
clones HPN pueden determinarse como biomarcadores de una respuesta positiva al
tratamiento con inmunosupresores en pacientes con anemia aplasica. Por ultimo, esta
revision literaria permitio resaltar que el diagnostico en la técnica por citometria de flujo es
complicado por poca accesibilidad y problemas pre analiticos y analiticos, sin embargo, es
recomendable mejorar las técnicas y enfatizar en el diagnostico de la misma para el manejo

de anemia aplasica.
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3.Descripcion del trabajo de grado

En primera instancia, este trabajo de grado se basa en expresar la importancia en el
diagnostico de HPN en personas que presenten anemia aplasica mediante la bdsqueda en
bases de datos sobre referencias documentales que demuestren bases tedricas sobre los
temas de interés, con el fin de determinar y afianzar el conocimiento de una metodologia
adecuada para el diagndstico de la enfermedad y posteriormente aplicar tratamientos
apropiados de la patologia como alternativa en el manejo de la anemia aplasica los cuales

seran plasmados en los resultados del mismo.

De la misma forma, tener conocimiento sobre los principales inconvenientes para el
diagnostico oportuno de HPN como resultado del analisis de la literatura consultada, de
modo que se identifiquen las dificultades para el diagnostico en el éarea de salud e
investigacion teniendo en cuenta falta de informacion sobre la enfermedad, dificultad de
acceso a metodologias especializadas como la citometria de flujo, errores en la
estandarizacion de procesos del mismo e identificaciébn de errores pre analiticos y
analiticos; con en base a lo anterior, se argumenta la falta de identificacion de HPN en la
poblacion y asi mismo en poblaciones con anemia aplasica que requieren un nuevo enfoque

diagnostico como la presencia de clones deficientes de GPI.

De acuerdo a lo anterior, se identifico la estrecha relacion entre la HPN y la anemia
aplésica, enfatizando este vinculo mediante un analisis exhaustivo de ambas patologias bajo
los parametros de significado, fisiopatologia, métodos diagnosticos, interferencias,

tratamientos y relacion entre ellas.

Finalmente, se aplico el procedimiento metodoldgico que incluye seleccion de documentos
bajo parametros descritos para llevar a cabo un desarrollo estadistico del afio de
publicacion, lugar y temas aplicados. A partir de esto se procede a un analisis descriptivo
que enfatice la importancia en la relacion de las patologias bajo diferentes aspectos y asi

llevar a cabo una discusion teniendo como referencia estudios cientificos previos frente al



analisis del trabajo de grado realizado. Por altimo, el contenido de conclusiones congrega
las determinaciones analizadas en los resultados del trabajo y las bases documentales
utilizadas como respuesta a los objetivos planteados y la pregunta problema propuesta.

3.1 Planteamiento del problema
¢El diagndstico de HPN favorece al manejo de anemias aplasicas con poblacion celular

hematica deficiente de GPI?

3.2 Justificacion

El trabajo de grado realizado tiene como base el anélisis de documentos que informen sobre
la enfermedad HPN considerada como patologia huérfana o rara, la cual suele presentarse
en un grupo pequefio de personas en diferentes poblaciones. A partir de esto, se enfoca en
primera medida el desconocimiento que hay sobre esta enfermedad no sélo desde el punto
de vista social, sino también la complejidad de identificar por parte del sector salud a una
persona que la padece, dando como consecuencia un diagndstico poco oportuno y un
posible tratamiento inadecuado frente a las diversas complicaciones que se puedan

presentar.

Asi mismo, tener en cuenta la relacion que presenta esta enfermedad con la anemia
aplasica debido a que esta ultima, a partir de maltiples referencias documentales, expone
casos de pacientes previamente diagnosticados con anemia aplasica que presentan
células hematicas deficientes de GP1 compatibles con HPN, infiriendo en la necesidad de
un andlisis exhaustivo respecto a los parametros clinicos, diagndsticos y terapéuticos
para finalmente expresar la importancia de la estrecha relacion que presentan estas dos

patologias.

Actualmente en Colombia existe poca literatura acerca de la enfermedad y sus
complicaciones, por esta razon es importante la recopilacion en bases de datos y otras
fuentes de informacion acerca de la sintomatologia, manifestaciones clinicas,
complicaciones, métodos diagndsticos, interferencias encontradas, tratamiento apropiado y
la estrecha relacion con anemia aplasica en donde es necesario un analisis de los parametros

clinicos de esta, en los que se estudien patrones de HPN como hemdlisis, ausencia de GPI



entre otros, con el objetivo de establecer el papel que cumple el diagndstico de esta

enfermedad en el tratamiento dptimo de anemia aplésica.

Por ultimo, el trabajo sera fundamental para el desarrollo de futuros proyectos de
investigacion, andlisis de casos clinicos y actividades académicas relacionadas con el tema.
Ademas, la viabilidad del este se fundamenta gracias a que la universidad y sus servicios de
bases de datos otorgan facilidad en la busqueda de documentos que respaldan el trabajo
final, asi mismo herramientas como Google favorecen su desarrollo.

3.3 Objetivos

3.3.1. Objetivo general

Indagar en bases de datos sobre la importancia en el diagndstico oportuno de
Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna en relacion a sintomatologia, diagndstico,
tratamiento y complicaciones, relacionandola con el manejo de anemia aplasica con

poblacién celular hematica deficiente de GPI.
3.3.2. Objetivos especificos

e Recopilar informacion en bases de datos sobre la Hemoglobinuria Paroxistica

Nocturna, sintomatologia, complicaciones, diagnostico y tratamiento

e Describir los principales inconvenientes para el diagnéstico oportuno de

Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna.

e Recopilar informacion en bases de datos sobre anemia aplasica, sintomatologia,

diagndstico y tratamiento.

e Establecer el papel que cumple el diagnéstico de Hemoglobinuria Paroxistica
Nocturna en una persona que presenta anemia aplasica para la respuesta 6ptima de

un tratamiento.
4. Antecedentes

La primera descripcion que se presentd de esta enfermedad fue expresada por el Dr. Paul
Strubing en 1882 1. Al presentarse un caso de una joven de 29 afios el cual manifestaba

fatiga, dolor abdominal y principalmente paroxismos nocturnos de hemoglobinuria. Tras la
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situacion presentada se menciondé un pseudonimo como sindrome de Marchiafava y
Micheli que surge a partir de los médicos analistas, sin embargo, el término de HPN surge
en el afio de 1925.

En el afio de 1937 en un estudio realizado por Ham, se propone la primera prueba para la
identificacion de celulas compatibles con HPN; a partir de una reaccion realizada en
eritrocitos pertenecientes a pacientes con la enfermedad frente a suero acidificado. En los
resultados obtenidos se evidencié hemdlisis de los eritrocitos tras la exposicion, lo cual
permitio concluir que éste fendbmeno hemolitico esta dado gracias a la lisis mediada por

complemento y es activada por la acidificacién del medio. *

Tras el avance tecnoldgico sobre el conteo de células hematicas llevadas a cabo en el afio
de 1956, se disefiaron analizadores automaticos para determinar tanto cuantitativa como
cualitativamente las células hematicas. Entre estos encontramos el desarrollo del citdmetro,
que permite identificar facilmente anomalias hematoldgicas con el objetivo de dar manejo y

tratamiento adecuado de la situacion clinica presentada.’

En 1967, fue sefialada la asociacion entre HPN y otros trastornos como el desarrollo de
anemia aplasica. A partir de este planteamiento, se analiza y corrobora por medio de
estudios posteriores la importancia en el diagnostico oportuno de la HPN en personas con

otras anomalias y qué beneficios otorga la terapia inmunosupresora en estos pacientes.’

En el afio 2001, el trabajo realizado por Sanchez et. al.* describe las novedades de la HPN
en relacién a la patogénesis. Se enfatiza inicialmente en las mutaciones producidas en esta
enfermedad a partir de: procesos de adicién u omisién de nucleétidos para la codificacion
de GPI, mutaciones en las cuales hay sustitucién de genes que afectan la viabilidad del GPI,
cantidad de genes clones compatibles con HPN y mutaciones somaticas. Del mismo modo,
la disminucion de la fosfatasa alcalina, acetilcolinesterasa y ausencia de las proteinas

reguladoras como CD55 y CD59 permiten el desarrollo de la enfermedad.

Se exponen hallazgos referentes a la asociacion de la HPN con otros trastornos
hematoldgicos. Entre estos encontramos: tromboembolismo venoso como principal
complicacion debido a las alteraciones en los mecanismos de coagulacion y la prevalencia

de insuficiencia de médula d6sea siendo mayor en personas con HPN que presentaron

10
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pancitopenia desde moderada a severa generando infecciones y otras anomalias
relacionadas, resaltando la similitud entre el desarrollo de la HPN y los defectos

cualitativos en los granulocitos y los linfocitos en estudio descritos el mismo afio.”

Un estudio realizado 4 afios después por Meletis et.al.®, describe las manifestaciones
clasicas de anemia aplasica en pacientes con fenotipo compatible con HPN en sangre

periférica, donde estan presentes entre el 10 al 60 % de las células deficientes del gen PIG.

Con base a lo anterior, se analiza la presentacion de un caso clinico donde un paciente con
anemia aplésica presenta alta proporcion de células deficientes de la proteina de anclaje
GPI. La sintomatologia se relaciona con eventos anémicos sin evidencia de infeccion; en
las pruebas analiticas se exalta disminucion de LDH, tests de Coombs y Ham con
resultados negativos. Posteriormente el aspirado de médula Gsea demostrd hipoplasia
celular y tras un anélisis por sistema de micro tipado se demuestra ausencia de CD55 y

CD59 en eritrocitos.®

Otra revision realizada en esa época recopila informacion de 95 citometrias de flujo en el
laboratorio del Departamento de Hematologia del hospital universitario José Eleuterio
Gonzélez de Universidad Auténoma de Nuevo Leon, las cuales fueron solicitadas por
sospecha de HPN en pacientes tanto hombres como mujeres entre 1 a 87 afios. De acuerdo
a esto, se identifican los fluorocromos mas utilizados como: CD55, CD59, CD14 y CD16
para la deteccidn de células compatibles con HPN en las diferentes lineas hematopoyéticas.
Como resultado se identifica una deficiencia de CD55 en 62.1% en glébulos rojos y 59.1%
en monocitos, CD59 en el 47.9%, en gldbulos rojos y 10% en monocitos y finalmente tanto

CD14 y CD16 se encuentran ausentes en 49.5% de las muestras analizadas. ’

Posteriormente, el desarrollo en el manejo y diagnéstico de la HPN llevado a cabo en el
2005 por Parker et.al.® permitié inferir sobre las manifestaciones clinicas y complicaciones
de la HPN, las cuales varian respecto a los pacientes. Gracias a esto, se desarrollé una
clasificacion de acuerdo con el tipo de manifestacion y complicacion que se presente
facilitando el diagnostico de la enfermedad. Las subcategorias encontradas son: HPN
clasico, HPN en el contexto de otro trastorno especifico de la médula 6sea (anemia

aplésica) y HPN subclinico en el contexto de otro trastorno de la médula osea.

11
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También resaltan los criterios diagnosticos esenciales minimos como lo son: Evidencia de
una poblacién de células de sangre periférica anormales tales como la observacion de
policromatéfila, macro o microcitosis e hipocromia, por otro lado, recuento sanguineo
completo, recuento de reticulocitos, concentracion sérica de lactato deshidrogenasa (LDH),
bilirrubina (fraccionada) y haptoglobina, aspirado de médula 6sea, biopsia y citogenética,
los cuales son utilizados como metodologias previas para verificar el estado del paciente y
descartando diagndstico diferencial con anemia hemolitica para proceder a metodologias

especializadas para el diagnéstico de HPN. ®

En el afio 2006, se evidencia la presencia de una poblacion menor de células sanguineas
tipo HPN en pacientes con anemia aplasica adquirida. Se identificaron un total de 122
pacientes de origen japonés, los cuales presentaban anemia aplasica idiopatica sin recibir
tratamiento con terapia inmunosupresora. Posteriormente, se administra dosis de
ciclosporina durante al menos 6 meses y factor estimulante de colonias granulociticas en
algunos pacientes, y se realiza citometria de flujo para el andlisis de muestras a partir de
sangre heparinizada con el fin de detectar proporcion de células tipo HPN, el cual fue
positivo.’

Seguidamente, el trabajo realizado por Schubert et. al. *°

expone al Eculizumab como un
inhibidor de complemento terminal, demostrandose reduccion de la hemdlisis intravascular
y la necesidad de transfusion en pacientes que presentan HPN asi mismo se manifestd un
aumento de 2.5 veces en la masa de glébulos rojos la cual se asocia a un aumento en los

niveles de hemoglobina con el fin de disminuir la anemia presentada por hemélisis.™

La eficacia en los estudios anteriores, permitieron un gran avance en el tratamiento de la
HPN, a partir de esto, en el afio 2007 la Food and Drug Administration (FDA) y la Agencia
Europea del Medicamento (EMEA) aprobaron el uso del Eculizumab como tratamiento

6ptimo de la enfermedad. *

Tras el enfoque sobre el tratamiento para la HPN, se aumentan las investigaciones sobre la
importancia en el tratamiento de estados adquiridos de insuficiencia de médula 6sea. En el
2007, se analiza el uso de factores de crecimiento con el objetivo de potenciar los valores

en los recuentos sanguineos debido a que influyen en la tasa de respuesta a la terapia

12
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inmunosupresora, sin embargo, el beneficio que otorgan estos solo se ve en aquellas

personas que presentan una enfermedad menos grave.*

Otro tema relacionado se aborda en el afio 2008, con el fin de realizar una guia sobre
pruebas de HPN en la reunion cientifica anual de la Sociedad de Citometria clinica en
Portland. Sin embargo, la dificultad de crearla de forma undnime para la
inmunofenotipificacion de las células compatibles con HPN se ve reflejada tras el manejo
independiente de cada uno de los laboratorios para la identificacion y tratamiento de la
enfermedad. Asi mismo, las limitaciones de informacion sobre los diversos procedimientos
para las pruebas realizadas no permiten un enfoque Unico para que todos los centros

médicos diagndsticos sigan las recomendaciones inmersas en la gufa.*®

Por otra parte, una recopilacién de publicaciones periddicas el mismo afio, ponen de
manifiesto a la globulina anti-timocitos de caballo (h-ATG) y la ciclosporina como
tratamientos sustitutos frente a las opciones como trasplante de médula ésea y andrdogenos
recomendados en pacientes que presentan anemia aplasica severa sin causa determinada. Se
enfatizo en los analisis realizados en 316 pacientes con anemia aplésica, con el objetivo de
identificar factores que puedan predecir una respuesta adecuada a la terapia

inmunosupresora. *

Asi mismo en México en el afio 2008, se elabora una revisién de casos clinicos en pacientes
con diagnostico de AA/HPN, quienes acudieron al servicio de Hematologia general entre
los afios 1978 - 2004 diagnosticados con HPN mediante el test de Ham, y anemia aplasica
tras los resultados otorgados por biopsia de médula dsea. Estos pacientes fueron tratados
con andrégenos con el fin de disminuir los eventos hemorragicos tras presentar poca
respuesta al tratamiento inmunosupresor con globulina anti linfocitica y ciclosporina.
Posteriormente, se someten a evaluacion por citometria de flujo ultra sensible la cual
permite detectar pequefias poblaciones de células deficientes en proteinas de superficie

ancladas por GPI.2

Otra revision se realizé en Colombia en el afio 2012, debido a la presentacidon de un caso
clinico en un paciente de 26 afios con trastorno basico de HPN reflejado en manifestaciones
variables, entre estas se destaca la anemia aplasica. Frente a los exdmenes realizados se

presenta disminucion en los niveles de hemoglobina, leucocitos y plaquetas, asi mismo, un

13
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test de Coombs negativo y test de Ham positivo sustentan la presencia de la patologia.
Finalmente, se concluye el caso con muerte del paciente debido a infecciones repetidas,

petequias y anemia tras la pancitopenia generada por la HPN. *°

Por otra parte, la guia clinica realizada por el consenso espafiol para diagnéstico y
tratamiento de HPN en el afio 2014 realiz6 una actualizacion con el fin de informar a la
comunidad cientifica sobre la importancia en el diagnéstico de HPN, asi mismo explica la
deteccion del clon HPN mediante el uso de la citometria de flujo, como evaluar a las
personas que sospechan de la enfermedad y finalmente llevar a cabo el registro nacional e

internacional que se debe realizar a tras un nuevo diagnéstico. *°

En el afio 2018, el servicio de HPN del Reino Unido informa la recopilacion de
informacion con respecto a diferentes pacientes que presentan HPN de acuerdo con los
resultados dados en la prueba de diagndstico, se sabe que hay alta proporcién con
insuficiencia en médula 6sea. Por otra parte, se evaluo el requerimiento de Eculizumab para
el manejo de la anemia aplésica, también aquellos que recayeron mientras lo tomaban y
finalmente los pacientes que necesitan otro soporte para el manejo de la patologia como lo

es la terapia inmunosupresora.*’

Con respecto a las actualizaciones realizadas en la misma época, Se conocen nuevas
estrategias las cuales permiten la inhibicion del complemento tras dirigir agentes a C5 y C3
que interceptan la cascada del complemento o en su defecto la alteracion a nivel de los
componentes involucrados en el inicio del proceso inmune. Entre estos encontramos
moléculas pequefias con capacidad de interferir al sistema de complemento, cuando esta es

administrada por via subcutanea.®®
5. Marco Teorico

5.1.1 Definicion de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

La HPN se conoce como una enfermedad de caracter clonal adquirido por parte de las
células madres pluripotenciales de la médula O6sea, las cuales dan lugar a células
hematopoyéticas susceptibles a la accién por complemento que genera hemodlisis
intravascular *° 8.Tras esta situacién , se presenta sintomatologia relacionada con

paroxismos continuos de hemoglobinuria evidenciado en las primeras horas de la mafana,
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sin embargo no es preciso que esta anomalia se presente en eventualidades nocturnas,

pueden ser durante el dia.

La reaccion inmune se origina principalmente por la deficiencia de proteina de anclaje
presente en la membrana de células hematicas Glicosilfosfatidilinositol (GPI) dando como
resultado el déficit de proteinas inhibitorias de complemento principalmente CD55 y CD59,
las cuales requieren anclarse a la proteina GPI con el fin de regular el sistema complemento

y no producir hemélisis inmediata.?

Las principales manifestaciones clinicas que surgen son: sintomatologia de anemia
hemolitica, dolor abdominal, ictericia, signos de insuficiencia medular como hemorragias e
infecciones frecuentes, hemoglobinuria, trombofilia, embolismo y también signos y
sintomas de alteracién neurolégica ° 8. No obstante, estas manifestaciones se presentan de

manera muy variable.

De acuerdo con a las manifestaciones, caracteristicas clinicas y el desarrollo de la HPN en
los pacientes, se realiza una clasificacion la cual incluye tres subcategorias que incorporan
las variaciones que se puedan presentar® (Anexo 2). En la HPN clasica se evidencian
pacientes con caracteristicas de hemdlisis intravascular como (reticulocitosis, aumento en la

concentracién de LDH, aumento de bilirrubina indirecta y disminucién de Haptoglobina.®®
8

Del mismo modo la HPN en el contexto de otro trastorno especifico de médula dsea,
incluye a pacientes con antecedentes de anormalidad subyacente de la médula 6sea como

por ejemplo: anemia aplésica, sindrome mielodisplésico, mielopatias entre otros.? %%’

Finalmente, los pacientes que hasta el momento no han presentado ninguna caracteristica
clinica ni evidencia en analisis de laboratorio, son considerados en la subcategoria de HPN
subclinica, debido a que presentan una pequefia poblacion de células deficientes de CD55 y
CD59 y no producen el efecto hemolitico esperado, sin embargo, esta subcategoria también
se ve relacionada con el desarrollo de sindromes de insuficiencia en médula dsea y

(inicamente son diagnosticados por la técnica de citometria de flujo ultrasensible. 8

5.1.2 Fisiopatologia de la Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna
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El desarrollo de la enfermedad esté relacionado con la biosintesis de la proteina GPI la cual
permite el anclaje de proteinas reguladoras de complemento como lo son principalmente:
factor acelerador de la descomposicion del complemento (CD55), inhibidor de membrana
de lisis reactiva (CD59) y otras proteinas relacionadas como receptor Fcgllla CD16,
receptor activador del plasmindgeno tipo urocinasa (UPAR), CD52 y factor de restriccion
homdloga/C8bp, ya que sin ellas se produce la hemdlisis mediada por complemento y de
acuerdo al tipo de proteina de membrana ausente se determina el grado de la alteracion de

la enfermedad .%*

La sintesis de la proteina GPI implica al menos 10 reacciones y una gran variedad de genes,
el primer paso para este proceso se lleva a cabo en el reticulo endoplasmico donde se
transfiere una proteina con péptido sefial de union conocida como la N- acetil glucosamina
al fosfatidilinositol, seguidamente se produce una catalisis de este complejo por una enzima
codificada por los siguientes genes: PIG-A, PIG-C, PIG-H, GPI1, PIGY, PIGP y DPM2 .*°

En segunda medida, se procede a realizar la des acetilacion del complejo N-acetil
glucosamina-fosfatidilinositol para formar N-glucosamina-fosfatidilinositol el cual sigue su
camino por el reticulo endoplasmico con el fin de acetilar el inositol, asi mismo la adicién
de residuos de manosa y fosfoetanolamina para obtener como resultado final la molécula
proteica GPI compuesta por una molécula de fosfatidilinositol (PI), glucosamina inmersa en
un nacleo de glucano, tres manosas y un fosfato de etanolamina. Finalmente, ésta sera
insertada en la bicapa lipidica de la membrana plasmatica de las células hematicas.*
(Anexo 3)

Con base en lo anterior, existen varios genes involucrados para la sintesis de la proteina
GPI, sin embargo, se infirid tras varios estudios que el defecto en la formacion de la

proteina GPI se atribuye principalmente a la mutacién somética del gen P1G-A 2°?%.

El gen PIG-A es un gen ligado al cromosoma X, cuyo producto generado es necesario para
la transferencia de N-acetil glucosamina al fosfatidilinositol para formar el complejo N-
acetil glucosamina-fosfatidilinositol, el cual se considera como primer paso para el
desarrollo de la proteina de anclaje GPI ** ?°. Como consecuencia de ello, se da la

deficiencia de proteinas ancladas a GPI, entre estas encontramos mas de 12 proteinas
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dependientes del anclaje, principalmente CD55 y CD59 quienes explican la mayoria de las

manifestaciones clinicas de la HPN.?° (Anexo 4)

El sistema de complemento es un componente del sistema inmune, que posee actividad
contra organismos invasores y/o elementos extrafios que se encuentren presentes en el
organismo. Entre todas las moléculas pertenecientes en el complemento cabe resaltar que
la molécula C3 es un elemento clave en el complemento, debido a que su activacion es el
primer paso para desencadenar la cascada para ejercer su accion correspondiente sobre el

organismo. %

La reaccion generada por este sistema estd compuesta por tres fases: el reconocimiento de
la amenaza, el procesamiento y finalmente la respuesta por parte del sistema ya sea en la
via clasica o via de las lectinas para conducir a un proceso de lisis celular por ayuda de

componentes como C5 y C9. % (Anexo 5)

De acuerdo con lo anterior, se establecen las funciones de las proteinas reguladoras de
complemento como CD55 y CD59 quienes acttan sobre el sistema de la siguiente manera:
CD59 mediante la interaccion directa con el complejo de ataque de membrana para
prevenir la formacion de poros por bloqueo de segregacién de C9 y CD55 mediante la
aceleracion de la destruccion de la convertasa C3, que se encuentra unida a la membrana
con el objetivo de reducir la cantidad de C3.  Visto lo anterior, la ausencia de ambas

proteinas se manifiesta con hemdlisis intravascular. (Anexo 6)
5.1.3 Complicaciones de la Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

Las manifestaciones clinicas presentadas en pacientes con HPN pueden desencadenar un
conjunto de complicaciones, las cuales dependen de la fisiopatologia de la enfermedad que
se esté desarrollando en el organismo que causan las manifestaciones agravantes del estado

del individuo que padece la enfermedad.

El tromboembolismo venoso representa una de las complicaciones con mayor pronostico
negativo en estos pacientes, debido a que se presenta en eventos intraabdominales

principalmente hepaticos y en las venas mesentéricas, no obstante, estos eventos
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tromboticos tambien pueden reflejarse en las venas portales, esplénicas, renales y

cerebrales. °

Otra de las complicaciones mas comunes que se pueden presentar en pacientes con HPN, es
el incremento a la susceptibilidad a las infecciones debido a las alteraciones presentadas
tanto en la linea granulocitica como linfocitica de las células hematicas, como
consecuencia, de la lisis mediada por complemento. Del mismo modo, este evento esta
relacionado con la coexistencia en el fallo de médula 6sea, sin embargo, es necesario tener
en cuenta otras anomalias presentes para determinar si este también genera susceptibilidad

a las infecciones.®

Por otro lado, la trombocitopenia puede presentarse de manera severa, generando
hemorragias masivas y complicaciones posteriores que aumenta la mortalidad por la HPN.
Asi mismo, se presenta dafio renal progresivo el cual termina en insuficiencia renal

generada por depdsitos de hemoglobina libre en el rifion.??

De manera anéloga, la hemoglobina libre también provoca el agotamiento del 6xido nitrico
el cual tiene un papel fundamental en el mantenimiento del tono muscular liso y la funcién
endotelial normal. Vista la reduccion de este compuesto, es probable que la regulacion del
tono muscular se encuentre alterada provocando espasmos e isquemia del musculo liso que
pueden manifestarse con dolor en el pecho, dolor abdominal, disnea e hipertension arterial

o disfagia. %

En Gltimo lugar, la HPN esta relacionada con el desarrollo de anemia aplasica por varios
mecanismos patogénicos, sin embargo, no se han descrito con exactitud. Entre estos
mecanismos se encuentran el defecto primario de las células madre tras la mutacion
somatica, posteriormente la inhibicion inmune de la hematopoyesis y el microambiente

anormal que se esta presentando en la médula 6sea por otros factores predisponentes.”

El mecanismo relacionado al defecto primario de las células madre hematopoyéticas con
PIG-A, permite inferir en que estas mismas condicionan su crecimiento o0 supervivencia en
el ambiente medular con el fin de expandir el clon mutante del gen en algunos casos, pero,
de no ser asi la expansion de células hematopoyéticas esperadas no se da y por ende daria

lugar a la anemia aplasica.”*
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Cabe resaltar, en los eventos en donde se presenta anemia aplasica como una complicacion
hematopoyética a raiz de la HPN, se dice que la deficiencia de la proteina GPI es detectable
entre el 10-57% en pacientes con anemia aplasica después que han sido sometidos a
tratamientos inmunosupresores. De lo contrario, se considera a la HPN como una
complicacion hematopoyética clonal tardia de la anemia aplasica, dando a inferir un

proceso de diagndstico y tratamientos inadecuados. °
5.1.4 Diagnostico de la Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

Para el diagnostico oportuno de HPN, es necesario tener en cuenta varios factores que
permiten la identificacion adecuada de la patologia como, por ejemplo: sintomatologia,
manifestaciones clinicas y analisis exhaustivo en relacion con los resultados obtenidos
segun las pruebas realizadas referentes a los pardmetros hematicos, quimica sanguinea,
raspado y biopsia de médula Osea. No obstante, se relacionan las medidas antes
mencionadas con la prioridad de realizar estudios méas especializados que confirmen el

desarrollo de la enfermedad. **°
Manifestaciones y examenes clinicos

Como criterios esenciales minimos, en primer lugar, es necesario enfatizar estudios de
apoyo como el anélisis del historial médico con énfasis en los sintomas de HPN,
enfermedad tromboembdlica, disfagia, odinofagia, dolor abdominal entre otros. °
Seguidamente un recuento sanguineo completo que incluye recuento de reticulocitos donde
se muestra una anemia de cardcter normocitico normocromico, con altos niveles en los
reticulocitos, sin embargo, este recuento depende del estado de la médula 6sea.® %' Los
andlisis de quimica sanguinea como concentracion sérica de lactato deshidrogenasa la cual
se encuentra en niveles elevados , bilirrubina (fraccionada), haptoglobina disminuida,
estudios de hierro en suero, concentracion sérica de creatinina, nitrdgeno ureico en sangre,
concentracion de eritropoyetina y estudios complementarios que determinen la presencia de
hemolisis intravascular en el individuo. ® #" Por otro lado, los estudios para procesos
autoinmunes como el test de Coombs, permiten descartar la presencia de anticuerpos

causantes de hemdlisis. °
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Examenes mas invasivos como el aspirado de meédula désea son necesarios para el
diagndstico, se recomienda el analisis de este por medio de coloraciones supra vitales y
otras como tincion de Perls en casos donde se manifieste problemas en agregados de

ferritina entre otros, también es fundamental un analisis citogenético y biopsia medular. '
Citometria de flujo:

La citometria de flujo de alta sensibilidad es capaz de detectar la expresion de determinadas
proteinas de superficie de las células entre estas, proteinas ancladas a GPI en poblaciones
de células en sangre periférica, convirtiendose en la prueba Gold estdndar para el
diagndstico de HPN.?" **Esta metodologfa se fundamenta en la dispersion de luz a través de
un fotomultiplicador el cual determina las frecuencias de los genotipos de HPN
demostrando sensibilidad, reproducibilidad, seleccion y valoracién de los clones para el
diagnostico.*

Asi mismo permite identificar, cuantificar y subclasificar de estas células deficientes de
GPI en (células tipo I, tipo 11y tipo 111) la cual presenta una subpoblacion variada dentro de
células hematopoyéticas y también con la etapa de estas células, con el fin de tener un
conocimiento detallado de la distribucion celular de la proteina de anclaje de GPI y la

expresion de esta en las diferentes células hematopoyéticas.>

Posteriormente, se seleccionan los anticuerpos de activacion para el marcaje especifico de
las células como lo son los globulos rojos, para realizar este procedimiento se usa un
conjugado de anticuerpos CD23a FITC y PE los cuales permiten la identificacion especifica
de los glébulos rojos maduros.*® Del mismo modo, la metodologia determina la pérdida de
las estructuras CD55 y CD59 las cuales se encuentran unidas a GPI como pronéstico de
eritrocitos compatibles con HPN, para la busqueda de estos resultados se utilizan
conjugados de CD59 FITC , CD59PE y anticuerpos CD235a FITC.*¢>

Se establece que el anélisis de globulos rojos de un paciente con HPN proporciona
informacién de las poblaciones tipo Il (con deficiencia completa de las proteinas de
anclaje), tipo Il (con deficiencia parcial) y tipo | (aquellas que presenta expresion

normal).>* (Anexo 7)
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El analisis de expresion de GPI en globulos blancos especificamente granulocitos y
monocitos, proporciona informacion relevante sobre el estado de un paciente portador de la
enfermedad, debido a que la vida de los granulocitos es mas estable que los globulos rojos

y por lo tanto reflejan una mayor precision en el tamafio de clon de HPN.>

Para el desarrollo de ensayos que permitan la identificacion de proteinas de la linea
granulocitica y monocitica se resalta la necesidad de utilizar un anticuerpo para cada linaje
tales como: FLAER CD24, CD15 y CD45 para delinear granulocitos y FLAER CD 14,
CD64 y CD45 para delinear monocitos, posteriormente se identifica el déficit de proteinas
de anclaje de varios linajes celulares por medio de los marcadores relacionados a estas
lineas celulares como lo son CD24, CD16 y CD66b. En relacion con lo anterior, se
determina que el ensayo en granulocitos puede detectar de manera confiable los fenotipos
de HPN al nivel de 0.02% o mas, mientras que en monocitos puede detectar de manera
confiable los fenotipos de HPN a > de 0.04%. * 3% (Anexo 8) (Anexo 9)

Del mismo modo, anuncios recientes evaluaron la disponibilidad del anticuerpo CD157
como estructura GPI enlazado la cual es expresada tanto en granulocitos como en
monocitos, identificado como un reactivo potencial para la deteccion de células deficientes
de GPI y compararlos directamente con los anticuerpos previamente mencionados de modo

que facilita el diagndstico de clones HPN como servidor simultaneo y efectivo.>

El objetivo de la toxina FLAER conocida como una toxina bacteriana de caracter proteico
secretada por la bacteria Aeromonas hydrophila, es unirse a las estructuras de la superficie
celular y como una protoxina inactiva, que se convierte en la forma activa, mediante la
eliminacién proteolitica de un péptido C-terminal.>* Al formarse la Aero lisina, da como
resultado la oligomerizacién sobre las estructuras de la superficie resultando en la lisis
celular, sin embargo, se realizaron mutaciones puntuales con el fin de obtener una proteina
capaz de unirse a GPI tras su previa activacion pero evitando su actividad litica
demostrando una proaeroloisina mutante con marcador fluorescente para tefiir células que

contienen proteina GPI y dejar sin color aquellas que son compatibles con HPN." 3>

En relacién con el andlisis de los linfocitos en citometria de flujo para determinar el tamafio
de clon HPN, se establece que estas células tienen una vida util prolongada con la presencia
de la proteina de anclaje exceptuando aquellos que tras el inicio de la enfermedad presentan
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deficiencia de la proteina GPI. A partir de esto se infiere que un diagndstico de HPN no

puede estar sujeto Gnicamente al analisis por citometria de flujo dirigida a los linfocitos. **
Pruebas basadas en complemento

Las pruebas especializadas conocidas para realizar el diagnéstico oportuno de HPN se
basan en la prueba de suero acidificado que activa las vias alternativas de complemento
(Test de Ham), dando como consecuencia un proceso hemolitico de los globulos rojos. El
fundamento de esta prueba se basa en que el grado de hemdlisis aumenta por acidificacion
de suero de los pacientes que presentan algunas caracteristicas en los glébulos rojos a
diferencia de muestras normales, debido a que un sistema de cambio de pH es un factor de
modificacion para procesos hemoliticos incluyendo reacciones antigeno, anticuerpo y

complemento. **

Nos obstante el Test de Ham tiene una eficacia limitada, debido a que mdltiples resultados
fueron reportados como falsos negativos en estudios previamente analizados en pacientes
que presentaban HPN debido a que no se detectan de manera confiable pequefias
poblaciones de glébulos rojos afectados por la prueba con un limite de deteccién entre
4.2% y 5% , sin embargo, este método se sigue utilizando para el diagnostico de HPN en

lugares donde no es asequible la citometria de flujo.** **

La prueba de Sucrosa, se encuentra entre los métodos con capacidad de diagnosticar a un
paciente con HPN, no obstante, no es altamente especifico y requiere de estudios
complementarios y andlisis especializados por citometria de flujo para un diagnéstico
oportuno ya que presenta positividad en otras afecciones como anemia megaloblastica y
anemia hemolitica autoinmune.>® La base de esta prueba es la fijacion del complemento en
los eritrocitos cuando el medio presenta disminucion de la potencia idnica generando
hemolisis exagerada de los eritrocitos, propiedad caracteristica en células susceptibles a la

accion por complemento. 2
Tarjeta de gel de sephacryl (GCT)

La prueba tarjeta de gel de sephacryl, se basa en el principio de la hemaglutinacion después
de una reaccion antigeno anticuerpo tras la deteccion de una poblacion de glébulos rojos

deficientes en CD55 y CD59. Esta prueba presenta una sensibilidad que varia entre el 2% al
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10% para HPN tipo 11 (deficiencia completa de proteina de anclaje), a causa de esto no se
pueden realizar andlisis de caracter cuantitativo y presenta pequefias limitaciones con el
diagndstico de los otros tipos de HPN tipo | y tipo Il, no obstante, esta prueba ha
remplazado los ensayos basados por complemento en diversos laboratorios que no tienen

accesibilidad a la citometria de flujo. >
5.1.5 Tratamiento para Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna
Manejo con inmunosupresores

El manejo adecuado de la HPN es notorio tras la implementacion de tratamientos, los
cuales son destinados a tratar las consecuencias que presenta la patologia mas que las
causas debido que es conocido como un trastorno de las células pluripotenciales.
Mdltiples estudios demostraron el manejo terapéutico de HPN con el uso de
glucocorticoides con el fin de disminuir la accién por complemento,* por otra parte el uso
de androgenos facilité el aumento en la concentracién de hemoglobina, evidenciado por
pacientes que presentaron anemia aplasica en asociacion con HPN a causa de necesidades

de transfusion elevadas.®*

Otros tratamientos aplicados a pacientes con HPN estan relacionados con el desarrollo de
otras patologias como el fallo medular. El tratamiento inmunosupresor con globulina anti-
timocitos (ATG) y ciclosporina, produce una intensa deplecién de las células T en sangre,
bazo, ganglios debido a la lisis mediada por complemento; mientras modula los

mecanismos de activacion, homing y citotoxicidad de las células T. 2

Se establece a través de varios estudios realizados en adultos y nifios con anemia aplésica la
presencia de poblaciones menores de HPN se asocia con una respuesta favorable a

tratamientos inmunosupresores aplicados tras el diagnéstico de ambas patologias. >
Manejo con trasplante de células madre

Seguidamente, se han relacionado nuevos protocolos de tratamiento para pacientes que
padecen la enfermedad en ausencia de un tratamiento efectivo alternativo. Hoy en dia el
trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas puede considerarse como posible
manejo de HPN con el objetivo de tratar los progenitores hematopoyéticos deficientes de

GPI, sin embargo, este proceso esta asociado a casi el 30% de la mortalidad debido a
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multiples infecciones en el paciente que es sometido al tratamiento, resaltando la

enfermedad aguda contra injerto huésped. **

No obstante, anteriormente el trasplante de células madre hematopoyeéticas fue propuesta
como la opcion preferida para los pacientes con HPN que se encontraban en tratamientos
para el manejo del sistema inmune como el Eculizumab y desarrollaron insuficiencia
abierta de médula Osea. Estudios demostraron la viabilidad del uso del Eculizumab en
pacientes que presentan HPN y anomalias medulares conforme al tiempo 6ptimo para llevar
a cabo el enfoque multidisciplinario de los tratamientos con terapia anti complemento
sometidos al trasplante de células madre hematopoyéticas dando como resultado una

respuesta satisfactoria al tratamiento .**
Manejo con Eculizumab

Un gran avance terapéutico ha sido el anticuerpo monoclonal conocido como Eculizumab,
el cual fue aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) y debe ser incluido en
pacientes que presentan elevadas actividades de la enfermedad produciendo alivio a la
hemdlisis y mejora tanto los sintomas como la calidad de vida sin abordar el defecto

genético subyacente.*

El mecanismo de accion dada por el tratamiento se fundamenta en el anticuerpo
monoclonal humanizado el cual act(ia bloqueando la proteina C5 del complemento, *° */
componente previamente activado por C3, dando lugar a un evento litico celular a partir de
la formacion de poros en la membrana celular.?® La inhibicién de la actividad final por
complemento permite la estabilidad de la hemoglobina y reduce los requisitos de

transfusion y los sintomas relacionados con la fisiopatologia de la enfermedad. *°

En la actualidad se ha determinado que el tratamiento con Eculizumab permite un cambio
de vida en correlacion con las personas que presentan HPN con una supervivencia media de
10 a 15 afios de vida tras el diagnoéstico realizado, evidenciandose efectividad con analisis
alentadores en la reduccion de fatiga, disminucion en el riesgo relativo de
tromboembolismo y complicaciones crénicas como fallo renal;* del mismo modo, este
componente consigue la normalizacion de los niveles de lactato deshidrogenasa en casi

todos los pacientes que presenta HPN.*®
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Por otro lado, cabe resaltar que el Eculizumab a pesar de presentar una disminucion
relevante en la hemdlisis intravascular en pacientes con HPN consecuente al bloqueo de la
cascada terminal del complemento en C5, deja en evidencia los gldbulos rojos deficientes
de GPI unido con un fragmento de C3 el cual opsonina estas células para la fagocitosis por
macrofagos y grados variables de hemolisis extravascular, limitando la capacidad del
Eculizumab en algunos pacientes con diversidad genética en los genes que codifican
reguladores enddgenos del complemento infiriendo asi dependencia en el tratamiento

transfusional. *®

5.2.1. Definicion de anemia aplésica

La aplasia medular es un trastorno que tiene como resultado el fallo de la hematopoyesis la
cual se caracteriza por una insuficiencia medular de caracter cuantitativo que influye en el
desarrollo inadecuado de las series hematopoyéticas, dada la situacion, se presenta una
disminucién del tejido hematopoyético en médula ésea y se sustituye por tejido adiposo.”
27

Como consecuencia de esto, se establece la baja produccion de eritrocitos, leucocitos y
trombocitos lo cual lleva a un complejo de patologias que involucran sindromes anémicos,
procesos infecciosos y anomalias hemorragicas.”’ Por otra parte se establece que de
acuerdo a la etiologia de la anomalia la aplasia medular puede clasificarse como

constitucional o adquirida.”®

En primer lugar, la anemia aplésica adquirida normalmente es de carécter idiopético, es
decir primaria. Sin embargo, existen agentes fisicos y quimicos que causan la alteracion,
como, por ejemplo: radiaciones ionizantes, agentes citotdxicos, quimicos organicos y

algunos agentes farmacolégicos. %

Tras la exposicion frente a estos agentes, es probable que se produzca una disminucion
notable de los progenitores hematopoyéticos hasta un nivel donde la reconstitucion de
células hematicas no se encuentre presentes en circulacion, dando como consecuencia las

patologias anteriormente mencionadas.”’

De la misma forma, esta anemia puede ser consecuencia de infecciones virales como el

virus de la Hepatitis, virus de Epstein Barr y de trastornos inmunes como lupus
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eritematoso, hipogammaglobulinemia y autoanticuerpos.?®> De acuerdo con lo mencionado,
se esclarece que la desregulacion del sistema inmunolégico provoca dafios en la médula
6sea incluyendo los progenitores hematopoyéticos, debido a que la promocion de estados
inflamatorios provocado por un grupo variable de citoquinas como lo son interferon gamma
(IFN-y) y factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a) los cuales interfieren en la

hematopoyesis y favorecen al proceso de apoptosis en los progenitores hematopoyéticos.?’

Por otra parte, las alteraciones genéticas relacionadas con el gen HLA permite desarrollar
anomalias en los linfocitos T. De manera que hay una presentacion anormal de antigenos
tipo HLA que da como resultado aumento en el nivel de células T autorreactivas,
disminuyendo la produccion de células T reguladoras que tienen como funcién principal
reconocer a elementos como propios y actuar como proveedor de estadios inflamatorios.?’
Esto demuestra que los linfocitos anormales no son capaces de reconocer caracteristicas de
los progenitores hematopoyéticos, generando procesos inflamatorios dirigidos hacia estos

tejidos y dando como resultado la apoptosis.?’

También se ha establecido la presencia de mutaciones somaticas detectadas en poblaciones
de pacientes con anemia aplasica. A partir de esto, existe una relacion de estas anomalias
con las diversas formas de presentacion de la enfermedad de acuerdo con los genes
alterados como: DNMT3A y ASXL1 los cuales estan relacionados en eventos
mielodisplasicos y leucemias mieloides agudas, los genes BCOR/BCORL1 y PIG-A son
aquellos que permanecen estables e incluso desaparecen, pero, asi mismo estan asociados a

otras patologfas menos frecuentes.”’
5.2.2 Diagnostico de Anemia aplasica

Segin lo mencionado anteriormente, los fallos medulares deben ser diagnosticados
adecuadamente segun la etiopatogenia con el fin de determinar adecuadamente el
tratamiento Optimo, en alternativa se sugiere un algoritmo que permita identificar las
diferentes causas de una pancitopenia y posibles resultados obtenidos en cada una de las

pruebas que se sugieren para el diagndstico. (Anexo 10)

Los estudios sugeridos para un paciente que presenta anemia aplasica son variados, se

establece que en primer lugar es necesario un analisis preliminar que permita inferir en la
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presencia de anemia aplasica como lo son principalmente sintomatologia compatible con
anemia, infecciones recurrentes y sindromes hemorragicos.?’ Posteriormente, es
fundamental confirmar la presencia de anemia aplésica en el paciente a través de estudios
complementarios, siendo estos seleccionados por el profesional tratante en correlacion con

el estado del paciente y accesibilidad.?®

Las siguientes pruebas permiten el estudio adecuado en un paciente con sospecha de
anemia aplasica, con el fin de confirmar la patologia: el hemograma con frotis de sangre
periférica, conocido como un examen base que permite inferir en el estado actual del
paciente y asi mismo incluir el recuento de reticulocitos con el fin de especificar el
funcionamiento de la médula dsea, del mismo modo se agregan otros examenes
bioquimicos que permiten identificar otras alteraciones presentes en la anemia apléasica
como : estudio de funcidén renal (creatinina, BUN, entre otros), niveles de lactato
deshidrogenasa (LDH), bilirrubina total, niveles de bilirrubina directa, Haptoglobina, TSH

Y T4 para funcion tiroidea y marcadores hepéticos.? %

Acorde a los analisis rutinarios, se requieren otro tipo de estudios cuyas metodologias son
mas invasivas para el paciente que lo requieran, entre estas encontramos: puncién de
aspiracion de médula ésea (PAMO) y biopsia de médula 6sea las cuales permiten confirmar

la hipo celularidad que presenta un paciente con anemia aplasica.”® %

5.2.3 Tratamientos de la Anemia apléasica

Encontramos metodologias especializadas que permiten inferir nuevos parametros
etioldgicos primarios de la anemia aplasica como lo son: deteccion de clones con
alteraciones citogenéticas por medio del estudio citogenético, por otra parte, encontramos
analisis por citometria de flujo en médula 6sea y/o sangre periférica con el fin de detectar la

presencia de blastos o clones compatibles con HPN.28 2%

No obstante, los estudios para la busqueda de factores causantes de la anemia aplésica
adquirida también son fundamentales con el propésito de identificar agentes etioldgicos
como lo son: agentes virales como virus de la hepatitis A, B y C, citomegalovirus, VIH,
virus Herpes, Parvovirus entre otros, los cuales son detectados mediante analisis de

serologias virales. Seguidamente la busqueda de enfermedades autoinmunes que facilitan el
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desarrollo de anemia aplasica permite un diagnostico oportuno de la patologia y un

tratamiento adecuado. %

En referencia a los tratamientos para el manejo de la anemia aplasica, se han establecido
diversos métodos que permiten el progreso positivo de la patologia. Para establecer un
adecuado tratamiento se requiere un enfoque multidisciplinario, el cual reconozca la
etiologia de la patologia y la respuesta que presenta el paciente frente los procedimientos

aplicados.?®?

Entre los procedimientos y medicamentos recomendables para el manejo de anemia
aplasica encontramos el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas en médula 6sea
en pacientes que tienen donantes histocompatibles y no responden adecuadamente a otros

tratamientos inmunosupresores.> %28

Por otro lado, los tratamientos inmunosupresores se aplican para aquellos pacientes que no
cuentan con un donante histocompatible y en su mayoria son mayores de 50 afios. Estos
tratamientos poseen diferentes mecanismos de accion dirigida hacia el nivel de recuento de
los linfocitos T, modulacién en los mecanismos de activacién de estos y también su
citotoxicidad, asi mismo hay inhibicion de la calcineurina. Por otro lado, elementos que

reaccionan con el dominio transmembranal de los progenitores hematopoyéticos.?®

Entre los elementos mas utilizados en la terapia inmunosupresora, encontramos: Globulina
anti-timocitos (ATG), Metilprednisona, Ciclosporina A y Eltrombopag, entre otros. Estos
elementos fueron estandarizados como parte del multidisciplinario tratamiento
inmunosupresor; en estudios previos se han publicado la tasa de efectividad de este
teniendo en cuenta variables como la edad, etiologia de la anemia aplasica, organismo del

paciente y elementos utilizados en el tratamiento.?® %

La terapia inmunosupresora con Globulina antitimocitica y ciclosporina se establece en
tasas de respuesta efectivas para anemia aplasica adquirida, segun estudios realizados que
demuestran diferentes tipos de biomarcadores como el antigeno leucocitario humano
(HLA)-DR15, marcaje de longitud de los telémeros y células deficientes de GPI en relacion

con el aumento de células hematopoyéticas.*® >
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Con base en lo anterior se ha determinado que la patogenia de la anemia aplasica adquirida
se ven involucrada en las células T citotoxicas que atacan a las células madre
hematopoyéticas, de esta manera actualmente la tasa de respuesta hematopoyética de estos
pacientes a la terapia inmunosupresora se refleja en un 90% a través de varios parametros
clinicos convencionales como predictores de un pronostico favorable como lo son: edad
joven, sexo masculino, intervalo corto entre el diagndstico de la enfermedad y la aplicacion
de la terapia inmunosupresora, un recuento bajo de globulos blancos con recuento absoluto
de neutréfilos, linfocitos y reticulocitos mas alto.>®

5.3.1 Anemia aplasica y Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

La HPN ha traido consigo un grupo de complicaciones que se desarrollan de manera
variable de acuerdo con el individuo y el entorno en el cual este se desempefia, entre estas
encontramos la hipo celularidad medular debido a un defecto en los progenitores
hematopoyéticos. ° ?° Esta explicacién se fundamenta a través de estudios que han
relacionado la capacidad de identificar esta patologia con un leve grado de falla de la
médula Gsea, asi mismo la presencia de clones compatibles con HPN en asociacion con

otros sindromes de falla medular. *°

Se sostiene que un gran porcentaje de pacientes al presentar HPN tienen alta probabilidad
de presentar anemia aplasica con o sin hemolisis los cuales requieren un analisis mas
exhaustivo con el objetivo de aplicar metodologias adecuadas para el manejo de ambas

enfermedades 2°

Por otro lado, la presencia de clones compatibles con HPN cuantificados por citometria de
flujo de alta sensibilidad han sido detectados hasta en un 50 % en pacientes que presentan
anemia aplasica.* Del mismo modo, estudios con resultados preliminares demostraron que
pacientes con anemia aplasica, sindromes mielodisplasicos y otros sindromes de
insuficiencia de médula Gsea presentaban baja incidencia de clones de HPN determinados

por citometria de alta sensibilidad.”®
5.3.2 Fisiopatologia de la Anemia aplasica y Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

Basados en estudios que sustentan argumentos sobre mecanismos etioldgicos que favorecen

el desarrollo de aplasia medular y clones compatibles con HPN, se han encontrado
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multiples casos de personas que han desarrollado anemia aplasica en presencia de HPN.®
Entre estos se exponen en primer lugar que las células CD34+ en pacientes que presentan
anemia aplasica y clones compatibles con HPN producen menor cantidad de CFU-Meg
(unidad formadora de colonias megacariocitos), la cual estimula la glicoproteina formada

en el higado para la formacién de megacariocitos conocida como la Trombopoyetina. ° %

No obstante, se infiere que el aumento de células deficientes de la proteina de anclaje GPI
se debe a que la médula 6sea de un paciente que esta sufriendo procesos anormales permite
un evento de supervivencia a este tipo de células, a diferencia de una persona que no
presenta esta complicacidn, lo cual resulta en su proliferacion y deteccién de niveles altos

de células sin proteinas de anclaje.

En efecto, lo dicho anteriormente se sustenta con un evento inmune en donde las células
deficientes de GPI son resistentes a procesos inflamatorios y apoptéticos,® teniendo en
cuenta gque pacientes con anemia aplasica tienen un namero elevado de células T activadas
las cuales producen apoptosis de las células CD34+  encargadas de procesos
hematopoyéticos, determinando que los clones HPN son formas inmunolégicamente
mediadas para la insuficiencia de médula 6sea.” Es decir, que el proceso autoinmune
mediado por las células T afectan directamente a los progenitores hematopoyéticos con la
presencia de GPI, a diferencia de las poblaciones ausentes de GPI siendo fundamento

teérico de fallo de médula 6sea en presencia de HPN.*

El objetivo del escape inmunomediado se explica mediante el mecanismo que utilizan las
células T para dirigirse selectivamente a los progenitores hematopoyéticos que presentan la
proteina de anclaje GPI, cuando estas se encuentran autorreactivas en un paciente con
HPN.*

Las celulas T se presentan en la secuencia g del TCR sin embargo, en pacientes que
presentan HPN el determinante estd enriquecido en células T CD8+ y CD57+ del
subconjunto de antigeno leucocitario humano (HLA),** proceso por el cual se da una
respuesta constante de las células T a un mismo antigeno el cual se encuentra restringido
por la una molécula similar al MHC conocida como CD1d (Molécula presentadora de

antigeno) expresada en células dendriticas, células B y alguna porcién de CD34+,* del
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mismo modo es expresada en los progenitores hematopoyéticos humanos y esta asociada a
GPI; al encontrarse disminuido aumenta la posibilidad de que las células T sean

responsables de atacar los progenitores hematopoyéticos en la HPN.** 34

La hipotesis anteriormente mencionada, demuestra que las células T con proteina GPI
relacionada a CD21d atacan a los progenitores hematopoyéticos, sin embargo, estos a su
vez podrian estar relacionados con la seleccion negativa de las células progenitoras
hematopoyéticas positivas para GPl dando como resultado la expansion de este clon

conocido como células T especificas para GPI. *

En el proceso de anemia aplasica adquirida las células T especificas de GPI aumentan,
infiriendo que el mecanismo principal para un proceso autoinmune tanto para HPN como

para anemia aplésica es la proteina de anclaje GPI.%*
5.3.3 Diagnostico Anemia aplasica y Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

Se ha establecido que al relacionar anemia aplasica adquirida con la presencia de HPN se
determina un buen pronoéstico en referencia a la eleccion de los tratamientos y respuesta de
los pacientes que lo reciben.® A causa de lo anterior, un analisis por citometria de flujo
para la medicidn sensible y precisa de células hematicas deficientes de GPI permiten
inferir a este diagndstico como nuevo biomarcador de respuestas favorables en

tratamientos inmunosupresores para el manejo de anemias aplésicas.> >

En relacién a las metodologias de diagnostico, estudios posteriores demostraron que la
citometria de flujo es determinante para un analisis exhaustivo que relaciona la presencia de
HPN y anemia aplasica, puesto que la deteccidn de clones compatibles con HPN a partir de
muestra de médula 6sea demostré expresiones negativas en anticuerpos CD55/ CD59 y
Aerolisina de fluorescencia (FLAER) en células mieloides.>® Se observé que el tamafio del
clon de HPN es similar en neutréfilos maduros, monocitos, eosinofilos, expresion de
glébulos rojos nucleados, células dendriticas y blastos tanto en muestras de sangre
periférica como en médula 6sea, asi mismo, el clon en células mieloides maduras es mayor

en muestra de médula 6sea. >3
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Frente a lo anterior se evalua la importancia de la citometria de flujo en medula 6sea como
alternativa a las pruebas en sangre periférica, correlacionando ambos resultados Yy
determinar la relacion de HPN y anemia aplasica.”®

5.3.4 Tratamiento de la Anemia aplasica y Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

La existencia elevada de pacientes con HPN y anemia aplasica ha permitido identificar
nuevos tratamientos que permitan una mejora de su estado. En primer lugar, se resalta que
la determinacién de poblaciones HPN en pacientes que presentan anemia aplésica
determina una buena respuesta a los tratamientos inmunosupresores como globulina anti-
timocitica, ciclosporina y andrégenos, a diferencia de pacientes que no presentan poblacion
HPN.®

Por otra parte, se sabe que los tratamientos concomitantes de HPN y anemia aplasica son
pocos comunes y es normal que se trate primero la anemia aplasica, sin embargo, se tuvo en
cuenta la utilidad de la aplicacion del Eculizumab en pacientes que requieran el tratamiento
por el padecimiento de HPN sin la necesidad de suspender el manejo con terapia
inmunosupresora con globulina anti-timocitos de caballo més ciclosporina con el objetivo
de aumentar el recuento de poblacion hematica y a su vez minimizar el riesgo de hemdlisis

intravascular y complicaciones trombéticas.*’ % **

El tratamiento con trasplante de células madre hematopoyéticas es otra opcion preferida
para los pacientes con HPN que desarrollan insuficiencia de médula dsea, adicionalmente a
este procedimiento se evalud la viabilidad de utilizar Eculizumab en pacientes durante el

periodo peri-trasplante con el fin de erradicar el clon HPN para evitar riesgos trombéticos.**
5.4 Dificultad en el diagndéstico de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

Actualmente, existe dificultad en el diagnostico de HPN a causa de un grupo de factores
que se presentan en diversos centros médicos. Inicialmente se basan en la dificultad de
identificar signos y sintomas relacionados con un posible desarrollo de la enfermedad
influyendo asi en la determinacion de la aplicacion de metodologias especializadas y
posteriormente establecer un tratamiento.”® Por otra parte, la dificultad de acceso a
metodologias especializadas como la citometria de flujo, influye en un diagnéstico menos

certero de la enfermedad.>*°° %
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En otros casos si estd presente una lista clasica de signos y sintomas compatibles con el
desarrollo de HPN determinada por el personal como lo son: hemoglobinuria y
hemosideniuria, signos de hemolisis, anemia aplasica o hipoplasica, trombosis en lugares
inusuales y sintomas distonicos, no obstante, no presentan eficacia diagndstica para ayudar
a definir la presencia de HPN en especial cuando estas se manifiestan por separado y

requieren confirmarse frente a diagnésticos diferenciales por pruebas especializadas.®

Del mismo modo, muchos laboratorios de diferente procedencia han desarrollado
procedimientos de forma completamente independiente para las pruebas de HPN,
demostrando dificultad en la toma un&nime de decisiones frente a los casos que se
presenten y limitando una estandarizacion apropiada de los métodos para aclarar qué

procedimientos o reactivos brindan mejores resultados.*® *

En vista de lo anterior, estudios previos han identificado la necesidad de guias consenso
para para el diagnostico y seguimiento de HPN, asi como trastornos que se vean
relacionados con esta enfermedad.>” Se sabe que en el afio 2010 se publicaron las primeras
guias consenso para el diagnéstico y seguimiento de la HPN subrayando la importancia
tanto de las pruebas de diagndstico de HPN como la determinacion de indicaciones clinicas
para su analisis a partir de enfoques rutinarios y de alta resolucion; el objetivo de este es
generalizar en metodologias mas simples, faciles de aplicar en plataformas de instrumentos
y protocolos de diagnostico méas sencillo. Se enfatizd6 en la seleccion de clones de
anticuerpos y conjugados que validen la presencia de antigenos ligados a GPI los cuales se
conocen como cocteles basados en FLAER °°, sin embargo, cabe resaltar la falta de
procedimientos estandarizados que utilice elementos concisos en los laboratorios de

diagnéstico dando como resultado variabilidad en sus diagnésticos. *" %

Actualmente se ha evaluado la viabilidad de implementar una muestra de sangre total de
HPN estabilizada como control del proceso bioldgico cribado de HPN mediante citometria
de flujo, por consiguiente, se establecen estudios longitudinales sobre la estabilidad de la
expresion del antigeno ligado a GPI tanto para globulos rojos como blancos involucrando
laboratorios de todo el mundo, con el fin de producir controles positivos y negativos de

referencia para su uso en programas de control de calidad externo, pero, hasta el momento

33



34

no se ha designado una combinacion especifica de marcadores de antigeno en proteina GPI

para la activacion, anélisis de la enfermedad y sus consecuencias.®’ *®

Por otra parte, la problematica en laboratorios que tienen disposicion de la citometria de
flujo como prueba de diagnostico para HPN est& relacionada con problemas en la fase
preanalitica de la prueba. Se determina que varios de los procedimientos abordados en los
requisitos pre analiticos para el analisis de la muestra se ven afectados como: el
almacenamiento, el cual se aplica de diversas formas con respecto a la temperatura y el
tiempo de refrigeracion alterando la viabilidad celular la cual es vital para el proceso de
lisis de cloruro de amonio el cual puede matar células que se encuentran dafiadas o
envejecidas y asi influir en la deteccion de clones de HPN, provocando union no especifica
de anticuerpos, aumento de auto fluorescencia y agregacion celular.®® Asi mismo, en las
muestras de sangre con anticoagulante disminuye progresivamente el efecto del aditivo
con el tiempo de almacenamiento e introduce cambios en la tincion celular aumentando o
disminuyendo las propiedades de union de los anticuerpos conjugados o de otros reactivos

para el desarrollo de citometria de flujo.®

Finalmente, se ha relacionado una baja sensibilidad de la citometria de flujo convencional
para la deteccion de clones de PHN infiriendo en gran medida la problematica que
presentan muchos laboratorios que la utilizan. Se establece que la citometria de flujo de alta
sensibilidad presenta una sensibilidad de deteccion del 0.01 % para granulocitos, monocitos
y glébulos rojos respecto a la deteccion de proteina GPI. Con base en lo anterior, a través
de analisis retrospectivos se demuestra que en casos donde el clon HPN sea minoritario
como lo son en pacientes con anemia aplasica o sindrome mielodisplasico, existe la

posibilidad de no ser detectado. *°

Con respecto a las pruebas basadas en complemento que incluyen el test de Ham y prueba
de hemolisis de sacarosa , ensayos anteriores demostraron el aumento de la sensibilidad de
poblacion deficiente de GPI a la hemdlisis en condiciones estandar, aunque ninguna de
estas pruebas demuestra especificidad debido a que la lisis de células deficientes de GPI fue
mas baja que en células normales, infiriendo asi que estas pruebas puede pasar por alto
pequefias poblaciones de células anormales llevando al no diagnostico de casos de HPN

tipo | y tipo 11 donde el déficit de la proteina de anclaje se encuentra de manera parcial.*®
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De mismo modo estas pruebas son consideradas como laboriosas y dificiles de estandarizar
teniendo en cuenta los multiples resultados que pueden reflejar en presencia de otras

enfermedades y la deteccion especifica de la poblacion en estudio. *3>°

6. Metodologia

6.1 Tipo de estudio

Se recurrid a una recopilacion documental para analisis descriptivo y exploratorio acerca de
la HPN teniendo en cuenta: etiopatogenia, sintomatologia, manifestaciones, principales
complicaciones, métodos diagndsticos més utilizados y tratamiento adecuado para el
manejo de los pacientes que la presentan. De acuerdo con lo anterior se anexa la busqueda
de referencias relacionadas con anemia aplasica como etiopatogenia, manifestaciones,
métodos diagnosticos y tratamientos.

Posteriormente, se hace hincapié en los anélisis realizados para evidenciar la relacion de las
patologias y los beneficios de reconocer la presencia de HPN en un paciente con anemia

apléasica.

Se tuvieron en cuenta documentos de revision e investigacion relacionados con el tema de
interés a partir del afio 1999 hasta el afio 2020, las palabras claves utilizadas para la

bldsqueda se realizaron tanto en el idioma espafiol como en inglés:

Palabras clave:

- Espafiol: Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna, Hemoglobinuria Paroxistica
Nocturna y complicaciones métodos diagnosticos de Hemoglobinuria Paroxistica
Nocturna, tratamiento para Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna, Hemoglobinuria
Paroxistica Nocturna, anemia aplasica, causas de anemia aplasica adquirida,
tratamientos para anemia aplasica adquirida, Citometria de flujo, Eculizumab,
Globulina antitimocitica, Test de Ham, Sucrosa.

- Inglés: Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria, Pathogenesis of Paroxysmal
Nocturnal Hemoglobinuria, management of Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria,
Aplastic anemia, Eculizumab, Immunosuppressive therapy and aplastic anemia,
Diagnosis of aplastic anemia, Eculizumab therapy, antithymocyte globulin, Ham

test, Sucrose test.
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Bases de datos y buscadores utilizados:
- Pubmed: Disponible en https://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/

- Elsevier: Disponible en https://www.elsevier.com/

- ProQuest: Disponible en https://www.proquest.com/LATAM-ES/

- SAGE journals: Disponible en https://journals.sagepub.com/
- SciELO: Disponible en https://www.scielo.org/es/

- ScienceDirct: Disponible en https://www.sciencedirect.com/

Google Scholar: Disponible en https://scholar.google.com/

6.2. Poblacién

Documentos de revision e investigacion relacionados con HPN, en los cuales se incluyeron
definicién de la enfermedad, analisis de casos que reporten la presencia de esta con el fin de
asimilar principales sintomatologias y manifestaciones clinicas, informacion y
estandarizacion de métodos diagndsticos que amplien su determinacion y estudios
retrospectivos referentes a los tratamientos éptimos para el manejo adecuado que permita
tener en cuenta pros y contras de su aplicacién para la enfermedad.

De manera analoga, informacion referente a fundamentos de la anemia aplasica, analizando
e infiriendo posibles causas, publicaciones basadas en casos presentados determinando
principales manifestaciones clinicas y tratamientos aplicados.

6.3. Muestra

Documentos de revision e investigacion fundamentados en la relacién entre HPN vy el
desarrollo de anemia aplasica, por medio de publicaciones que determinen el desarrollo de

anemia aplasica con la presencia de clones compatibles con HPN.
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Seguidamente informacion que especifique las ventajas de diagnosticar la presencia de la
enfermedad con el desarrollo aplasia para asi evidenciar la efectividad de los tratamientos

alternativos sugeridos en cada uno de los documentos.
6.4 Criterios de inclusion

- Articulos, trabajos de grado y guias clinicas que incluyen las palabras clave

previamente mencionadas tanto en el titulo como en el fondo del articulo.

- Atrticulos originales de estudio investigativo e informes de revision que brinden

resultados que permitan analizar la relacion entre la HPN y anemia aplasica.
6.5 Criterios de exclusion:

- Avrticulos, trabajos de grado y guias clinicas que solicitan aporte monetario para

acceder a la informacion completa.

- Articulos, trabajos de grado y guias clinicas que no presenten informacién considerada
como necesaria para el desarrollo de la revision literaria enfocada en la relacién de HPN

y anemia aplasica.
6.6 Procedimiento y analisis de informacion

La busqueda de documentos se realiz6 inicialmente de acuerdo con las palabras clave por
medio de buscadores como Google académico y bases de datos facilitadas por la
universidad colegio Mayor de Cundinamarca, se seleccionaron un total 500 documentos
que incluian articulos de revision e investigacion, trabajos de grado y guias clinicas
relacionadas con el tema del trabajo final. Seguidamente, se aplicé primer criterio tanto de
inclusion como exclusion determinando las tematicas relacionadas y la accesibilidad que
tiene cada documento a la informacion solicitada, como resultado se excluyeron un total de
385 documentos que no presentaban acceso a la informacion completa o estaban enfocados
a tematicas diferentes al trabajo final a pesar de tener en cuenta palabras clave previamente

incluidas.

A partir de lo anterior, se evidenciaron 115 articulos resultantes los cuales fueron revisados

detalladamente aplicando el segundo criterio tanto de inclusion como de exclusion,
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obteniendo un total de 47 articulos excluidos que presentaban informacion considerada

como no necesaria para aplicar en el trabajo final.

Los 68 documentos restantes se sometieron a un analisis exhaustivo en donde 18 fueron
base informativa para el desarrollo de antecedentes del trabajo final describiendo origen,
estudios y teorias previas. Para el desarrollo del marco tedrico se referenciaron 38
documentos de los cuales 4 fueron establecidos en los antecedentes y se tomaron

fundamentos relacionados a cada tema.

Respecto a la informacion seleccionada, se establece la organizacion en una base de datos
empleando programas de Microsoft Office Excel, clasificando los datos documentales
segun pais, afio de publicacién, temas utilizados y subtemas con el objetivo de analizar
descriptivamente las exploraciones realizadas determinando la relacion de HPN con anemia

aplésica.

Finalmente, con base en las actividades previas se realiza un margen de discusion,
comparando resultados obtenidos en el trabajo final con otros estudios, para inferir punto a

punto los objetivos anteriormente planteados y solucion a la pregunta problema propuesta.
7.Resultados

De acuerdo a con la metodologia aplicada, se clasificaron un total de 60 articulos los cuales

se encuentran aplicados estadisticamente en 1 tabla y 6 graficas respectivamente.

Gréfica 1. Distribucién por afo de bibliografia consultada
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Las referencias documentales consultadas demuestran una distribucion aplicada entre el afio
de 1999 hasta el afio 2019. Se obtuvo mayor informacion en los afios 2012,2013 y 2015 con
un valor de 7 articulos por afio, en los afios 1999, 2005 y 2001 hubo menor informacién con
un valor de un articulo por afio. Finalmente, en los afios 2000 2004 y 2020 no se
encontraron referencias documentales aplicadas a este documento. (Grafica 1)
Gréfica 2 Distribucion por pais de origen de bibliografia consultada
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La distribucion por paises expone un total de 16 paises donde se realizaron las referencias
documentales previamente consultadas, el mayor porcentaje de documentacion proviene de
Estados Unidos correspondiente a un 25% con un valor de 15 articulos, se encontré menor
porcentaje de referencias consultas en Alemania, Argentina, India, Republica Checa y
Corea con un porcentaje de 2% con valor de un articulo por pais. Seguidamente en los
paises como Reino Unido, Cuba, Espafia, México, Grecia, Japon, Colombia, Italia y
Francia presentaron una distribucion porcentual entre 3 a 13% con valores entre 2 a 8

articulos. (Gréfica 2)

Gréfica 3 Distribucion por tema consultado
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Con base en los temas, la blsqueda se centrd en tres respectivamente aplicados al
documento. Se obtuvo mayor informacién respecto a lo relacionado con HPN
correspondiente a un 62% con un valor de 37 articulos consultados, seguidamente con
relaciébn a anemia aplasica se determind un porcentaje de 10 % correspondiente a 6
articulos. Por ultimo, se exponen documentos que presentan informacidon sobre las dos
patologias previamente analizadas con un porcentaje del 28% con un valor de 17 articulos
referenciados. (Grafica 3)

Gréfica 4 Distribucion por subtemas de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna
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Con base en los 37 articulos determinados como documentos de referencia para HPN, se
obtuvieron un total de 6 subclasificaciones de las cuales se obtuvo mayor informacién en
métodos de diagndstico para HPN correspondiente a un 32 % con un valor de 12 articulos,
con respecto a los reportes de casos y complicaciones de la enfermedad, se presenta 5% con
un valor de 2 articulos cada subtema; por otra parte, los subtemas relacionados con
tratamiento, fisiopatologia y dificultades actuales que se presentan para diagnosticar la
enfermedad presentaron resultados con un porcentaje entre 16 al 22% con valores entre 6 a

8 articulos referenciados. (Grafica 4).

Gréfica 5 Distribucion por subtemas de Anemia aplasica
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De acuerdo con los 6 articulos que fundamentan el tema de anemia aplasica se obtuvo un
total de 3 subclasificaciones, se encontr6 mayor informacion referente a la fisiopatologia
con un porcentaje de 50% equivalente a 3 articulos consultados, por otra parte, se obtuvo
menor informacion con respecto al diagndstico de la misma con un porcentaje de 17% con
valor de un articulo. Finalmente, en relacion con los métodos de tratamiento se obtuvo un

total de 33% con un valor de 2 articulos.

Gréfica 6 Distribucion por subtemas de HPN y anemia aplasica
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En relacién a los documentos que presentan informacion de ambas patologias, se obtuvo un
total de 3 subclasificaciones de las cuales se obtuvo mayor informacién en base a los
tratamientos realizados en presencia de ambas con un porcentaje de 41% con un valor de 7
articulos respectivamente, seguidamente se obtuvo menor informacion en los métodos
diagnostico que se utilizan para este tipo de casos con un porcentaje de 24% con un valor
de 4 articulos. En el caso de la fisiopatologia que se presenta, se establecié un porcentaje de

35% con un valor de 6 articulos.
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Tabla 1. Tabla comparativa de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna y anemia aplasica

Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

Anemia aplasica

Definicion de la
patologia

Enfermedad de caracter clonal adquirida por parte de las
células madre pluripotenciales de la médula 6sea las
cuales dan lugar a células hematopoyéticas susceptibles
alaaccién por complemento la cual genera hemdlisis
intravascular.

Trastorno que tiene como resultado el fallo de la hematopoyesis,
caracterizada por una insuficiencia medular de cardacter cuantitativo
que influye en la disminucién del tejido hematopoyético en médula
Oseay se sustituye por tejido adiposo, dando como resultado baja
produccién de eritrocitos, leucocitos y trombocitos.

Fisiopatologia

Relacionado con la falta de la biosintesis de la GPI la
cual permite el anclaje de proteinas reguladoras de
complemento, como CD55y CD59. La causa de esta
anomalia se atribuye a una mutacién somatica del gen
PIG-Ay en consecuencia a esto el sistema de
complemento ataca directamente a las células
hematicas generando lo que conocemos como hemolisis
intravascular.

La anemia aplasica puede ser constitucional o adquirida. La adquirida
puede ser causal de varios factores como: Fisicos y quimicos entre los
cuales sen incluye radiaciones ionizantes, agentes citotdxicos,
quimicos organicos y algunos agentes farmacoldgicos, por otra parte,
agente bioldgicos como los ataque virales estan implicados en el
proceso. Por otro lado, los dafios provocados por el sistema
inmunoldgico en produccidn de citocinas pro-inflamatorias como
(IFN-y) (FNT-a) las cuales producen el proceso de apoptosis en los
progenitores hematopoyéticos, de la misma forma en las
alteraciones que se presentan en los linfocitos T para generar
apoptosis. Finalmente mutaciones somaticas en DNMT3A, ASXL1,
BCOR/BCORL1 Yy PIG-A son asociados en la disminucién en las lineas
hematopoyéticas

Sintomatologiay
manifestaciones

Dolor abdominal, ictericia, hemorragias, infecciones
frecuentes, hemoglobinuria, alteraciones neuroldgicas

Fatiga, piel palida, infecciones frecuentes y prolongadas, hematomas
sin causa aparente, sangrados prolongados, fiebre, mareos, dolor de

diagnésticos

en suero, nitrégeno ureico, test de Coombs.

Pruebas especializadas: Test de Ham, Test de sucrosa,
Tarjeta de gel sephacryl, Citometria de flujo (Gold
estandar)

clinicas cabeza
Pruebas rutinaras: Recuento de reticulocitos, L. i .
» - . Pruebas rutinarias: Recuento de reticulocitos, Hemograma con FSP,
Hemograma con FSP, concetracién de LDH, bilirrubina ., . L. . .
X X ) e concentracién de LDH, creatinina sérica, nitrégeno ureico,
, fraccionada, haptoglobina, hierro en suero, creatinina . . . . .
Métodos Haptoglobina, bilirrubina fraccionada, Haptoglobina, TSHy T4,

transaminasas.
Metodologias invasivas: Puncidn de aspiracion de médula dsea,
biopsia de médula dsea

Tratamientos

Manejo con inmunosupresores, trasplante de células
madre hematopoyéticas, manejo con anticuerpo
monoclonal Eculizumab.

Manejo con inmunosupresores, trasplante de células madre
hematopoyéticas, uso de antivirales, disminuir exposicidn a agentes
quimicos vy fisicos.

Analisis exhaustivo HPN y anemia aplasica, comparadas mediante los parametros de

definicion de la patologia, fisiopatologia, sintomatologia, manifestaciones clinicas, métodos

diagnosticos y tratamientos.

7.1 Analisis de resultados.

Afos de publicacién
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De acuerdo con la distribucion de informacion con respecto a los afios de publicacion
(Gréfica 1), los documentos tomados como referencia en los antecedentes presentan un
inicio desde 2001 hasta el 2018 con un rango aplicado de 1 a 3 articulos, en efecto esto
indica el historial de estudios antecesores para la creacion de este trabajo de grado teniendo
en cuenta el descubrimiento de la HPN incluyendo las primeras pruebas para su diagnostico
como metodos basados en complemento, identificacion de manifestaciones clinicas y las
complicaciones que pueden generarse, del mismo modo el empleo de la prueba diagndstica
Gold estandar como la citometria de flujo aplicada a este campo y las primeras
descripciones sobre la importancia de identificar la enfermedad en personas que presentan

anemia aplasica.

Por otra parte, los articulos aplicados al marco tedrico se desarrollaron desde el afio 1999
hasta el afio 2019 respectivamente, observando la mayoria en el afio 2012, 2013 y 2015 con
un rango de 5 a 7 articulos aplicados, en base a lo anterior, se establece que en estos afios se
aportd mayor informacién en todo lo relacionado con el diagnoéstico de HPN, describiendo
cambios entre las técnicas basadas en complemento y nuevos estudios enfocados en el
analisis por citometria de flujo los cuales mantienen su curso hasta los documentos

obtenidos en el afio 2019.
Ubicacidn geografica

Las referencias documentales se establecieron en un total de 3 continentes respectivamente
(Grafica 2), enfocando la obtencion de la mayoria de la informacion en Ameérica
principalmente en Estados Unidos, pais en el cual se presentan muchos centros de
investigacién en colaboracidn con otros paises para el area de hematologia determinando un
incremento en la obtencion de informacion de la HPN y anemia aplésica, del mismo modo
este pais realizd investigaciones relacionadas con la presencia de ambas patologias.
Adicionalmente, Colombia realizé el reporte de casos explicando las manifestaciones del

paciente, métodos de intervencion y tratamientos aplicados.

En comparacion con lo anterior, se esclarece que el continente europeo también apoyo
maultiples investigaciones para la obtencion de la informacion aplicada al documento
exaltando un alto contenido de documentos relacionados a HPN en Reino Unido, paises
como Italia, Reino Unido y Grecia aportaron documentacion relacionada con el manejo de
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anemia aplasica en presencia de HPN en su mayoria, resaltando la participacion de varios
investigadores estadounidenses para el desarrollo de los estudios. Finalmente, en el
continente asiatico se presentd menos documentacion para la aplicacién de este en el
trabajo final, sin embargo, se determind que la mayoria de informacion aportada se baso en

la relacion de HPN en el manejo de anemia aplasica e informacion unicamente de HPN.
Temas consultados: Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

Las referencias documentales realizadas para el desarrollo del trabajo final demostraron que
se presenté mayor cantidad sobre HPN (Grafica 3) con 37 articulos, a partir de estos se
describieron en su gran mayoria los métodos diagndstico realizados (Grafica 4), entre los
cuales se establecen las técnicas del test de Ham y Sucrosa descritas en un total de 4
articulos, demostrando que son pruebas especializadas para la deteccion de poblaciones de
HPN, sin embargo presentan una eficacia limitada al reportar resultados erréneos en
algunos casos de pacientes; se realizd una comparacion con las nuevas técnicas para su
diagnostico como la citometria de flujo descrita especificamente en 8 articulos. La
determinacion de esta comparacion fue mencionada en varios documentos, resaltando que
esta permite detectar poblaciones pequefias compatibles con HPN 'y clasificarlas

adecuadamente segun los resultados obtenidos.

La fisiopatologia es descrita en 7 articulos (Gréfica 4), de los cuales 3 exponen el proceso
relacionado con la biosintesis de la proteina de anclaje GPI a través de reacciones y gran
variedad de genes los cuales se ven afectados, especialmente el gen PIG-A con mutaciones
somaticas disminuyendo la codificacion de la proteina y aumentando la lisis por
complemento. Por otra parte, 4 articulos restantes determinan la funcion del sistema de
complemento en general como un componente del sistema inmune que ejerce su accion

mediante tres fases: reconocimiento, procesamiento y eliminacion.

El tratamiento de la enfermedad fue obtenido en 8 articulos (Grafica 4), donde se describen
3 que han sido aplicados en casos de HPN como lo son el tratamiento con
inmunosupresores demostrando efectividad en 4 articulos. Para el caso de pacientes que
padecen la enfermedad en ausencia de un tratamiento alternativo se describe en 2 articulos
la efectividad del manejo de trasplante de celulas hematopoyéticas. Por ultimo, la
descripcion del Eculizumab para pacientes que presentan elevadas actividades de la
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enfermedad al controlar la hemdlisis por complemento descrito por un documento de

trabajo de grado y un articulo relacionado.

Tanto las complicaciones como la presentacion de casos fueron descritas en 4 articulos
(Gréfica 4), a partir de esto se tomaron en cuenta 2 articulos especificos en desarrollo con
otros para identificar complicaciones de HPN como tromboembolismo venoso,
susceptibilidad a infecciones, trombocitopenia, disminucion del tono muscular y anemia
aplasica. Por otro lado, se exponen a traves de 2 articulos la presentacion de casos clinicos
de personas que padecen HPN describiendo el historial de pacientes jovenes con el objetivo

de aplicar el marco teorico en casos de la vida real.

En relacion con la dificultad de diagnéstico de la enfermedad, se tomaron 6 articulos
(Gréfica 4) de los cuales 3 describieron la dificultad de identificar signos y sintomas
relacionados con HPN vy la dificultad de acceso a la citometria de flujo, otros 3 articulos
enfatizaron que el problema estaba presente en la seleccion correcta de anticuerpos
conjugados, la falta de procedimientos estandarizados para analizar la enfermedad y errores

preanaliticos de la prueba.
Temas consultados anemia aplasica

Los 6 documentos referenciados sobre anemia aplésica (Gréafica 5) describen que la
mayoria de informacién se basa en la fisiopatologia de esta. Se obtuvieron 3 articulos de los
cuales 2 especifican varios factores como idiopatico, fisico, quimico, viral y biolégico que
permiten la disminucién de progenitores hematopoyéticos, el otro articulo describe
adecuadamente la afectacién que producen estos dentro de la médula dsea para presentar

aplasia.

El diagnostico de la anemia aplasica se basa en varias metodologias que fueron descritas
especificamente en un articulo (Gréafica 5), se exponen estudios variados para este tipo de
casos como manifestaciones clinicas compatibles, estudios complementarios rutinarios
como hemogramas con recuento de reticulocitos, examenes bioquimicos como creatinina,
LDH, bilirrubinas, haptoglobina, TSH entre otros; asi mismo, estudios especializados como

puncion y biopsia de médula dsea.
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Los tratamientos consultados para la enfermedad fueron descritos en 2 articulos y otros
referentes como apoyo (Gréfica 5), uno de estos describe en primera medida la aplicacion
de tratamientos contra agentes etiologicos directamente como aislamiento contra agentes
fisicos y quimicos, también el uso de antivirales. Otro articulo demuestra la efectividad de

trasplantes de células progenitoras hematopoyéticas y tratamientos inmunosupresores.
Temas consultados Hemoglobinuria Paroxistica en relacion con Anemia aplasica

La relacion de HPN y anemia apléasica fue descrita en 17 articulos (Grafica 3) de los cuales
se obtuvieron tres subclasificaciones (Grafica 6). En primer lugar, se exponen 6 articulos
describiendo la fisiopatologia que se presenta en el HPN para el desarrollo de anemia
aplasica, donde 2 de estos argumentan los mecanismos etiol6gicos como lo son las células
CD34+ en pacientes con presencia de clones HPN disminuyen la cantidad de CFU-Meg
(unidad formadora de colonias megacariocitos para la sintesis de la trombopoyetina), de la
misma forma otros 2 articulos explican que los clones de HPN se proliferan rapidamente en
pacientes con anemia aplasica como mecanismo de supervivencia debido a que las células
deficientes de GPI son resistentes a procesos inflamatorios y apoptéticos relacionadas con
las células T CD34 + que en procesos irregulares afectan a los progenitores
hematopoyéticos con la presencia de la proteina GPI; los 2 articulos restantes explican que
CD21d (Molécula presentadora de antigeno)funciona restringiendo la respuesta constante a
un mismo antigeno por las células T y su vez se encuentra relacionada con la proteina GPI,
demostrando que al estar disminuida las células T atacan a los progenitores
hematopoyéticos.

El diagnostico utilizado que relaciona ambas patologias fue tomado a partir de 4 articulos
(Gréfica 6), inicialmente 3 estudios identifican la importancia del analisis de células de
sangre periférica por citometria de flujo en pacientes que presentan anemia aplasica para
determinar la presencia de células deficientes de GPI y relacionar ambas patologias, otro
articulo identific6 como metodologia para la deteccion de clones compatibles con HPN a
partir de muestras de médula 6sea para analisis por citometria de flujo lo cual identifico que
la médula dsea presenta también expresiones negativas en anticuerpos CD55/CD59 en

células mieloides.
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Por ultimo, los tratamientos recomendados en estas situaciones fueron descritos en 7
articulos (Gréfica 6), 2 de éstos describen en primera medida las ventajas de diagnosticar
adecuadamente HPN en pacientes con anemia aplésica debido a que estos muestran una
mejor respuesta al manejo de inmunosupresores como globulina anti linfocitica,
ciclosporina y androgenos; seguidamente, estudios expuestos en otros 4 articulos
identificaron la utilidad de realizar tratamientos concomitantes entre Eculizumab e
inmunosupresores los cuales mostraron grandes resultados para el manejo de las patologias
mediante el aumento de células hematicas y la disminucidon de hemolisis intravascular y
eventos trombdaticos. Finalmente, el trasplante de células madre como opcidn terapéutica
fue expresada en un articulo donde pacientes con la presencia de ambas enfermedades
demostraron mejora en sus manifestaciones clinicas, a partir de esto e incluy6 el uso del
Eculizumab en periodo per-trasplante como tratamiento preventivo para reacciones

tromboticas.
Comparacién exhaustiva de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna y anemia apléasica

La comparacion que se dio de ambas patologias, evaluando definicion de cada enfermedad,
fisiopatologia, sintomatologia, manifestaciones, métodos diagnosticos y tratamientos
permitio esclarecer semejanzas y diferencias que pueden presentar estas enfermedades, con

el objetivo de identificar adecuadamente la estrecha relacidn que se presenta.

Se deduce que la HPN es definida como una enfermedad de caracter clonal adquirido de
las células madre pluripotenciales las cuales dan lugar a células hematicas susceptibles a
complemento, por otro lado la anemia aplasica es una enfermedad causada por un fallo de
médula 6sea la cual no genera hematopoyesis adecuadamente disminuyendo poblaciones
hematicas; de acuerdo a lo anterior se infiere que ambas patologias estan relacionadas con
un problema directamente en la médula dsea sin embargo se determina que la HPN se
desarrolla adicionalmente por factores inmunol6gicos en sangre periférica como lo es
ataque por complemento y la anemia aplasica se desarrolla directamente en la médula 6sea,
no obstante la anomalia en la alteracion de células madre pluripotenciales juega un rol

importante en esta relacion.

La fisiopatologia de la anemia aplésica est4 determinada por caracteristicas constitucionales

0 adquiridas, estas ultimas se han visto a partir de agentes quimicos, fisicos y biologicos
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que alteran directamente la funcion adecuada de la médula dsea para su funcion
hematopoyética, del mismo modo factores inmunoldgicos como la produccion de
citoquinas pro inflamatorias y desregulacion de los linfocitos T generan apoptosis de las
células madre pluripotenciales, adicionalmente, las mutaciones somaticas en algunos genes
como ASXL1,BCOR/BCORLL1 y PIG-A son asociadas en la disminucion en las lineas
hematopoyéticas. En contraste con la fisiopatologia de la HPN se describe una anomalia en
la biosintesis de la proteina de anclaje GPI a causa de una mutacion somatica en el gen
PIG-A, dando como resultado déficit en proteinas reguladoras de complemento
dependientes de GPI; en relacion con lo anterior, se determina un punto de relacion de
ambas patologias a partir de la presencia de la mutacion somatica del gen PIG-A en donde
permite establecer un papel para el desarrollo tanto de la anemia aplésica para la
disminucion de lineas hematopoyéticas y un déficit en la regulacion de complemento para
causar hemdlisis en HPN, infiriendo un punto comdn para que Se presenten ambas

patologias en una persona.

Por otro lado, la sintomatologia y manifestaciones que presenta la HPN esta relacionada
con procesos hemoliticos en donde una persona con la enfermedad presenta ictericia, dolor
abdominal, hemoglobinuria y también algunas manifestaciones adicionales no especificas
como hemorragias, infecciones frecuentes y alteraciones neuroldgicas; en el caso de
personas con anemia aplasica se establece que la sintomatologia y manifestaciones clinicas
estan relacionadas a falta de células hematicas como, piel péalida, fatiga, hemorragias
prolongadas, fiebre, dolor de cabeza, hematomas sin causa aparente e infecciones
recurrentes. En este punto, la relacion de ambas patologias se encuentra en alteraciones
funcionales de las células hematicas como son las plaquetas en donde las alteraciones de
estas se encuentran presentes en ambas dando como resultado hemorragias y hematomas,
asi como las infecciones recurrentes por anomalia leucocitaria, lo cual indica que estas
anomalias genéticas causan alteraciones funcionales de las células en amabas

enfermedades.

Los métodos diagnosticos de HPN estan relacionados con pruebas rutinarias que verifiquen
un estado hemolitico de un paciente como reticulocitos, FSP, concentracion de LDH

haptoglobina entre otros, asi mismo verificacion en el funcionamiento del sistema de
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complemento por medio de test de Ham y Sucrosa y deteccion del déficit de GPI por
medio de la citometria de flujo; las pruebas rutinarias para anemia aplésica se basan en
disminucion de reticulocitos , concentracion de LDH, haptoglobina entre otros y
verificacion del estado de la médula dsea por medio de aspirado y biopsia de la misma. Por
consiguiente, se establece que la evaluacion por hemograma y analisis bioguimico se
realizan de manera que se verifique el estado del paciente y que la posible anemia de ambas
patologias este presentando sin embargo, con la ayuda de examenes adicionales se aumenta
la probabilidad de un diagnostico mas acertado entre el proceso de una posible HPN con
test Ham y Sucrosa positivos, y resultados de biopsia de una medula 6sea hipo celular en
anemia aplasica; no obstante, la similitud en la aplicacion de citometria de flujo para ambos
casos es esencial con el fin de determinar el estado que permitié adquirir la enfermedad,

como lo puede ser el déficit de GPI.

Para terminar, los tratamientos de ambas patologias se asemejan principalmente en dos:
tratamiento inmunosupresor y trasplante de células madre, debido a que las patologias estan
asociadas en primera medida a un proceso anormal de las células madre pluripotenciales
que evitan la hematopoyesis o producen anormalidades que generan posteriormente
apoptosis, para el manejo con inmunosupresores se establecio que tanto la HPN como la
anemia aplasica estan implicadas en procesos inmunoldgicos que causan estados anormales
tanto en medula 6sea como en sangre periférica, por ende muchos estudios recomiendan la
aplicacion de los tratamientos en cada patologia. En el caso del anticuerpo monoclonal
Eculizumab el cual fue disefiado para la inhibicion de complemento sobre células hematicas
como ocurre en HPN, también se reportan respuestas favorables en pacientes con anemia
aplasica gue usan tratamientos concominantes con Eculizumab e inmunosupresores, dando
un manejo en la deficiencia de GPI y asi mismo las anomalias llevadas a cabo en la médula

Osea por otros procesos inmunologicos en pacientes con anemia aplasica y déficit de GPI.
8. Discusion

Inicialmente hay varios factores que contribuyen con la destruccion de células madres

hematopoyéticas en la patogénesis de la anemia aplasica, se identifico en la revision que las

células T se presentan en la secuencia 5 del TCR, en HPN el determinante se encontraba
enriquecido en células TCD8+ y CD57+ del subconjunto de (HLA) para dar respuesta de
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las mismas a un mismo antigeno sin la molécula de restriccion CD1d asociada a GPI
presente en progenitores hematopoyéticos, infiriendo que al estar ausente GPI como ocurre
en personas con HPN pueden las células T generar un efecto en la disminucion de
progenitores hematopoyéticos, a partir de esto, el estudio realizado por Scheinberg P et al.
en el afo 2020, soporta que la disfuncion de las células T reguladoras se encuentra afectado

por el HLA de clase I 'y 11 > %346

A través de la revision documentada se reporta que la frecuencia de anomalias clonales
como mutaciones somaticas son elevadas notificAndose mas descubrimientos relacionados
con el gen PIGA dando como resultado poblaciones clonales de células que carecen de la
proteina GPI debido a las mutaciones de pérdida de funcién somatica impulsando la

evolucion clonal de anemia aplésica y HPN.>®

Un gran porcentaje de pacientes con HPN y anemia aplasica tienen alta probabilidad de
presentar hemolisis de acuerdo a la cantidad de clones de HPN y manifestaciones que se
puedan presentar de esta enfermedad, adicionalmente estas manifestaciones dependen de la
presencia de clones en todas las lineas hematicas. El apoyo de esta anomalia se sustenta en
otro estudio de Lian Y, et al. en el afio 2019, donde infiere que el tamafo del clon de HPN
en anemia aplasica con evolucién de hemdlisis agresiva es mayor que los patrones de
clones en anemia aplasica con caracteristicas subclinicas de HPN, sin embargo, se
identificd que los pacientes con un patrén evolutivo agresivo presentaban clones HPN en su
mayoria en las lineas eritroides-granulociticas especificamente. Por otra parte, el tamafio de
los clones que desencadenan manifestaciones menos agresivas de hemdlisis en los
pacientes, predice una mejor respuesta al tratamiento inmunosupresor a diferencia de los

modelos agresivos presentados. 2°

Seguidamente, se determind en la revisién que la citometria de flujo en muestras de sangre
periférica es la modalidad diagndstica mas sensible y especifica para evaluar la presencia y
el tamafio del clon HPN en presencia de estados anormales de médula 6sea como la anemia
aplasica, mediante aplicacion de marcadores como CD55 / CD59 en poblaciones eritroides.
Para lineas monocitica y granulociticas se determiné el uso de CD24, CD15, CD45, CD14
y CD64 con FLAER. Raza, A, et al. en el afio 2014 respaldd la técnica en pacientes

diagnosticados previamente con ambas patologias, sin embargo la determinacién de
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poblaciones eritroides deficientes de GPI se realizd usando una combinacion del anticuerpo
CD235 a-isotiocianato de fluoresceina y un conjugado de R-ficoeritrina del anticuerpo
CD59, en relacion con la deteccién de células granulociticas y monociticas se utiliz6
CD66b, CD24, CD16, CD55 en combinacion de CD45 y CD15, los cuales demostraron
buenos resultados en la lectura y un analisis de la presencia de HPN en personas con

anemia aplésica, al igual que los marcadores determinados en el marco teérico. % %74 &2

Multiples estudios referenciados en este trabajo final han determinado la relacion de HPN y
anemia aplasica en pacientes mayores de 30 afios teniendo en cuenta varios factores
predisponentes como lo son el transcurso crénico de la enfermedad, de la misma forma el
desarrollo del sistema inmunoldgico y la presencia de estados pro inflamatorios que
faciliten el desarrollo de las enfermedades. No obstante, otros estudios realizados por
Sreedharanunni S, et al. en el afio 2016 y Narita A, et al. en el afio 2017 justificaron que la
literatura sobre HPN relacionada debe centrarse también en pacientes pediatricos, donde se
demostré a traves de la técnica de citometria de flujo la ausencia de la proteina de GPI en
niflos menores de 12 afios diagnosticados con anemia aplasica, lo cual infirié en la
necesidad de un cribado rutinario de HPN basado en FLAER en pacientes pediatricos con
anemia aplasica para evitar agravantes, aumentar las opciones del tratamiento y revelar los

mecanismos de expansion de clones de HPN en nifios con anemia aplésica. ®° %

La presencia del clon de HPN en pacientes con anemia aplasica fue considerado como
factor importante en el desarrollo del trabajo de grado debido a que permite la
identificacion de nuevos tratamientos dirigidos al manejo de anemia aplasica y de la misma
forma predice en una buena respuesta a los tratamientos inmunosupresores como globulina
anti linfocitica ciclosporina y andrégenos deduciendo al HPN como un biomarcador

predictivo de respuesta en adultos aplicado desde 1 hasta 5 afios.

Lo anteriormente dicho se sostiene en compafiia de estudios por Kulagin, A, et al. en el afio
2014 , identificando en primera medida la presencia de clones HPN en pacientes adultos y
pediatricos con antecedentes de anemia aplasica hasta casi un 70 % los cuales fueron
tratados con terapia inmunosupresora combinada basada en globulina anti-timocitos y
ciclosporina, en varios de estos pacientes la presencia de clones de HPN se asocié con

buena respuesta a la terapia inmunosupresora administrada en un lapso hasta de 36 meses,
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no obstante en el caso de los nifios la tasa de respuesta a la terapia inmunosupresora fue
mayor en pacientes sin clones de HPN probablemente por las diferencias bioldgicas entre

anemia aplasica adulta y pediatrica. 7 %%

Otro estudio recluté un total de 97 pacientes con anemia aplésica y HPN en los cuales
presentaron negatividad en la prueba de Ham y sin manifestaciones clinicas compatibles
como hemolisis. Se trataron como globulinas anti-timocitos, inmunoglobulina de linfocitos
T y ciclosporina, a partir de esto se demostré que la tasa de supervivencia aumento en los
pacientes con HPN+ a diferencia de los HPN - los cuales murieron por aumento en la tasa
de infeccion segin lo determinado por Zhao X, et al. en el 2015; al igual que los
fundamentos determinados en la revision se sostiene la viabilidad de la deteccion de los

clones HPN para el manejo de anemia aplasica. >* ©

El trabajo final habla sobre los tratamientos concomitantes los cuales son poco comunes
tratando la anemia aplésica con inmunosupresores y aplicando Eculizumab en pacientes
con presencia de clones HPN para minimizar el riego de hemdlisis intravascular y
complicaciones trombdticas en todos los pacientes que presentan las enfermedades. Un
estudio realizado por Pagliuca S, et al. en el afio 2018 habla sobre el manejo concomitante
de terapia inmunosupresora y Eculizumab, indicando que debe considerarse en casos de
que los pacientes no presenten un donante compatible para manejo de la anemia y para
evitar la hemolisis significativa posterior, se recomienda que la inmunosupresion se
administre inmediatamente antes del Eculizumab, o en forma concomitante con el beneficio

clinico esperado. *4®

9. Conclusiones

Después de la revision de 68 fuentes, se encontrd que la mayoria de aportes sobre HPN
provino del continente americano especialmente EE.UU, donde se describe a la HPN como
patologia de caracter clonal adquirido por déficit de la proteina GPI de la cual depende
proteinas reguladoras de complemento principalmente CD55 y CD59 en las membranas de
células hematicas, sus manifestaciones principales son dolor abdominal, ictericia,
hemoglobinuria, infecciones y hemorragias frecuentes, de la misma forma presenta

complicaciones como anemia aplésica. La tecnica Gold estandar para su diagnéstico se
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conoce como la citometria de flujo como técnica cuantitativa y su tratamiento puede variar,

no obstante, en la mayoria se usa Eculizumab.

Los mayores inconvenientes encontrados posterior a esta indagacion se obtuvieron en gran
medida documentos provenientes en Canada, donde la dificultad de diagndstico se centrd
en varios factores como: La falta de diagndstico diferencial en anemias hemoliticas
relacionados con un desarrollo de la enfermedad, por otra parte, la dificultad de acceso a la
citometria de flujo para la deteccion de clones compatibles con HPN. En el caso de
laboratorios que presentan la técnica especializada, no manejan uniformemente los casos de
HPN limitando una estandarizacion apropiada y la obtencion de un control bioldgico, del
mismo modo fallas en el manejo tanto preanalitico como analitico de la prueba disminuye

el diagndstico adecuado.

En relacion con la informacion obtenida de referencias documentales sobre anemia
aplasica, se obtuvo mayor informacién en el Reino unido donde expusieron a la anemia
aplasica como un trastorno medular que da como resultado el fallo de la hematopoyesis, se
caracteriza por insuficiencia medular y disminucién del tejido hematopoyético. Sus causas
son variables como: Factores fisicos y quimicos, consecuencia de infecciones virales,
alteraciones genéticas relacionadas con el gen HLA para desarrollar anomalias en los
linfocitos T y mutaciones somaticas en genes como DNMT3A, ASXL1, BCOR/BCORL1y
PIG-A la cual se encuentra estrechamente relacionada con la proteina GPI, relacionando en
primera medida la fisiopatologia de anemia aplasica con la presencia de clones compatibles
con HPN.

La documentacion que relaciona la anemia aplasica con HPN se encontré mayor
informacion en EE. UU y Reino Unido con ayuda de otros paises. Donde se infirid que
entre el 50 al 70 % de los pacientes diagnosticados con anemia aplasica presentan células
compatibles con clones HPN deficientes de GPIl, a causa de un grupo de procesos
fisiopatoldgicos en donde pacientes con células deficientes de GPI no permiten que las
células CD34+ produzcan cantidad de CFU-Meg para la formacién de trombopoyetina, asi
mismo las células T citotdxicas en este tipo de pacientes producen apoptosis de las células
CD34+ como proceso autoinmune de las células T, otro proceso descrito demostrd que la

molécula CD1d no permite la accion de células T a un mismo antigeno y se encuentra
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asociado a GPI, de esta forma al encontrarse permite a las células T atacar a los mismos
progenitores hematopoyéticos. Asi mismo la desregulacion de células T se encuentra
afectado por el HLA de estos pacientes.

El papel que cumple el diagndstico de HPN en una persona que presenta anemia aplasica
para la respuesta optima de un tratamiento se demostr6 mediante: tratamientos
inmunosupresores como globulina antitimocitica, ciclosporina y androgenos muestran
mejor tasa de respuesta en pacientes diagnosticados con anemia aplasica y presencia de
clones HPN, adicionalmente la respuesta al tratamiento es dependiente al tipo de HPN y la
cantidad de clones presentados deduciendo que a mayor cantidad de clones y presencia de
manifestaciones hemoliticas disminuye la efectividad del tratamiento para la anemia
aplasica a diferencia de los pacientes con tipo de HPN sin manifestaciones y bajo nivel de
clones. Por otro lado, el uso de tratamientos concomitantes como el Eculizumab e
inmunosupresores demostraron que permiten un manejo adecuado de anemia aplasica para
el aumento del recuento de poblacion hemaética mientras minimiza el riesgo de hemolisis

intravascular y complicaciones tromboticas.

Finalmente el diagnostico de HPN favorece el manejo de anemia aplasica con poblacion
celular deficiente de GPI, debido a que el analisis por citometria de flujo a muestras
pertenecientes a pacientes con anemia aplasica permite establecer la presencia de células
compatibles con clones deficientes de GPI, este hallazgo ha permitido indicar nuevas
alternativas en el manejo terapéutico que se le brindan a estos pacientes como la aplicacion
del Eculizumab la cual no es utilizada en estos casos, seguidamente otro de los beneficios
que otorga estos hallazgos estan relacionados a que la presencia del clon deficiente de GPI
es establecido como biomarcador para una respuesta favorable a la aplicacion de multiples
tratamientos inmunosupresores para estos pacientes aumentando en recuento de

poblaciones hematicas.
10. Recomendaciones

La carencia de informacion sobre la HPN en la poblacion colombiana asi como la estrecha
relacién que presenta con la anemia aplasica disminuye la capacidad de supervivencia de
las personas que padecen HPN y otra perspectiva terapéutica en pacientes que presentan

anemia aplasica, debido a esto es necesario verificar la presencia de clones compatibles con
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HPN en pacientes que hayan llevado a cabo procesos hemoliticos sin un diagnéstico
determinante de patologias adversas, asi mismo es necesario aplicarlo en pacientes
previamente diagnosticados con anemia aplasica con el fin de analizar nuevos tratamientos

los cuales fueron incluidos en esta revision.

En el caso de los lugares con acceso limitado a metodologias especializadas, es
recomendable remitir los casos clinicos sospechosos por estudios los test de Ham, Sucrosa
y otros examenes para HPN y en personas con anemia aplasica complicada a lugares
autorizados donde se realicen adecuadamente las técnicas de citometria. En otros casos con
acceso a las técnicas de citometria es necesario revisar adecuadamente los procesos pre

analiticos y capacitarse profesionalmente para la fase analitica de la misma.

Para futuros proyectos de investigacion se recomienda que soliciten confirmar en la
poblacion colombiana la presencia de clones compatibles con HPN en personas que
presentan anemia aplasica, demostrando la efectividad de la misma para la aplicacién de
tratamientos concomitantes adecuados que permitan el manejo de ambas patologias y
aumenten la tasa de supervivencia de los pacientes. Asi mismo, se debe tomar en cuenta
una poblacién estudio con caracteristicas de anemia aplésica e identificar por citometria de
flujo sostienen poblaciones con clones de HPN vy definir estadisticamente el tamafio de
poblacién con ambas patologias, para asi mismo afianzar al sector salud sobre la

importancia de esta tipificacion.

Por ultimo, el estudio en poblacion con enfermedades como anemia aplasica y HPN
presenta maltiples dificultades debido a que estas se encuentran en poblaciones con dificil
acceso historias clinicas que faciliten el desarrollo de un analisis adecuado, de la misma
forma el estado de los pacientes que perfilan adecuadamente para el estudio es critico lo
cual disminuye la posibilidad de contacto. Sin embargo, se sugiere pedir apoyo por parte de
todo el sector salud para facilitar cada una de las adversidades que se puedan presentar y
desarrollar las ventajas que se obtendran tras el desarrollo del anélisis realizado tomando

como base esta revision.
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12. Anexos

Anexo 1.

Tabla 2. Sintesis de informacién documental Importancia del diagndstico de
Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna como manejo de anemia aplasica con poblacion
deficiente de GPI.
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Fuente: Propia

Anexo 2.

Tabla 3. clasificacion de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna. Teniendo en cuenta
hemolisis, fallo de médula dsea, evidencia diagnostica por citometria de flujo y eficacia en
el tratamiento por Eculizumab

Clasificacidn de |a hemaglobinuria paraxistica nacturna (HPN)

Beneficia del
Categoria Tasa de hemadlisis intravascular - Méduls dsea Citametria de flujo eculizumab
Clasica Flarida (hemaglabinuria Hiperplasia eritraide
: ida OB PP ey 504 delas céluls PMNE) son ,
matroseopica s frecuente marfalogia narmal o casi . 5i
. deficientes en PIG-A*
o persistente) niarml
HPN en el contexto Escasa a moderada Evidencia de la exstencia - Depende del
1 ElemEs mater (o CICENERERRRETEREE gy do PMNY) deficientes en PIGA* pee
desindromes defalla  [hemoglobinuria macroscdpica  de otros sindromes de tamafo del clén
N es <30%
medularg intermitente o ausente| falla medular§ HPH
Subclinical Na hay evidencia clinica o Existe evidencia de un Existe evidencia de una pequefia
bioquimica de hemdlisis sindrome de fallamedular  poblacién [<1%) de PMNA] o
intravaseular eoncomitante deficientes en PIG-A™ detectada par

titometria de fluja de alta resalucidn

: sindromes mielodisplasicos; aplasia de la médula dsea.
1]: polimorfonueleares.
*. proteinas asocadas a fostatidilinesitolglicana (phesphatidylinositel glycan, PIG, por sus siglas en inglés).

Fuente: Gaona C. Hematologia la sangre y sus enfermedades. [Internet] [Citado 2019
octubre 25]; 2 (14): 61-66. Disponible en:
https://www.academia.edu/34233091/Hematologia_La sangre_y sus_enfermedades p
df
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Anexo 3.

Figura 1. Estructura de la proteina de anclaje GPI. En donde el fosfatidilinositol se
encuentra inmerso en la capa lipidica de la membrana citoplasmatica de la célula,
acompafiado de nucleo de glucano con glucosamina, tres manosas y un fosfato de

etanolamina.

HI-I,—-- EtN —(p——Man Ethanolamine phosphate

{GG?:::;:TM + 3 mannoses)
I. Phosphatidylinositol
giatin
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Fuente: Pu J., & Brodsky R. Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria from bench to bedside:
Clinical and translational science.[Internet] 2011 [Cited 2019 Oct 30] ;4(3), 219-224.

Available from: doi:10.1111/j.1752-8062.2011. 00262.x

Anexo 4.

Figura 2 Proteinas reguladoras de complemento CD55 y CD59 ancladas a GPI
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Fuente: Sharma, V. Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria: Pathogenesis, Testing, and
Diagnosis.Hematology and Oncology. [Internet] (2013) [Cited 25 Oct. 2019]; 11(9).

Anexo 5.
Figura 3. Esquema de activacion de las tres vias de complemento Vias de activacion

clésica, union a lectinas y via alternativa para realizar lisis celular
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Vias de activacién del sistema del complemento

Via clisica Wia de mnkin & leafines Via alismaihva
|,P Inhibidor de €1 q,l
i =

Complejo de atague a la

membrana (C5 a C3)

Destruccidn de ciertos
patdgenos y células

Fuente: Lopez M. EIl sistema del Complemento: un mecanismo innato de defensa.
Sociedad Espafiola de Bioguimica y Biologia Molecular [Internet]. 2010 [citado 28 Octubre
2019].  Disponible  en:  https://www.sebbm.es/web/es/divulgacion/rincon-profesor-
ciencias/articulos-divulgacion-cientifica/288-el-sistema-del-complemento-un-mecanismo-

innato-de-defensa

Anexo 6.
Figura 4. Regulacién del sistema complemento por CD55 y CD59
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Classical Pathway ( Atternative Pathway |

' C3
Cigq, E‘lr. Cis H,0 Tickover

: N\
C3 convertases
Cdb2a, C3bBI
= U

Amplification
C5 convertases
Proximal Complement SRk, Cm
v
Terminal Complement cs = < Ch
v, + Anaphylatoxin
+ Chemotaxis
+ Inflammation
£6,C7.8, a + Endothelial activation
5 CSb] Eculizumab + Prothrombotic
\ Membrane attack complex (MAC)
+ Cell lysis
* Inflammation
CD59 « Platelet activation

* Prothrombotic
+ Endothelial activation

Fuente: Brodsky R: Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood. [Internet] 2014 [Cited
2019 Oct 23] ; 124 (18): 2804—-2811. Available from: doi: https://doi.org/10.1182/blood-
2014-02-522128

Anexo 7.

Tabla 3. Anticuerpos monoclonales y fluorocromos utilizados por la técnica de
citometria de flujo para el diagndstico de clones compatibles con Hemoglobinuria
Paroxistica Nocturna.
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Anticuerpos monoclonales

Fluorocromos

Anti- CD14
Anti- CD15
Anti- CD16
Anti- CD24
Anti- CD45
Anti- CD55
Anti- CD59
Anti- CD64

Anti- CD235a

(FITC: isotiocianato de fluoresceina, R-PE: R-ficoeritrina, APC: aloficocianina,

PC5: R-ficoeritrina Cy5. *: DAKO. **: Miltenyi Biotec =**: abcam)

pC5*==*
FITC*

R-PE*

APC**
PerCP=/APC**
R-PE*

FITC*

R-PE*

R-PE*

80

Fuente: Diaz Dominguez G, Marsan suarez V, Sanchez Ballester A. Diagndstico por

citometria de flujo de la Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna. Rev Cubana Hematol
Inmunol Hemoter [Internet]. 2019 [citado 2019 Dic 5];35(1): [aprox. O p.]. Disponible en:

http://www.revhematologia.sld.cu/index.php/hih/article/view/930

Anexo 8.

Figura 5. Principales moléculas ligadas a GPI segun la linea celular a analizar y

fluorocromo utilizado
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CD55 . CD24 CDS5
CDS8 sy CDS8 CD59
CD59 CD48 PrPC CD73
PrPC .Q CD108
AChE
F
i Ag o =
Dombroch aemalopoierk
HG Ag RBC Stem Cell / T cells CD55 CD58"
CD59 CD48
CD52 CD87
ggg G @ . CD108 PrPc
CD59 ADP-RT  CD73
CcD109 [ CD59, CD90, CD109 | CD90 CD109
PIPC haa CD16
GP500 | FLAER |
Govalb | \ B
5 1 ¢ NK cells
CD55 CD58" / : Q
CD59 CD14 ; ’ ! gggg
CD16 CD24 el Monocytes cots
CD48 CD66b PMN
CD66C cD87 CcD14 CD55 CcD58" CD4s
CcD109 CcD157 CcD59 cD4s CcD52 CD52
LAPNB1 PrPC cos7 cD109 CD157 PrPc
Group 8 PrPC GPI-80 CD16
p50-80 GPI-80 e
ADP-RT  NA1/NA2 6 | FLAER |
FLAER FLAER

Fuente: Brando, B., Gatti, A., & Preijers, F. Flow Cytometric Diagnosis of Paroxysmal
Nocturnal Hemoglobinuria: Pearls and Pitfalls - A Critical Review Article. EJIFCC,
[Internet] 2019 [Cited 2020 May 3];30(4), 355-370. Available in:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6893893/

Anexo 9.

Figura 6. Analisis de muestra por citometria de flujo en paciente con Hemoglobinuria
Paroxistica Nocturna. (A) Identificacion de poblacidén granulocitica, usando anticuerpo
monoclonal CD15. (B) (C)(D) Determinacion de proteinas dependientes de GPl como
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CD16, CD 55, CD24, CD59 en la poblacién positiva para granulocitos marcada con CD15
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Fuente: Diaz Dominguez G, Marsan suérez V, Sénchez Ballester A. Diagnostico por
citometria de flujo de la Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna. Rev cubana Hematol
Inmunol Hemoter [Internet]. 2019 [citado 2019 Dic 5];35(1): [aprox. 0 p.]. Disponible en:

http://www.revhematologia.sld.cu/index.php/hih/article/view/930

Anexo 10.
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Figura 7. Algoritmo para la identificacion de causas de aplasia en un paciente

Identificacion de causas de anemia aplasica a partir de multiples estudios y sus resultados

segun la etiologia de la patologia.
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Fuente Sociedad Argentina de Hematologia. Sindromes de fallo medular.
PDF[Internet].2019 [Citado 2020 Ene 28]. Disponible en:
http://www.sah.org.ar/docs/2019/Sindromes_de_Fallo_Medular.pdf
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