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¢ El diagnostico de HPN favorece al manejo de anemias aplasicas con poblacion
celular hematica deficiente de GPI1?

Objetivos

General

Realizar basquedas en bases de datos sobre la importancia en el diagnostico oportuno de Hemoglobinuria Paroxistica
Nocturna en relacion a sintomatologia, diagnoéstico, tratamiento y complicaciones, relacionandola con el manejo de
anemia aplasica con poblacion celular hematica deficiente de GPI.

Especificos

» Recopilar informacion en bases de datos sobre la Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna, sintomatologia,
complicaciones, diagnostico y tratamiento.

» Describir los principales inconvenientes para el diagnostico oportuno de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna.

» Recopilar informacion en bases de datos sobre anemia aplasica, sintomatologia, diagnostico y tratamiento.

» Establecer el papel que cumple el diagnéstico de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna en una persona que
presenta anemia aplasica para la respuesta optima de un tratamiento.



Marco teorico

Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

l Por parte Produciendo
Enfermedad de caracter Células madre Células hematicas susceptibles a
clonal adquirido ~ pluripotenciales la accion por complemento
» i
Complicaciones Hemodlisis intravascular
Signos y sintomas { \
-Tromboembolismo venoso. Anemi Insuficienci Ot
-Susceptibilidad a infecciones A ”eml',?_ ”53 'IC'e”C'a ros
-Difusion del tono muscular SANELINEE meaular
-Anemia aplasica l
_Dolor abdominal -Infecciones -Trombofilia
_Ictericia frecuentes -Embolismo
-Hemoglobinuria -Hemorragias -Alteracion

neuroldgica



Estructura de la proteina de anclaje GPI..
Fisiopatologia
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Relacionado con la
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ancladas a GPI reguladoras de
complemento 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

Mas de 12 proteinas
dependientes de anclaje
-CD55 y CD59

_, Ataque sistema de
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Proteinas reguladoras de complemento CD55 y CD59 ancladas a GPI

GPI Anchor

Fuente: Sharma, V. Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria: Pathogenesis, Testing, and Diagnosis.Hematology and Oncology.
[Internet] (2013) [Cited 25 Oct. 2019]; 11(9).




Esquema de activacion de las tres vias de complemento

Vias de activacion del sistema del complemento
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Fuente: Lopez M. El sistema del Complemento: un mecanismo innato de defensa. Sociedad Espariola de Bioquimica 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



https://www.sebbm.es/web/es/divulgacion/rincon-profesor-ciencias/articulos-divulgacion-cientifica/288-el-sistema-del-complemento-un-mecanismo-innato-de-defensa

Diagnostico Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

Manifestaciones y Pruebas basadas en Tarjeta de gel Citometria de flujo
examenes clinicos rutina complemento sephacryl
-Analisis exhaustivo de -Test de Ham Principio de Expresion de proteinas
manifestaciones. -Test de Sucrosa Hemaglutinacion, de superficie celular.
-Cuadro hematico Cuantificar y
-Reticulocitos subclasificar HPN,
-Nivel de LDH Principie of the Gel Test -Uso de anticuerpos
-Bilirrubina fraccionada : : | monoclonales y
-Haptoglobina 1 5 j fluorocromos
-Creatinina sérica wr o029 especificos y FLAER.
-Nitrégeno ureico. m Yoot TV ﬂ
-Concentracion de = E
eritropoyetina %“ O B
-Test de Coombs =

Prueba Gold estandar

Fuente: https://www.donasangre.uy/wp- para manejo de HPN
content/uploads/2014/07/Microtecnica_de_Aglutinacion_en_Gel.pdf




Principales moléeculas ligadas a GPI
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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/
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Tratamiento Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

Manejo con
inmunosupresores _
. . ¢ _ | SOLIRIS’
-Globulina anti- H | . eme
timocitos. (ATG) g T
1 = : = - -
-Ciclosporina —"'—'59_ fRis: so-

ALExXioN

Trasplante de
células madre

Fuente: Omnia Health , Eculizumab (Soliris); disponible en:
https://www.omnia-health.com/product/eculizumab-soliris

Trasplante

alogénico de
células madre

Tratamiento con
Eculizumab

J_. Ac monoclonal humanizado,
bloqueando la proteina C5 de
complemento




Anemia aplasica

l Produce

Trastorno de la médula
osea

Anatomia del hueso

Vasos sanguineos
de la médula ésea
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Insuficiencia
medular de caracter
cuantitativo

El tejido
hematopoyético se
sustituye por tejido
adiposo

Fuente: Instituto Nacional de Cancer, médula 6sea; disponible en:
https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionario/def/medula-

osea

Consecuencia

Insuficiencia de las 3
lineas hematicas

/ I AN
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-Piel péalida -Infecciones -Hematomas
-Fatiga recurrentes y -Sangrados
prolongadas prolongados



Origen anemia aplasica

l

Constitucional

Desarrollo anormal de la
médula ésea.

Baja posibilidad de
desarrollo de la
hematopoyesis

|
Fisicos

Agentes ionizantes

-Lupus eritematoso

Adquirida
| |
Quimicos Virales Bioldgicos
-Citotoxicos -Hepatitis
-Farmacoldgicos -Epstein Barr
| |
Desregulacion Mutaciones
sistema inmune somaticas

-Hipogammaglobulinemia

|

-Citoquinas proinflamatorias
(IFN-y) (FNT-).
-Anomalias en los linfocitos T.

|

Genes DNMT3A,
ASXL1,
BCOR/BCORL1
y PIG-A



Diagnostico anemia aplasica

Examenes clinicos Metodologias invasivas
de rutina

Aspiracion de la médula 6sea y biopsia
-Analisis exhaustivo -Puncion de aspiracion
de manifestaciones. de médula ésea (PAMO). Aglia paa Insdi's:0ses
-Cuadro hematico -Biopsia de meédula 6sea
-Reticulocitos
-Nivel de LDH Hueso iliaco
-Bilirrubina 0/ W A
fraccionada N /i —_—
_Haptoglobina Pruebas confirmatorias ! - "i?:“’;fﬁ
-Creatinina sérica - E:’{»;t’}fgf‘
-Nitrégeno ureico 2 G Yoy«
-Marcadores
hepaticos

-Funciodn tiroidea _ o o e
Fuente: National cancer institute. Aspiracion y biopsia de médula osea;

disponible en: https://visualsonline.cancer.gov/details.cfm?imageid=10209




Tratamiento anemia aplasica

Manejo de factores

externos
> -Antivirales
-Evitar el contacto
con agentes
citotoxicos
Tratamientos
Inmunosupresores
LHnUEIvLUINg > | . -Globulina anti-
inmunoglobuling ontilinfocites 5 .
‘ T humanos [obtenida en neios] tImOCItOS
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- | células madre
' Células progenitoras
Fuente: MEDICALPRESS; globulina anti-timocitos; disponible en ~ en médula osea

https://www.medicalpress.es/terapia-dirigida-a-las-celulas-t-en-prueba-en-estudio-la-
diabetes-tipo-1/




Anemia aplasica y Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

Pacientes con anemia aplasica
presentan clones compatibles con
HPN 50 % por CF

Fisiopatologia Diagndstico Tratamiento
Las células La deficiencia de Respuesta Diagnostico de Mejora en respuesta a
CD34+en estos GPI en anemia constante de deficit de GPI en tratamientos
pacientes aplasica puede ser células T aun pacientes con anemia Inmunosupresores en
disminuyen la considerado como mismo antigeno aplasica ausencia de GPI
capacidad de un proceso de con déficit de
formar CFU-Meg  supervivencia CDl1d asociadoa  Analisis por _Tratamientos
: GPly citdmetro de flujo de concomitantes de
Mecanismo de las subconjunto sangre periférica terapia inmunosupresora
celulas T para HLA. médula 6sea — Eculizumab,
dirigirse a GPI trasplante de células

madre y eculizumab.




Dificultad de diagnoéstico de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

Dificultad en la
identificacién de
signos y
sintomas

Pruebas
independientes
para el diagnostico
de HPN

Falta de
procedimientos
estandarizados

—

Interrogation Point Overview

Fuente: Servicio de citometria de flujo; funcionamiento de citdmetro de flujo,

disponible en
:https://hnparaplejicos.sanidad.castillalamancha.es/sites/hnparaplejicos.ses
cam.castillalamancha.es/files/Biblioteca/funcionamiento_de_un_citometro_c

itf.pdf

Dificultad de acceso
a metodologias
especializadas

!

Errores en fase
preanalitica

Baja especificidad en
técnicas basadas en
complemento



Metodologia

Exclusion de 47
documentos aplicando

segundo criterio de
inclusion y exclusion

Palabras clave

Bases de datos y
buscadores

500
documentos
ncontrado

A4

115
documentos
analizados

Exclusion de 385
documentos aplicando

primer criterio de
inclusion y exclusion

68 documentos seleccionados:
-60 Estudio estadistico
-8 discusion




Resultados y analisis de resultados
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Distribucion por tema consultado
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Distribucion por subtemas de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna
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Distribucion por subtemas de HPN y anemia aplasica
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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 ésea las
cuales dan lugar a células hematopoyéticas susceptibles
ala accién por complemento la cual genera hemolisis
intravascular.

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

Fisiopatologia

Relacionado con la falta de la biosintesis de la GPI |a
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 hemélisis
intravascular.

La anemia apldsica 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 citotoxicos,
guimicos organicos y algunos agentes farmacolégicos, por otra parte,
agente bioldgicos como los ataque virales estan implicados en el
proceso. Por otro lado, los dafios provocados por el sistema
inmunolégico 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/BCORL1y PIG-A son asociados en la disminucién en las lineas
hematopoyéticas




Tabla comparativa de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna y anemia aplasica

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

diagnosticos

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. . .
. . ) Pruebas rutinarias: Recuento de reticulocitos, Hemograma con FSP,
Hemograma con FSP, concetracion de LDH, bilirrubina . . L o )
_ _ , . concentracion de LDH, creatinina sérica, nitrégeno ureico,
i fraccionada, haptoglobina, hierro en suero, creatinina i . . , .
Métodos Haptoglobina, bilirrubina fraccionada, Haptoglobina, TSHy T4,

transaminasas.
Metodologias invasivas: Puncion 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 exposicion a agentes
quimicos y fisicos.




Discusion

En la relacidon de anemia
aplasica con HPN, en

Scheinberg Pet al. en el
afo 2020, la disfuncién de

relacion a la disfuncidn
de las células T.

La presencia de hemolisis esta
relacionada con la cantidad de
clones compatibles con HPN en
todas las lineas hematicas

v

" las células T se afecta por el
HLAclase 1 y II.

Lian, et al. en el aio
2019, relaciona mayor
hemolisis con aumento de
clones HPN en linea
eritroide —granulocitica.

.« ®

A =2
[ssrgel]
PAIGN T S

Fuente:
https://medium.com/@fonso149/radiograf%C3%ADa-de-
la-discusi%C3%B3n-improductiva-a05a3acd5909




Relacidon de anemia Sreedharanunni S, et al. en el

aplasica con HPN en _ afo 2016 y Narita A, et al.
pacientes mayores de demostraron la importancia de
30 anos. identificar la relacion en

pacientes menores de 12 afnos

Los clones de HPN son
biomarcadores para prediccion
de respuesta a tratamientos
Inmunosupresores desde 1 a 5
anos.

Kulagin, A, et al. en el afio
2014, reporto casos de pacientes
" adultos y pediatricos tratados con
terapia inmunosupresora con
clones de HPN, dando tasa de
respuesta de 36 meses en adultos.

Lo tratamientos concomitantes

con Eculizumab e Pagliuca S, et al. en el afio 2018, indica
inmunosupresores se aplicanen ——— tratamiento concomitante en casos de no tener
todos los pacientes que padecen la donante compatible, y el tratamiento

enfermedad iInmunosupresor aplicado inicialmente




Conclusiones

Revision de 68
fuentes

La mayoria de aportes realizados para
revision sobre HPN provino de documentos
de Estados Unidos

|

Los inconvenientes para el diagnostico
oportuno de HPN fueron en su mayoria
documentos de Canada

|

En temas de anemia aplasica se obtuvo mayor
informacion de documentos provenientes del
Reino unido

—>

—

-HPN es una patologia huérfana o rara.

-Presenta deficit GPI de la que dependen CD55 y CD59,
-Varias manifestaciones clinicas (hemolisis)

-Diagnostico: Citometria de flujo.(Gold estandar)

- Tratamiento con trasplante, inmunosupresores o Eculizumab

-Falta de diagnostico diferencial en anemias hemoliticas
-Dificultad de acceso a citometria de flujo.

-Falta de procesos estandarizados

-Falla en procesos preanaliticos de pruebas especializadas

-Anemia aplasica como fallo medular, falta hematopoyesis
-Causas variables como factores fisicos, guimicos, virales,
biologicos.

-Diagnostico : Invasion de médula o0sea (diagnoéstico)
-Tratamiento: Trasplante , inmunosupresores, manejo externo



-50 al 70% de pacientes con anemia aplasica
tienen clones HPN detectados por citometria
— de flujo.

Los documentos que explican la relacion de -El sistema inmune en preser!c_ia de HPN
anemia aplésica con HPN fue aportada en su afecta el proceso hematopoyetico.
mayoria por Estados Unidos y Reino Unido
_, El papel del diagnéstico de HPN en una persona que presenta
anemia aplasica:
-Biomarcador de mejor tasa de respuesta a terapia
Inmunosupresora.
-Alternativas de tratamientos como concominantes entre

Eculizumab e inmunosupresores u trasplante de células madre.
Pregunta problema

El diagnostico de HPN favorece el manejo de anemia
aplasica con poblacion celular deficiente de GPI

|

La deteccion por citometria de flujo de clones con
HPN en pacientes con anemia aplasica

!

| |
Biomarcadores para Alterngtivas de
tasa de respuesta tratamiento




GRACIAS POR SU
ATENCION




Agradecimientos

A mis papas y mi hermano que me dan apoyo incondicional,
fortaleciendo la inspiracion que dia a dia aportaria a este trabajo de
grado para cumplir mis suenos.

Mi hermana, que incentivo a plasmar nuevas ideas para contribuir a la
sociedad y darme animo para levantarme cada dia con animo para llevar
a cabo mis 5 afnos de carrera profesional

Mi alma mater, la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca la
cual me instruyo y capacito para cumplir con mi primer gran logro de
ser una profesional integra

A mi asesora interna, brindando todo su tiempo para capacitarme para la
formacion del trabajo de grado y confiando en mis capacidades
profesionales

A los jurados, que dedicaron su tiempo para instruirme y determinar
una nueva fase de mi vida




Recomendaciones

1. Verificar la presencia de clones compatibles con

HPN en personas con manifestaciones sospechosas

sin diagnostico definitivo, y pacientes

diagnosticados con anemia aplasica. B

2. En caso de no tener acceso a
citometria de flujo, recurrir a uso de
pruebas rutinarias para descartar otras
patologias diferenciales y usar test de

3. Capacitarse para manejo adecuado de Ham y Sucrosa.

muestras para citometria de flujo.

N 4, Pgra futuros proyectos de investigacion,
Y perfilar un grupo de personas que padezcan
’ p— - s = - Ve -
& — anemia aplasica y hacer citometria de flujo

O— & buscando clones HPN.




Descripcion

Expresar la importancia en el diagnoéstico de
Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna (HPN) en personas
gue presenten anemia aplasica con poblacion hematica

deficiente de GPI.

Mediante | |
1. Busqueda en bases de datos sobre 2.Procedimiento metodologico 3. Conclusiones obtenidas,
referencias documentales, sobre HPN y para la seleccion adecuada de como solucion a la pregunta
anemia aplésica documentos problema
Bajo parametros de significado Desarrollo estadistico del afio de Recomendaciones
manifestaciones, diagndstico y publicacion, lugar y temas establecidas , para campo
tratamiento aplicados. salud, investigacion y social
Determinar las dificultades del Analisis descriptivo de los
diagndstico de HPN procesos realizados.
Identificar la estrecha relacion de ambas Discusion entre lo obtenido y

patologias bases cientificas posteriores




Antecedentes

Primera Relacion HPN y Patogénesis de HPN y
descripcion Test de Ham Citometro AA relacion AA
D ST O
>
— -Paciente AA :
Clasificacion HPN. con clones HPN Importancia de dx -Guias consenso para CF Caso colombiano
Caso de AAcon HPN  _Eculizumab de HPN en AA -Terapia inmunosupresora HPN

w |

Guia consenso HPN Utilidad Eculizumab AA Importancia del d_iagnéstico _de

-Estrategias manejo HPN HPN como manejo de anemia

{ aplasica con poblacion celular
hematica deficiente de GPI




Algoritmo para la identificacion de causas de aplasia en
un paciente

Pancitopenia

Quimioterapia
Radioterapia
Drogas y/toxicos

L. Antecedentes

!

Si [#—| 2 Esplenomegalia [——— MNo

¥
3. Laboratorio de hemolisis
Frotis de sangre periférica

: ! ! ! !

PAMO y biopsia MO

Patolégica Normal Reticulocitosisll VM Células
L 1 L aumentado| {inmaduras
; ; — I '
Leucemias Hiperesplenismo || Hemoglo- ¥
Liruhonmsss Secundario a binuria Anemia Mielo- Leucemias
Enf. lisosomales || enfermedades no || paroxistica h-fu.‘lga.ln- displasia Agudas con
Cirad e hematologicas nocturna blastica leucopenia
hemofagoaticos L
Aplasia
medular

vl

4. PAMO y biopsia

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

