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RESUMEN

Introduccién: La hemoglobinuria paroxistica (HPN) nocturna es una enfermedad
clonal, adquirida y no maligna de la célula madre hematopoyética. En este padecimiento
se encuentra afectado el anclaje a la membrana celular de moléculas como el CD55 y
CD59, fundamentales en la regulacion de la lisis mediada por el complemento. Por su
elevada especificidad y sensibilidad, la citometria de flujo multiparamétrica (CFM) es el
método de eleccion para el diagnostico de esta enfermedad.

Objetivo: Establecer un algoritmo diagndstico de la HPN por CMF.

M étodos. Se analizd una muestra de sangre periférica para CFM de un paciente con
sospecha de HPN. El inmunofenotipaje celular se realizé con un panel de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra los antigenos que se expresan en la membrana
citoplasmatica mediante su anclaje al glicosilfosfatidilinositol. Las muestras se leyeron
en un citometro GALLIOS, Beckman Coulter y los datos obtenidos se analizaron con el
empleo del programa informatico Kaluza.

Resultados: Se identificaron cuatro clones HPN. En los granulocitos se observo un clon
HPN de aproximadamente 90 %, con deficiencia en la expresion de CD16, CD24,
CD55 y CD59. En los monocitos se observaron dos clones: (1) clon CD14-CD59-y (2)
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clon CD14-CD59+ con tamanos clonales de 59,77 % y 19,45 %, respectivamente. En
los eritrocitos se identificd un clon de 19,98 % y de determind el grado de afectacion.
Conclusiones: El algoritmo de analisis propuesto permite identificar las poblaciones
celulares con clones HPN. Ademas, dichos clones pueden ser cuantificados en cuanto a
tamafio clonal y expresividad de los antigenos dependientes de anclaje a
glicosilfosfatidilinositol. Con la CFM se logra determinar con elevada sensibilidad el
grado de afectacion de los eritrocitos en la expresion de CD59 como medida directa de
la susceptibilidad que experimentan a la lisis por el complemento.

Palabr as clave: hemoglobinuria paroxistica nocturna; clon HPN; citometria de flujo;

algoritmo diagnostico; HPN.

ABSTRACT

[ ntroduction: The paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is a clonal, acquired

disease and not malignant hematopoietic stem cell. In this condition, the anchor to the
cell membrane of molecules such as the CD55 and CD59 is affected, This antigens are
fundamental in the regulation of the complement-mediated lysis. By its high specificity
and sensitivity multiparametric flow cytometry (MFC) is the goal standard for the
diagnosis of this disease.

Objective: To establish a diagnosis of PNH by MFC algorithm.

Methods: A sample of peripheral blood of a patient with suspicion of PNH was
analyzed by MFC. The cell immunophenotyping was carried out using a panel of
monoclonal antibodies directed against antigens that are expressed in the cytoplasmic
membrane through its the glycosylphosphatidylinositol anchor. The samples were read
in a Cytometer GALLIOS, Beckman Coulter and the data obtained were analyzed with
the use of the Kaluza software. Results: We identified four clones HPN. A HPN clone
of approximately 90%, was observed in granulocytes with deficiency in the expression
of CD16, CD24, CDS55, CD59. In the monocytes were two clones: (1) CD14-CD59-
clone and (2) CD14-CD59 + clone, with size clone of 59.77% and 19.45%, respectively.
A clone of 19.98% was identified in erythrocytes and determined the degree of
involvement of the same.

Conclusions: The proposed analysis algorithm allows to identify cellular populations
with clones PNH. In addition, these clones can be quantified in terms of size clonal and
expressiveness of anchor to glycosylphosphatidylinositol antigen dependent. With the

MFC is achieved with high sensitivity to determine the degree of involvement of the
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erythrocytes in the expression of CD59 as a direct measure of susceptibility undergoing
lysis by complement.

K eywor ds: paroxysmal nocturnal hemoglobinuria; clone PNH; flow cytometry,
differential algorithm; PNH.
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INTRODUCCION

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es una enfermedad clonal, adquirida, no
maligna, que se origina a partir de una mutacion somatica en la célula madre
hematopoyética. Dicha mutacion ocurre en el gen PIG-A que se encuentra en el
cromosoma X, al final del brazo corto (Xp22.1). () Este gen codifica una proteina
involucrada en la sintesis del glicosilfosfatidilinositol (GPI), un glucolipido cuya
funcién bioldgica es el anclaje de proteinas a la superficie de la membrana celular.?)
Como resultado de este desorden genético se originan clones de células que carecen
total o parcialmente de la expresion de proteinas que se encuentran normalmente unidas
a la superficie de la membrana celular a través del GP1.®) Entre dichas proteinas se
encuentran el CD55 y CDS59, implicadas directamente en la fisiopatologia de la HPN.
Estas dos moléculas constituyen defensas celulares contra componentes del
complemento. La pérdida total o parcial de la expresion de estas proteinas hace de los
eritrocitos células susceptibles a la lisis mediada por complemento. > Como resultado,
se evidencia la hemolisis de los hematies y una activacion de los granulocitos,
monocitos y las plaquetas. ©

La HPN se caracteriza por la presencia de anemia hemolitica cronica intravascular,
hemoglobinuria y frecuentemente se asocia con pancitopenia. Ademas, esta enfermedad
se caracteriza por la ocurrencia de episodios tromboembolicos recurrentes y de
localizacion atipica (abdominal, visceral, cerebral y cutanea), que ocurren en casi la
mitad de los pacientes y son la causa fundamental de morbimortalidad de la
enfermedad.(” Otras manifestaciones clinicas caracteristicas de la HPN son: fatiga

cronica, dolor abdominal moderado y grave, disfagia, disfuncion eréctil e insuficiencia
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renal.®? Entre el 5y el 9 % de los pacientes con HPN pueden presentar sindrome
mielodisplasico (SMD) y anemia aplasica;'¥ algunos enfermos, pueden evolucionar a
leucemia aguda. !"'? Aunque la incidencia real de la HPN no es bien conocida, se
estima la ocurrencia de 1,5-2,0 casos por millon de habitantes, por afio en la poblacion
mundial, con una prevalencia de 15,9 casos por millon, similar a la incidencia de la
anemia aplasica. '¥) La media de supervivencia con los tratamientos convencionales es
de aproximadamente 10 afios, pero se acorta si los pacientes presentan trombosis,
deficiencia renal, fallo medular o mielodisplasia. La tasa de supervivencia a los 5 afios
es de 65 %. (¥

El diagnostico cléasico de la HPN se ha basado en pruebas que demuestran el incremento
de la sensibilidad de los hematies a la lisis mediada por complemento. La prueba de
Ham fue el primer método diagnéstico que se desarrollé para el estudio de la HPN. (19
Posteriormente, surgieron otros como: la prueba de sacarosa o sucrosa 16 y | prueba de
sensibilidad a la lisis mediada por el complemento. !” Sin embargo, estas técnicas no

presentan una sensibilidad y especificidad adecuadas, ya que no permiten detectar

clones de células HPN inferiores a 5 %, ni estudiar las poblaciones leucocitarias. (! 19
La citometria de flujo multiparamétrica (CFM) es el método de eleccion para la
identificacion de las células deficitarias de GPI, asi como para el diagnostico, la

(20)

clasificacion y monitoreo de los pacientes con diferentes formas clinicas de HPN.
El criterio diagnostico que se tiene en cuenta en la actualidad para la confirmacion de
HPN por CFM, es que se demuestre el déficit de dos o mas proteinas dependientes de
anclaje a la membrana por el GPI en al menos dos lineas celulares diferentes. -2V

El objetivo fue establecer el diagndstico de la HPN por CFM a partir de una estrategia

de analisis propuesta.

METODOS

La muestra se obtuvo a partir de una extraccion de sangre periférica (SP) en un tubo con
EDTA de un paciente con sospecha clinica de HPN. La identificacién y evaluacion de
los clones HPN se desarrollo por la técnica de CFM, con el empleo de anticuerpos
monoclonales (AcMo) dirigidos contra antigenos que se encuentran normalmente
anclados a la membrana celular por el GPI. La muestra fue procesada y analizada en el

laboratorio de Inmunologia del Instituto de Hematologia e Inmunologia. El resto de los
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reactivos utilizados fueron preparados en el propio laboratorio de Inmunologia. Los
AcMo utilizados fueron:

Se realiz6 el marcaje directo y multiple con AcMo en las poblaciones de granulocitos-
neutrofilos, monocitos y hematies con la técnica establecida internacionalmente con

algunas modificaciones (22iError! Marcador no definido.)

Anticuer pos monoclonales | Fluorocromos
Anti- CD14 PC5***

Anti- CD15 FITC*

Anti- CD16 R-PE*

Anti- CD24 APC**

Anti- CD45 PerCP*/APC**
Anti- CD55 R-PE*

Anti- CD59 FITC*

Anti- CD64 R-PE*

Anti- CD235a R-PE*

(FITC: isotiocianato de fluoresceina, R-PE: R-ficoeritrina, APC: aloficocianina, PC5: R-ficoeritrina Cy5. *: DAKO. **: Miltenyi

Biotec ***: abcam)

Técnicasy procedimientos de laboratorio
En el caso de las muestras a las que se le afiadirian los AcMo para el marcaje de los
granulocitos y los monocitos se adicionron primeramente 100 pL de sangre total y
posteriormente se realizé el lisado de los hematies con cloruro de amonio durante 10
min, a temperatura ambiente. Luego de un lavado con cloruro de sodio a 0,9 % y
centrifugadas durante 10 min a 1500 rpm, las muestras se incubaron con los AcMo
durante 20 a 30 min, protegidas de la luz y a temperatura ambiente. Posteriormente, las
células fueron lavadas dos veces con cloruro de sodio a 0,9 % y centrifugadas durante
10 min a 1500 rpm. Para el marcaje de los eritrocitos se utilizo sangre total diluida al 3
% en PBS. La muestra se incub6 30 min protegida de la luz y a temperatura ambiente.
Posteriormente fueron lavadas dos veces con cloruro de sodio a 0,9 % y centrifugadas

durante 10 min a 1500 rpm.
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Las células se fijaron con 300 pL de formaldehido al 1 % para conservar su viabilidad y
luego fueron guardadas a 4°C hasta ser leidas en un citometro GALLIOS, BeckmanCoulter.
Los datos obtenidos se analizaron con el empleo del programa informatico Kaluza, version

1.2.

Para el diagnostico de la HPN por CMF se siguio el siguiente flujo de trabajo:

1. Separacion de las diferentes poblaciones de leucocitos
Se separaron las poblaciones de células (linfocitos, granulocitos y monocitos) del
debris celular, a partir de la utilizacion del CD45 vs SSC (side scatter, esta
propiedad fisico-quimica caracteriza la granulosidad o complejidad interna de las
células).
2. Identificacion de las proteinas deficientes en los neutrdfilos-granulocitos con un
ensayo multiparamétrico de 4 colores.
1) Control negativo (muestra no marcada)
2) CDI15 FITC/CD16 PE/CD24 APC/CDA45 PerCP
La poblacion de neutrofilos-granulocitos se identifico mediante un “gate” o
ventana, a partir de la utilizacion del CD15 vs SSC
3) CD16 PE/CD24 APC
4) CDS59 FITC/CDS5S PE/CD24 APC/CD45 PerCP
Combinaciones utilizadas para la identificacion y cuantificacion de los clones
HPN doble negativos en los granulocitos.
3. Identificaciéon de las proteinas deficientes en los monocitos con un ensayo
multiparamétrico de 4 colores.
1) CD14 PC5/CD64 PE/CD59/CD45 APC
La poblacion de monocitos se identificd mediante un “ gat€” o ventana, a partir
de la utilizacién del antigeno CD64 PE vs SSC o en su defecto, con el uso de
CD45 PerCP vs SSC
2) CDS59 FITC/CD14 PC5
Combinacion utilizada para la identificacion y cuantificacion de los clones HPN

doble negativos en los monocitos.
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Al detectarse clones celulares deficientes en la expresion de las proteinas
dependientes de anclaje al GPI en ambas lineas celulares, se procedio a la
realizacion del andlisis en los hematies
4. Identificacion de las proteinas deficientes en los hematies
1) Control negativo (muestra no marcada)
2) CD59 FITC/CD235a PE (glicoforina a)
Los eritrocitos se identificaron mediante un “ gat€” o ventana, a partir de la

utilizacion del CD235a PE vs SSC

La expresion de CD59 sobre la poblacion de eritrocitos se cuantifico y analizo mediante
la utilizacion de las diferentes herramientas que provee el software de analisis Kaluza.
Con ellas, se determind la intensidad de fluorescencia media (IFM) del antigeno CD59.
Los eritrocitos se clasificaron posteriormente como: tipo I (elevada IFM del CD59,
expresion normal del antigeno sobre células normales), tipo II (moderada IFM del
CD359, células con deficiencia parcial en los niveles de expresion del antigeno) y de tipo

IIT (baja IFM del CDS59, deficiencia completa en la expresion del antigeno).

RESULTADOS

A partir del algoritmo de andlisis propuesto por los investigadores en este trabajo se
identificaron y cuantificaron los clones HPN de la muestra de SP.

En el momento de adquirir las células en el citdmetro (10° células), se realizé una
calibracion previa con la muestra no marcada (control negativo). De esta forma, se
obtuvo una adecuada distribucion de las células segin su tamafio y complejidad interna,
las cuales dependieron del grado y de la magnitud de la dispersion de la luz del laser, al
interactuar con los componentes celulares que se obtuvieron a través del andlisis.
Cuando la luz difractada incidi6é en el mismo eje de la luz incidente, se evalud el tamafio
celular, a través del “Forward Sde Scatter” (FW-SC). Por otro lado, cuando la luz
difractada y reflejada se detectd a 90° de la direccion del laser, se evalud la complejidad
interna celular o granulosidad, a través del SSC (Fig. 1-

Las células totales adquiridas se separaron en las diferentes subpoblaciones celulares de
acuerdo con los pardmetros fisicos mencionados, mediante la utilizacion del antigeno

leucocitario CD45 vs SSC. Estas poblaciones a su vez se separaron del debris celular.
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Como se observa en la Figura 1B, se realizé un "gat€’ o ventana en las poblaciones de
granulocitos-neutrofilos y monocitos para el andlisis posterior.

Para la identificacion de los clones HPN en la poblacion de granulocitos se realizé un
ensayo de 4 colores. Se utiliz6 el antigeno CD15 como marcador inequivoco de la
poblacion de interés (Fig. 2A). A partir de la ventana de células granulociticas CD15
positivas (+), se evaluaron 4 proteinas diferentes: CD16, CD24, CD55 y CD59, que son
dependientes de GPI para su anclaje a la membrana citoplasmatica. En la figura 2B se
observa el grafico de puntos donde se evalu6 la deficiencia simultanea en la expresion
de CD16 y CD24. Se pudo determinar la presencia de un clon HPN que constituy6
90,69 % del total de los granulocitos. Asi mismo, se pudo apreciar la deficiencia en la
expresion de CD55 y CDS59 con un tamaio de clon HPN de 90,81 % y 90,40 %,
respectivamente (Fig. 2C y 2D).
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Fig. 1- Distribucion de las células totales provenientes de sangre periférica de un paciente con
HPN, segun su tamafo y complejidad interna (A). Separacion de las diferentes poblaciones

celulares de interés mediante la utilizacion de CD45 vs SSC (B).

Adicionalmente, se evalu6 la expresion de los antigenos CD14 y CD59 en la poblacion

de monocitos. Primeramente, se separaron las células mononucleares (Fig. 3A) de la
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poblacion de granulocitos y del debris celular mediante el CD45 vs SSC (Fig. 3B). Con
la utilizacion del CD64 se separo y se identifico de manera evidente la poblacion de
monocitos para la posterior cuantificacion de los posibles clones HPN presentes en esta
poblacion. En la figura 3C se muestra un clon HPN doble negativo para la expresion de
CD14 y CD59, ambas proteinas dependientes de anclaje a la membrana celular por el
GPI. El tamano del clon observado fue de 59,77 % del total de monocitos. Se identifico
ademas un segundo clon HPN con un tamafio clonal de 19,45 % del total de las células
evaluadas, que expreso el antigeno CD59 pero no asi el CD14. En la figura 3D se
muestra el grado de expresividad total del antigeno CD14 y se determin6 una
deficiencia del 79,06 % en la expresion de la proteina en los monocitos.

Se establecid una comparacion de los parametros evaluados entre una muestra control
sano y la muestra problema. En la figura 4 se observa que en la muestra control, la
totalidad de la poblacion de eritrocitos CD235a+ expreso el antigeno CD59 y que la
expresividad de la proteina sobre la membrana celular fue de 100 %, lo que se
correspondid con una elevada IFM y se traduce como la expresion normal del antigeno

sobre células normales o de tipo 1.
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A: Identificacion de los granulocitos con la utilizacion del CD15 vs SSC. B, C y D: Graficos dot plot que muestran la evaluacion de

las proteinas dependientes de GPI CD16, CD24, CD55 y CD59 en la poblacion de granulocitos CD15+.
Fig. 2- Estrategia de analisis para la identificacion y cuantificacion de clones HPN en la

poblacion de granulocitos-neutréfilos de un paciente con la enfermedad.

Una vez que se demostro la presencia y el tamafio de los clones HPN en los leucocitos,
se procedio a evaluar la expresion de la proteina CD59 en los hematies para determinar
el grado de afectacion de estas células. De esta manera se pudo determinar la
susceptibilidad de los eritrocitos a la lisis mediada por el sistema del complemento. Los
hematies se identificaron a partir del antigeno especifico de linaje eritrocitario CD235a
(Fig. 5B).

Cuando se analiz6 la muestra proveniente de un paciente con sospecha de HPN, se
observé un clon HPN CD235a+CD59- con un tamafio clonal de 19,98 % (Fig. 5C). Se
determind finalmente el grado de afectacion de los eritrocitos en cuanto a la

expresividad en la membrana del antigeno CDS59.
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Identificacion de los monocitos con la utilizacion del CD64 vs SSC. C: Grafico dot plot que muestra la evaluacion de las proteinas

dependientes de GPI CD14 y CD59 en la poblacion de monocitos CD64+. D: Grafico histograma que representa la intensidad de

fluorescencia media (IFM) de un clon HPN parcialmente deficiente en la expresion de CD14 en los monocitos.

Fig. 3- Estrategia de analisis para la identificacion y cuantificacion de clones HPN en la
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Fig. 4- Representacion en un grafico dot plot e histograma, de la expresion de CD59 por

la poblacion de eritrocitos CD235a+ y de la intensidad de fluorescencia media del

antigeno, respectivamente, en una muestra control negativo.
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Como se observa en la figura 5D, el histograma mostro tres sefiales diferentes. La
primera sefal represent6 una expresividad de 80,47 % en los eritrocitos de la molécula
CD359, que se corresponde con el fenotipo de células normales o de tipo 1. La sefial con
una [FM intermedia representd 19,33 % de expresividad, que se corresponde con el
fenotipo de células parcialmente deficientes o de tipo Il y la tercera senal detectada,
correspondiente con células que son totalmente deficientes en la expresion de antigenos
dependientes de GPI, present6 0,19 % de expresividad de CD59 en la membrana
celular. El clon HPN determinado como de tipo III, se corresponde con eritrocitos
deficientes totalmente en la expresion de GPI y por ende, no expresan en la membrana
celular las proteinas reguladoras de la lisis mediada por el sistema del complemento,

solo pudo ser identificado por la técnica de CFM.
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Fig. 5- (A) Grafico que representa la dispersion celular de las poblaciones de eritrocitos
y plaquetas. (B) Separacion de los hematies con la utilizacion de CD235a vs SSC. (C)

Identificacion y cuantificacion de un clon HPN CD59- en la poblacion de eritrocitos
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CD235a+ (D) El histograma muestra la intensidad de fluorescencia media de la proteina
CD59 en la poblacién de eritrocitos. Se observan tres sefiales correspondientes a los
tipos I (elevada y eritrocitos normales), II (intermedia-baja y eritrocitos parcialmente

deficientes en la expresion de GPI) y III (baja y eritrocitos totalmente deficientes en la

expresion de GPI en la membrana citoplasmatica), respectivamente.

DISCUSION

El disefio y establecimiento de una estrategia o algoritmo de trabajo para aumentar la
sensibilidad y especificidad en la deteccion de clones HPN por CFM, ha sido un
objetivo perseguido por muchos investigadores a partir de la ultima década del pasado
siglo. ®

Histéricamente, el diagnostico de la HPN se efectu6 mediante la evidencia de una
mayor sensibilidad de los eritrocitos, respecto a controles normales, a la lisis por el
sistema del complemento activado, ya sea por acidificacion del plasma (prueba de Ham)
o por aumento de su osmolaridad (prueba de sacarosa). Sin embargo, estas pruebas
presentan una baja sensibilidad, no permiten la evaluacion de la expresion de proteinas

en los leucocitos y pueden brindar falsos negativos si los pacientes estan transfundidos.
(23)

Actualmente, la CFM es el método por excelencia para el diagnostico de la HPN.
Varios grupos de investigadores han realizado el diagnostico de esta enfermedad
mediante el ensayo de dos colores con los marcadores CD55 y CD59. %25 A pesar de
que los ensayos de este tipo son informativos, se utilizan principalmente para el analisis
masivo de muestras. Una de las desventajas fundamentales es que el CD55
generalmente presenta una sefial de baja intensidad y en los eritrocitos no es posible
detectar las células deficitarias de tipo II. De forma general este ensayo no presenta una
alta sensibilidad ya que no es posible detectar clones HPN < 1 % en enfermedades como
la anemia aplasica y el SMD. (¥

La introduccidn y estandarizacion de nuevos marcadores y el refinamiento en las
estrategias de analisis para el diagndstico de la HPN ha incrementado la especificidad y
sensibilidad de la técnica para la deteccion de alta resolucion de clones de pequefio

tamafio en otras enfermedades medulares asociadas a la HPN. Z©)
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En este trabajo se disefi¢ un algoritmo de anélisis basado en un ensayo de 4 colores,
para la identificacion correcta de las poblaciones celulares de interés y la deteccion y
cuantificacion de clones HPN < 1 %. Estos resultados estdn en concordancia con los
obtenidos por otros investigadores. 729

Para realizar el diagndstico de la HPN por esta técnica, es necesario demostrar la
deficiencia de al menos dos proteinas dependientes de anclaje a GPI en dos lineas
celulares diferentes, para excluir que el proceso clinico sea una consecuencia de una
deficiencia hereditaria y aislada de una sola proteina dependiente de anclaje a GPI. *?
De acuerdo con lo planteado por estos investigadores, en el presente estudio se
demostro la deficiencia de cinco proteinas diferentes (CD14, CD16, CD24, CD5S5,
CD59) que son dependientes de anclaje a la membrana por el GPI en las tres lineas
celulares evaluadas. La estrategia basada en el ensayo de 4 colores propuesta por los
autores de esta investigacion, fue efectiva y precisa en el diagnostico de la HPN.

En los tltimos cinco afios se han desarrollado mejoras en la técnica y en las estrategias

de analisis, con la incorporacion de marcadores novedosos para incrementar la

sensibilidad con un limite de deteccion de 0,001 %, ya que se conoce que pacientes con

anemia aplasica o SMD que presentan clones HPN muy pequeios, tienen un mejor

prondstico en la respuesta a los tratamientos con inmunosupresores. (") Entre los nuevos

marcadores introducidos se puede citar la proaerolisina marcada con fluoresceina

(FLAER) que reconoce y se une de manera especifica al GPI en la membrana

citoplasmatica de los leucocitos y el CD157, un antigeno que se encuentra expresado en

las lineas granulociticas y monociticas. Con estos marcadores se han disefiado ensayos

de 6 y de 8 colores lo cual aumenta significativamente la especificidad y sensibilidad de

la técnica de CFM. 39

Desde el punto de vista econdémico, el ensayo multipardmetrico de 4 colores es costoso
en cuanto a recursos tecnoldgicos y de reactivos. Sin embargo, en un estudio realizado
en el 2016 se demostrd que la utilizacion de este tipo de ensayo redujo los costos
econdmicos 37,0 % cuando se compar6 con un ensayo de 2 colores, mientras que
aumento los costos 10 % solamente, cuando fue comparado con ensayos de 5 0 mas
colores. ®”

Con los resultados obtenidos en este trabajo se demostrd que el algoritmo diagnostico
propuesto permitio identificar y cuantificar los clones HPN. Se determiné la

expresividad de los antigenos dependientes de anclaje a GPI, asi como el grado de
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afectacion de los eritrocitos en la expresion de CD59, como medida directa de la

susceptibilidad que experimentan a la lisis mediada por el sistema del complemento.
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