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INTRODUCCION

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) se reconoce como una
enfermedad progresiva de las células madre hematopoyéticas con
mutaciones somaticas adquiridas en el gen PIG-A (fosfatidil-inositol-glucano-
A) situados en locus Xp22.1 (%) que puede ser una expansion clonal no
maligna (" y en algunos casos son del tipo oligoclonal en lugar de
monoclonal”). La progenie tiene una capacidad insuficiente en la
transferencia de N-acetil glucosamina a fosfatidil inositol, un componente vital

de glicosilfosfatidilinositol (GP!) una proteina de anclaje (GPI-AP) (1-2.5,7-8),

Este es un glicolipido que ancla muchas proteinas a la superficie de la
membrana celular. La mutacion ocurre en la célula precursora
hematopoyética dando lugar a la deficiencia parcial o total de la proteina PIG-

A con la consecuente alteracion en la sintesis del GPI de anclaje.

En la HPN los eritrocitos son deficientes en el factor acelerador de la
degradacion de las convertasas del C' (DAF, CD55) que inhibe la activacién
del complemento, y en el inhibidor de lisis reactiva de membrana (MIRL,
CD59), lo que evita las funciones citoliticas del complemento, generando asi

hemdlisis extravascular y hemolisis intravascular, respectivamente. 2. 5 810),

El resultado de la pérdida de estas proteinas de la superficie celular es un
aumento de la sensibilidad a la destruccion celular mediada por el
complemento. En la actualidad se postula que la clona de HPN emerge como
defensa a algun factor externo o interno que inhiba la hematopoyesis normal,
pero incapaz de inhibir las células hematopoyéticas deficientes en las
proteinas ancladas en el PIG '




Se reconocen dos grandes entidades de HPN, la forma clasica,
predominantemente hemolitica y la que se presenta con insuficiencia de la
médula 6sea provocando la anemia aplasica (AA-PNH) (*2). En tanto que, las

células sanguineas son deficientes en CD55 y CD59 (3),

La principal manifestacion clinica es la hemdlisis con hemoglobinuria lo que
sucede en los pacientes con la forma clasica, porque en aquellos que cursan
con AA-HPN esto puede estar ausente debido a un tamafio celular clonal

pequeiio de HPN (1-2.5),

Las complicaciones que se observan son consecuencia directa de la
hemdlisis y del consiguiente secuestro de oéxido nitrico (NO) por la
hemoglobina libre intravascular. La deplecion de 6xido nitrico produce
vasoconstriccion periférica, que cursa con disfagia, disfuncion eréctil, dolores
abdominales, dolor toracico y frecuentemente astenia profunda que impide al
paciente el desarrollo de su vida normal. La enfermedad puede aparecer en
cualquier edad, dandose una mayor incidencia en la tercera década de Ia

vida; la proporcion entre sexos es aproximadamente del 50%"

Ciertas variantes de la HPN parecen ser mas frecuentes en diferentes
poblaciones; por ejemplo, en los mestizos mexicanos, las variantes con
citopenia comprenden alrededor del 50% de todos los casos con HPN (3

15.16) que no es el caso en poblaciones caucasicas.

El diagnéstico de HPN debe considerarse en todo paciente con citopenia de
causa no determinada, en los casos de anemia aplastica/ hipoplasia medular,
en los enfermos con fenomenos trombéticos y en las anemias hemoliticas de
causa no bien definida. Tradicionalmente, el diagnéstico se fundamentaba en
la prueba de Ham mediante la identificacion de los hematies sensibles al
complemento por incubacién de éstos a 37°C frente al propio suero del
paciente acidificado y frente a un suero control homologo también acidificado.
Se considera positivo cuando se observa hemolisis en ambos casos, como

consecuencia de la activacion del complemento por el efecto del pH.




La prueba de la sucrosa tiene accién litica preferentemente en los hematies
HPN-Ill y es positiva cuando éstos son >5%. La prueba de inulina, al ser un
potente activador del complemento, puede identificar hematies HPN, aunque

solamente exista una subpoblacion tipo Il. (17-18)

Actualmente, la citometria de flujo es el principal método de eleccién para la
identificacion de células deficitarias en GPIl, ya que es de utilidad en el
diagnéstico, clasificacidn y monitorizacion de pacientes con diferentes formas
clinicas de hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN), pudiendo identificar
distintos tipos celulares de acuerdo con la expresion de proteinas ancladas a

través de GPI:(19-22)

TIPO I: SIN deficiencias de proteinas asociadas a GPI.

TIPO II: Con deficiencia PARCIAL de proteinas asociadas a GPI.
TIPO IlI: Con deficiencia TOTAL de proteinas asociadas a GPI.

El unico tratamiento curativo para pacientes con HPN es el trasplante
alogénico de células madre ©% 12: g pesar del tratamiento con
corticosteroides, como la prednisona, el uso de la terapia androgénica,
reemplazos de hierro continuos, la aplicacidn de eculizumab como un
anticuerpo monaoclonal humanizado contra la activacién de C5 en la cascada
del complemento alternativa e incluso esplenectomia, tan alto como 35% de

los pacientes mueren dentro de 5 afios del diagnéstico 23-29),

Eculizumab ha demostrado ser util sélo en el tratamiento de pacientes con
HPN con la variante hemolitica de la enfermedad ?® que es la menos
frecuente en México (12 13.15.16): es un farmaco caro, con un precio estimado
de unos $400,000.00 délares al afo por paciente, no erradica los clones con
HPN y si produce un aumento significativo de la esperanza y calidad de vida
de los pacientes, siendo un farmaco con un buen perfil de seguridad y en

general bien tolerado.(5-10. 12.26),




Por otra parte, el costo promedio de los primeros 100 dias después de un
trasplante alogénico de células madres con acondicionamiento de intensidad
reducida (RIST) en México es de $20,000 délares 25-27),

A continuacion se presentan los resultados de seis pacientes con HPN,
tratados con el método de RIST en dos instituciones diferentes en México y
con estos, se nos permiten discutir esta opcidn terapéutica actual frente a la
era moderna de eculizumab como otra alternativa en el tratamiento de la

Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna.




MATERIAL Y METODOS:
a. Los pacientes y donantes:

Pacientes con hipoplasia consecutiva (menos del 10% de celularidad en la
biopsia de médula ésea), una de las formas de HPN, aloinjertados en el Centro
de Hematologia y Medicina Interna de Puebla (Puebla, México) y en el Hospital
Universitario de Nuevo Ledn (Monterrey, México), fueron prospectivamente
seleccionados en el estudio. La Tabla 1 muestra algunas de las caracteristicas
mas destacadas de cada paciente. Entre 1983 y 1997 el diagnéstico de HPN se
basd en la anomalia de las pruebas para HPN clasico: prueba de HAM, la
hemodlisis por la inulina y la hemdlisis de la sucrosa; sin embargo estos sistemas
son dependientes de la concentracion de los hematies con defecto HPN y su
sensibilidad a la lisis por el complemento.('® Después de 1997, el diagnéstico se
basa en la expresion de los antigenos CD55 y CD59, probado por citometria de
flujo en los glébulos rojos, granulocitos y plaquetas, mientras que despueés de
2012, el diagnostico se baso en la variante de aerolisina fluoresceinado (FLAER)
a través de ensayos para detectar los granulocitos y monocitos que carecen de
la expresion de estructuras unidas a GPI (2. Todos los pacientes tenian una
puntuacion de Karnofsky del 100% cuando se realiz6 el procedimiento. El
donante era un hermano HLA idéntico en todos los casos (6/6). El proceso de
seleccion para el tratamiento se inicid con previa aprobaciéon de la junta de
revision institucional y el consentimiento por escrito que se obtuvo de todos los

individuos.

b. Movilizacion de células madre hematopovyéticas y aféresis:

El factor estimulante de colonias de granulocitos o G-CSF (10 pg/kg/dia) fue
administrado a los hermanos donantes en dia - 5 a + 2. De uno a tres
procedimientos de aféresis fueron programados por hacer en los dias 0, 1y 2

por medio de una maquina Haemonetics V-50 PLUS (Haemonetics Corporation,




Braintree MA), una maquina Baxter C-3000 PLUS (Baxter Healthcare, Deerfield
IL), un AMICUS (Baxter Healthcare, Deerfield IL) o una COBE- espectros
(Gambro, Lakewood CO) utilizando el Protocolo-Nebraska para el centrifugado
@7, El punto final de la coleccién era el procesamiento de 5000 - 7000 ml de
sangre/m? en cada uno de los tres procedimientos de aféresis, con el fin de
obtener al menos 5 x 108 células mononucleares y / o 1x10° células CD34 viables

/Kg de peso del receptor.

. Protocolo de acondicionamiento y aloinjerto:

El método mexicano de acondicionado con intensidad reducida fue empleado en
todos los casos, como se describe a continuacion 1-23: busulfan oral, 4 mg/Kg
fue administrado el dia - 6 y - 5; ciclofosfamida i.v. 350 mg/m? en el dia-4,-3y
- 2; Fludarabina i.v, 30 mg/m? en el dia -4, -3 y -2; ciclosporina A oral (CyA) 5 mg
/Kg se inici6 / en el dia - 1 y metotrexato i.v. 5 mg/m? fue aplicado el dia + 1, +
3,+ 5y + 11. CyA oral se continud hasta el dia 180, de acuerdo con los ajustes
para obtener los niveles de CyA en suero de 150 a 275 ng/ml; posteriormente,

fue disminuida de manera gradual en un lapso de 30-60 dias.

Si se presentaban datos de enfermedad injerto contra el huésped (EICH), la
disminucion de la dosis de CyA se indicaba durante periodos mas largos.
Ondansetrén (1 mg i.v. cada hora durante 4 h después de la quimioterapia i.v.),
una quinolona oral y un azol se utilizaron en todos los pacientes después de
cada recomendaciéon en su centro de atencién; se utilizaron antibiéticos y
antimicéticos hasta mas de 500 granulocitos/ul presentes. Los productos de la
aféresis de células madre en sangre periférica (CMSP) se vuelven a infundir en
los dias 0 a 2. Infusiones de linfocitos del donante se utilizaron 100 dias después
de los aloinjertos so6lo si existia evidencia de EICH y si habia datos de actividad

leucémica o recaida.




d)

Analisis de los productos de aféresis:

La enumeracion de los leucocitos totales, mononucleares (MNC) y de las células
CD34 positivas se realiz6 por citometria de flujo 2729 en un aparato EPICS Elite
ESP (Coulter Electronics, Hialeah, FL), utilizando el anticuerpo monoclonal anti-
CD34 HPCA-2 (Becton Dickinson, San José CA). No se han realizado
procedimientos de purga.

Estudios de biologia molecular:

Para determinar el grado de quimerismo post-trasplante, en los casos con
diferencia en el sexo entre donante y receptor, se emple6 la técnica de
hibridacion in situ con sondas fluorescentes (FISH) para la enumeracion de
cromosomas sexuales X, Y@72%): en los casos con incompatibilidad de sistema
ABO se utilizd un enfoque basado en la citometria de flujo, mientras que se
analizaron también marcadores polimérficos de repeticiones cortas en tandem

(STRs) 729 en ausencia de los desajustes mencionados anteriormente.

Los estudios de biologia molecular se realizaron al momento del diagnéstico, a
los 30 dias del trasplante, cada 3 y 6 meses después. La supervivencia global

(OS) se calculd de acuerdo con Kaplan y Meier 9,

10



RESULTADOS

Seis individuos con HPN fueron aloinjertados, todos ellos con la variante citopénica
de la enfermedad; dos de ellos eran mujeres, (ver tabla 1). El diagnéstico de HPN
se hizo en 5 de los 6 casos por medio de la expresién de CD55 y CD59 probado por
citometria de flujo en gldébulos rojos, granulocitos y plaquetas. En un caso, el
diagnostico se baso en la prueba clasica de HAM, la hemdlisis por inulina y la
hemolisis por sucrosa, mientras que en un caso, el diagnoéstico fue confirmado a
través del ensayo FLAER basado en citometria de flujo, para detectar por
fluorescencia los granulocitos y los monocitos carentes de la expresion de
estructuras unidas a GPI ('3, La media de la edad de los pacientes fue de 37 afios
(intervalo de 25 a 48 afios). La mediana de tiempo desde el diagndstico hasta el
aloinjerto fue de 140 dias (intervalo de 48 a 469 dias). Los pacientes recibieron una
media de 5,4x10%/Kg células CD34 (+) del trasplante alogénico, usando de 1 a 3
procedimientos de aféresis (mediana 1). El tiempo medio para alcanzar por encima
de 0,5 x 10° granulocitos/L fue de 21 dias, intervalo de 0-45, mientras que la
mediana del tiempo para alcanzar una cifra de plaquetas por encima de 20 x 10°%/L
fue de 17 dias, intervalo de 0-45 dias. Cinco pacientes sobreviven en un periodo de
330-3150 dias (mediana 1437) después de la RIST.

| Nimero de paciente 1 2 3 4 5 -4 6
Género Mujer | Hombre | Mujer | Hombre | Hombre | Hombre |
Edad en aiios 36 36 44 25 38 48

 Células CD34 x 10°/Kg 50 | 108 | 7.4 5.4 5.35 4.9
Dias con recuento de granulocitos >500 19 45 18 35 24 14
Dias con recuento de plaquetas >20,000 19 45 10 32 16 14
Aloinjertados Si Si Si Si Si Si
EICH No No Si No No No
EICH croénica Si No No No Si No
Situacién actual Vive Vive Vive Vive | Fallecido Vive
Dias transcurridos con RIST 3150 2874 1734 1140 330 365

TABLA 1: Principales caracteristicas de los seis pacientes con HPN, aloinjertados de un hermano HLA
idéntico. EICH = |la enfermedad injerto contra huésped. EICH cronica = enfermedad cronica de injerto contra
huésped. RIST = Trasplante alogénico con acondicionamiento de intensidad reducida.
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La supervivencia global de 3150 dias es del 83,3%, mientras que no se ha
alcanzado la mediana de supervivencia, esta por encima de 3.150 dias, ver figura
1. La enfermedad injerto contra huésped aguda (EICH) se definié como aquella que
se produce antes de los 100 dias; un paciente desarroll6 EICH aguda (grado 1),
mientras que 2 de 6 (33%) han desarrollado EICH crénica. En un caso, la EICH
cronica fue fatal a pesar de la inmunosupresion intensiva. Un paciente (niumero 5)
murio 330 dias después de la RIST, como resultado de EICH crénica; otro (niimero
1) desarrollé una leucemia de células peludas derivado del donante, 1.179 dias
después del aloinjerto ®"). La mortalidad de 100 dias fue del 0%, mientras que la
mortalidad relacionada con el trasplante fue de 16,6%; en los seis pacientes se

completd en su totalidad el procedimiento de forma ambulatoria.
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FIGURA 1. Supervivencia global de los seis pacientes con variante hipoplasica de HPN, aloinjerto de
hermanos HLA idénticos. NOTA: Las marcas denotan pacientes vivos.
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DISCUSION

Con una prevalencia estimada de 1.3 casos por millén, la HPN puede ocurrir
a cualquier edad pero es mas frecuente en adultos entre 30 y 50 afios de
edad (2. Hay datos que sugieren que la HPN se ha subestimado (® y que
los nuevos metodos para identificar clones con HPN se han traducido en un
mayor reconocimiento de la enfermedad (-2 '3 E| tratamiento de HPN
también ha cambiado a lo largo de tiempo: Prednisona, andrégenos,
sustituciéon con hierro, esplenectomia, eculizumab y trasplante de células
madre se han utilizado 8. 12-13.23-25) gjendo este ultimo el Unico tratamiento

curativo de la enfermedad -6 12,

Aspectos econémicos del tratamiento de enfermedades hematolégicas son
criticos, especialmente en los paises en desarrollo; hemos estado
particularmente interesados en el analisis de los aspectos de costo-beneficio
del tratamiento de enfermedades hematologicas en México. En esta linea,
hemos demostrado que el trasplante de células madre, que emplea nuestro
"enfoque mexicano" tiene una mejor relacidon costo-beneficio que el
tratamiento con nuevos farmacos en la leucemia mieloide crénica @03 y en
el mieloma multiple 234, Dado que el costo promedio de un aloinjerto de
células madre en nuestra experiencia es de 20, 000 dolares en los primeros
100 dias 729 3233) y el precio estimado del tratamiento de la HPN con
eculizumab es de alrededor de 400, 000 délares al afio por paciente ¢ 12),
con estos datos podemos afirmar que 20 pacientes con HPN se podrian
aloinjertar en nuestro pais con la cantidad de dinero empleado en el

tratamiento de un paciente a lo largo de un afio.
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Eculizumab ha demostrado ser util en el tratamiento de las variantes
hemoliticas de HPN @4 que son los menos frecuentes en México (1219,
Todos los pacientes que presentamos aqui tenian la variante hipoplasica de
la enfermedad, que es interesantemente, el mas frecuente en nuestro pais
(13.15.16) También es importante mencionar que las variantes hemoliticas de
la HPN no estan relacionadas con los buenos resultados del aloinjerto ¢-9);
en consecuencia, es posible, que sélo a las variantes de hipoplasia de la
enfermedad se les deba ofrecer un trasplante de médula 6sea, una
observacion que puede ser critica en lugares en los que predominan las

variantes hipoplasicas.

Nuestros resultados de los pacientes aloinjertados, con HPN con la variante
hipoplasica de la enfermedad empleando RIST, son similares a nuestros
propios resultados de pacientes aloinjertados con anemia aplastica severa
con el mismo régimen de acondicionamiento 4%, La supervivencia del 83% a
largo plazo de estos pacientes con HPN hipoplasica puede apoyar la eleccion
de este enfoque terapéutico, mientras que el costo promedio de cada
procedimiento permite la practica de esta variante de tratamiento, incluso en
circunstancias de desventaja econdémica. El problema mas dificil que todavia
existe es para identificar a los pacientes con HPN que se beneficiarian del
aloinjerto; la disponibilidad de un donante adecuado es critico, ya que los
resultados de la utilizacién de donantes no emparentados son peores que

quiénes emplean el trasplante de hermanos HLA idénticos 4-6),

En resumen, hemos demostrado que los pacientes con HPN hipoplasica
pueden aloinjertarse con seguridad usando RIST, que los resultados a largo
plazo son adecuados y que la relacién costo-beneficio de este tratamiento es
razonable. Se necesitan estudios adicionales para confirmar la utilidad de

RIST en el tratamiento de las variantes de hipoplasia de la HPN.
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GRAFICAS:

Numero de paciente 1 2 3 4 5 6
Género Mujer | Hombre | Mujer | Hombre | Hombre | Hombre
Edad en afios 36 36 44 25 38 48
Células CD34 x 10°/Kg 5.0 10.8 71 5.4 535 4.9
Dias con recuento de granulocitos >500 19 45 18 35 24 14
"Dias con recuento de plaquetas >20,000 19 45 10 32 16 14
Aloinjertados Si Si Si Si Si Si
EICH No No Si No No No
EICH crénica Si No No No Si No
| Situacion actual Vive Vive Vive Vive Fallecido Vive
Dias transcurridos con RIST 3150 2874 1734 1140 330 365

TABLA 2: Principales caracteristicas de los seis pacientes con HPN, aloinjertados de un hermano HLA

idéntico. EICH = la enfermedad injerto contra huésped. EICH crénica = enfermedad cronica de injerto contra

huésped. RIST = Trasplante alogénico con acondicionamiento de intensidad reducida.
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FIGURA 1. Supervivencia global de los seis pacientes con variante hipoplasica de HPN, aloinjertados de

hermanos HLA idénticos. NOTA: Las marcas denotan pacientes vivos.
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