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ABSTRACT

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH), term established by Enneking in 1925, is a
rare, clonal, and acquired disease of the hematopoietic stem cells. Generally, it starts with a
mutation in the PIG-A gene, causing a deficiency of membrane proteins, such as CD55 and
CD59. However, recent studies treveal that the clonal architecture of the disease is far more
complex.

Due to the deficiency of these proteins, there is an uncontrolled activation of the
complement, which is associated with hemolysis and other clinical manifestations very
variable among patients. PNH is also associated with aplastic anemia, in fact, it has been
observed that both diseases are closely related, being able to derive one from the other over
time. Because of the great variability of symptoms, the diagnosis of the disease has always
been an arduous task. But this paper study a recent technique that has facilitated this work:
flow cytometry.

Until recently, there were only two main therapies for patients with PNH; allogeneic bone
marrow transplantation and supportive treatment against symptoms. But at the beginning of
the millennium, Eculizumab, marketed as Soliris®, a humanized anti-C5 monoclonal
antibody, protein of the complement system, was introduced, which has been a major
advance in the treatment of the disease. As a result of its discovery, new strategies of
complement inhibition have been investigated.

Due to the high morbimortality and the great impact on patients with PNH, the latest

advances in research during the last decade could not be more encouraging.
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RESUMEN

La Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna (HPN), término establecido en 1925 por Enneking,
es una enfermedad rara, clonal y adquirida de las células madre hematopoyéticas.
Generalmente se inicia con una mutacion en el gen PIG-A, causando una deficiencia de
proteinas membranales, como CD55 y CD59. Sin embargo, estudios mas recientes ponen de
manifiesto que la arquitectura clonal de la enfermedad es bastante mas compleja.

Debido a la deficiencia de dichas proteinas, se produce una activacion descontrolada del
complemento, que se asocia a hemolisis y a otras manifestaciones clinicas muy variables
entre pacientes. La HPN también se asocia a la anemia aplasica, de hecho, se ha observado
que ambas enfermedades estan estrechamente relacionadas, pudiendo derivar una en la otra
con el tiempo.

A causa de la gran variabilidad de sintomas, el diagndstico de la enfermedad ha sido siempre
una ardua tarea. En este ensayo se estudia una técnica reciente que ha facilitado esta labor, la
citometria de flujo.

Hasta hace poco, solo existian dos terapias principales para los pacientes con HPN; el
trasplante alogénico de médula dsea y el tratamiento de apoyo contra los sintomas. Pero a
principios del milenio, se introdujo en el esquema terapéutico el Eculizumab,
comercializado como Soliris®, un anticuerpo monoclonal humanizado anti-C5, proteina del
sistema del complemento. Ha constituido un avance primordial para el tratamiento de la
enfermedad, a raiz de su descubrimiento, se ha comenzado a investigar nuevas estrategias de
inhibicién del complemento.

Debido a la alta morbimortalidad y el gran impacto que supone la HPN en quien la padece,

que se esté avanzando tanto en la ultima década resulta alentador.

Palabras clave: gen PIG-A, complemento, hemolisis, aplasia medular, Eculizumab



GLOSARIO DE ABREVIATURAS

e AA: Anemia Apléasica

e CAM: Complejo de Ataque de Membrana

e DAF: Factor Acelerador de la Degradacion del Complemento
e GPI: Glicosilfosfatidilinositol

e HPN: Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

e IRLM: Inhibidor de la Lisis Reactiva de la Membrana

e NGS: Next Generation Sequencing/ Secuenciacién de Segunda Generacion
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1. INTRODUCCION

La Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna (HPN), también conocida como
sindrome de Marchiafava-Michelli, es considerada una enfermedad rara y como tal,
afecta Unicamente a un numero limitado de personas. En Europa, concretamente, se

considera enfermedad rara cuando ésta afecta a una persona por cada dos mil habitantes.

Suelen ser crénicas y degenerativas, un 65% son graves e invalidantes, y aunque
pueden aparecer en el momento del nacimiento, el 50% aparece durante la edad adulta.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), existen cerca de 7.000
enfermedades raras que afectan al 7% de la poblacion mundial. En Espafia hay
aproximadamente 3 millones de personas afectadas. A pesar del gran nimero de
enfermedades raras conocidas y de su incidencia en la poblacion, a dia de hoy se
desconoce la causa de muchas de ellas debido a su complejidad (Federacion Espariola
de Enfermedades Raras, 2018 y Orphanet, 2012).

Los medicamentos utilizados para tratar este tipo de enfermedades reciben el
nombre de medicamentos huérfanos, y no son desarrollados por las grandes industrias
farmacéuticas bajo las condiciones habituales de comercializacion debido a su alto coste
y su bajo beneficio. Esto produjo la necesidad de proteger el derecho de los pacientes
afectados por estas enfermedades a recibir tratamientos seguros y de calidad, por lo que
el Parlamento Europeo y el Consejo de Europa aprobaron el Reglamento (CE) n°
141/2000, de 16 de diciembre de 1999, sobre medicamentos huérfanos en el que se
establecieron una serie de incentivos para la industria a fin de estimular la investigacion

y desarrollo de dichos medicamentos.

A dia de hoy, muchas de las enfermedades raras que existen no tienen una cura
definitiva, por lo que sélo se pueden aplicar terapias paliativas y cuidados médicos para
mejorar la calidad de vida y aumentar la esperanza de vida de los afectados.
Adicionalmente, en numerosas ocasiones éstos se enfrentan a la dificultad del
diagnostico y a una carencia de informacion adecuada y actualizada. Es por ello, que
estos pacientes son muy vulnerables en el terreno psicoldgico, social y econémico, y no
solo debe invertirse en investigacion para ampliar los conocimientos sobre la
enfermedad en cuestion, sino apostar por la integracion social, profesional, y la
independencia de los que la sufren (Orphanet, 2012).
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Este es el caso de la HPN, cuyos sintomas asociados a la hemdlisis y a la anemia
tienen un gran impacto sobre el bienestar del paciente, ya que suelen necesitar
frecuentes transfusiones para controlar los niveles de hemoglobina y de células

sanguineas (Hillmen et al., 2004).

Ademas, el Unico farmaco (Eculizumab -Soliris®-) que existe actualmente para
tratar la enfermedad tiene un coste tan elevado que fue catalogado por la revista Forbes
en 2010 como el medicamento més caro del mundo, con un coste de 409.500 ddlares al
afio (Herper, 2010). Pero afortunadamente, a dia de hoy, se estan realizando numerosas
investigaciones, para encontrar un tratamiento ain mas especifico, eficaz y econémico
para la enfermedad, como algunos farmacos, aun no comercializados, que se estudiaran

en apartados posteriores de este ensayo.

El término “Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna” fue establecido en 1925 por
Enneking (Brodsky, 2017). El enfermo suele presentar hemoglobinuria, ya que la
hemoglobina aparece en la orina tifiéndola de color oscuro, de forma repentina e
irregular, es decir paroxistica, y dado que el fendbmeno ocurre de noche o a primera hora
de la mafana se dice que es nocturna (The Aplastic Anemia and MDS International
Foundation, 2017 y Orphanet, 2008).

Las primeras descripciones clinicas fueron las de William Gull en 1866 y Paul
Strubing en 1882. Ambos observaron en diversos pacientes la presencia inusual y
periddica, de un color rojo-marron oscuro, en la orina. Gull, atribuyo dicha coloracion a
la presencia de la hematina, que habia sido recientemente descubierta (Wendell, 2017).
Sin embargo, afios mas tarde, Striibing, gracias a la descripcion del caso de un joven
carretero con crisis de hemoglobinurias matutinas (Ojeda, 2009), establecio que el
pigmento causante era la hemoglobina, y que ésta era liberada por una destruccion
intravascular de los eritrocitos. Incluso propuso que la causa de la enfermedad era que
los eritrocitos al circular por los rifiones sufrian hemolisis, debido a la acidosis sistémica
producida por la acumulacién de CO, durante la noche (Veerreddy, 2013 y Risco et al.,
2008), estableciendo asi la HPN como una entidad clinica bien definida (Ojeda, 2009).

En 1911, Hijmans van den Bergh, demostro que los eritrocitos se lisaban tanto en
la acidificacion in vitro del suero de pacientes con HPN como de pacientes normales.
Esto prob6 que la enfermedad se debia a que los eritrocitos eran anormales, y no al
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suero. Ademas, pensO que quizas el sistema del complemento era el responsable de la
lisis aunque no pudo comprobarlo (Wendell, 2017 y Risco et al., 2008).

En ese mismo afio, Ettore Marchiafava, Alessio Nazari, y posteriormente Micheli,
estudiaron otros casos de HPN, “redescubriendo” asi la enfermedad, a la que
denominaron “Enfermedad de Marchiafava-Micheli”. Finalmente, afios més tarde, J.
Enneking, redefinié la enfermedad como Haemoglobinuria Paroxysmalis Nocturna
(Ojeda, 2009 y Crosby, 1951).

No fue hasta finales de 1930, cuando casi de forma simultanea Thomas Hale Ham
(en América), Dacie (en Inglaterra) y Jordon (en Holanda), confirmando la teoria de
van-den Bergh, determinaron que los eritrocitos eran defectuosos presentando una
mayor susceptibilidad a la lisis por el complemento, y confirmaron que la hemdlisis era
potenciada por la acidificacion del medio (Ojeda, 2009 y Risco et al., 2008). Ademas,
Ham establecio el test de hemdlisis acida, prueba de diagndstico que ha sido utilizada,
al igual que la prueba de la sacarosa, antes de ser sustituida por la técnica actual, la
citometria de flujo (Brodsky, 2017).

Otro de los componentes clinicos importantes de la HPN, las trombosis, fueron
establecidas como parte constitutiva esencial de la HPN en 1953 por Crosby. Y en 1978
Kruatrachue en Tailandia establecid la relacion de la HPN con la aplasia medular,
completando la caracteristica triada clinica de la enfermedad: hemolisis, aplasia medular
y trombosis (Ojeda, 2009).

Sin embargo, se desconocia la base molecular y fisiopatoldgica de la enfermedad,
hasta que en la década de los 80s, se descubri6 que las células afectadas por HPN tenian
una deficiencia de determinadas proteinas superficiales unidas a glicosilfosfatidilinositol
(GPI). Dos de ellas eran CD55 y CD59, reguladoras del complemento (Brodsky, 2014).

Afios mas tarde, estudios realizados por Takeda (Japon), permitieron clonar el gen
PIG-A, que codificaba una de las proteinas involucradas en la sintesis de GPI.
Descubriendo asi la mutacion somatica que producia la perdida de funcién y por tanto,
la falta de expresion del GPI (Brodsky, 2017 y Risco et al., 2008)

Finalmente en 1996, Scott A. Rollins, Leonard Bell y Russell P. Rother, describen
la fabricacién de un anticuerpo humanizado anti-C5. Ya en 2004, Peter Hillmen et al.,

publican en el New England Journal of Medicine el primer ensayo clinico de
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Eculizumab, el Gnico tratamiento eficaz especifico para la enfermedad, ademas del
trasplante medular (Risco et al., 2008).

2. OBJETIVOS DE LA REVISION

El objetivo general de este trabajo es llevar a cabo una revision bibliogréafica lo
mas extensa y actualizada posible de la HPN, a fin de aunar la informacion procedente
de distintos estudios cientificos. Para lograr cumplir tal objetivo, debemos abordar unos

objetivos mas especificos:

1. Estudiar la historia de la enfermedad, a fin de observar los avances

cientificos que se han realizado en el ultimo siglo.
2. Describir la etiologia de la enfermedad, hasta donde se conoce actualmente.

3. Estudiar la epidemiologia para tener una nocién aproximada de la poblacion

mundial afectada.
4. Conocer los progresos realizados en el diagndstico de la enfermedad.

5. Revisar el tratamiento actual con el anticuerpo monoclonal Eculizumab, sus

ventajas e inconvenientes.

6. Evaluar las nuevas estrategias, aun no comercializadas, que se estan

investigando para el tratamiento.

3. METODOLOGIA

El tema del proyecto fue propuesto por el sector de Farmacia del Hospital
Universitario Careggi (Florencia, Italia), en el cual estoy realizando las préacticas
tuteladas desde el mes de febrero de 2018. Al inicio realicé una lectura comprensiva de
algunas paginas oficiales de organizaciones de apoyo a pacientes de HPN, Unicamente

con el fin de comprender y contextualizar la enfermedad.

Posteriormente, para llevar a cabo la investigacién, utilicé bases de datos como
Pubmed, Scopus y Science Direct, asi como Google Scholar, seleccionando siempre
unos criterios de busqueda. Comencé buscando articulos que contuvieran el nombre de
la enfermedad “Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria”, ordenando los resultados para

que apareciesen los mas recientes, ya que se han hecho muchos avances en la dltima
4
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década, y algunos de los articulos méas antiguos estaban préacticamente obsoletos.
También se filtr6 por mejor coincidencia, debido a que muchos articulos no trataban
directamente sobre la enfermedad, obteniendo asi algunos bastantes completos como el
de “Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria” (Brodsky, 2014). Después, realicé
busquedas mas especificas, de revisiones sobre la historia, etiologia, diagnosticos,
tratamientos, casos clinicos, etc. Para ello, hice uso de operadores booleanos como
“PNH and Eculizumab” o “PNH and Flow Citometry” También consulté el libro
titulado ““Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: from bench to bedside™ recopilacién
de distintos articulos, en los cuales se estudiaba la enfermedad en profundidad, y
ademés, conté con el apoyo del Doctor Rosario Notaro, quien ha participado en
importantes estudios de la enfermedad publicando varios articulos en revistas cientificas

de prestigio que también he consultado.

4. RESULTADO Y DISCUSION
4.1. Etiologia
4.1.1. Mutacidn genética

La HPN es una enfermedad clonal, crénica, adquirida y no maligna, de las células
madres hematopoyéticas que se asocia a hemdlisis crénica intravascular, por tanto a
anemia hemolitica, episodios tromboembolicos y aplasia medular, debido a una
activacion descontrolada del sistema de complemento (Hillmen et al., 1995; Kim et al.,
2017; Orphanet, 2008).

Se produce debido a unas mutaciones somaticas en dichas células madres,
concretamente en el gen PIG-A ubicado en el brazo corto del cromosoma X,

concretamente en la posicion Xp22.2, como puede observarse en la Figura 1.
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Figura 1: Localizacion del gen PIG-A (U.S National Library of Medicine, 2007)
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Dicho gen es el encargado de codificar la proteina responsable de la sintesis del
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (U.S National Library of Medicine, 2007).

Esta proteina es la enzima al-6-N-acetil-glucosaminil transferasa, que interviene
en el primer paso de la sintesis, en el cual incorpora N-acetilglucosamina al
fosfatidilinositol en el reticulo endoplasmatico (Istituto Toscano Tumori, 2018 y
Milanés et al., 2003).

El GPI es una estructura glicolipidica compleja, que se adiciona al carbonilo
terminal de muchas proteinas eucaridticas (Luzzatto, 2017), y que funciona a modo de
anclaje entre la proteina en cuestion y el lado extracelular de la membrana (Pacheco et
al., 2014). En concreto son 150 proteinas humanas las que necesitan del GPI para
anclarse a la membrana celular (Maeda et al., 2017) Las proteinas una vez ancladas,
desempefian distintas funciones y participan en procesos de transduccion de sefiales
(Paulick y Bertozzi, 2008).

Como se aprecia en la Figura 2, la célula HPN (en la derecha) tiene la mutacién en
el gen PIG-A, por lo que la actividad de la enzima acetilglucosaminil transferasa esta
alterada, causando un bloqueo total o parcial en la sintesis del glicosilfosfatidilinositol.
Por lo cual, las proteinas que requieren de dicha molécula para anclarse en la

membrana, no podran unirse a ésta (Istituto Toscano Tumori, 2018).

TP GkN |

Z
s : 2?5:.:?
GPIl anchor Z il

Normal cell PNH cell

Figura 2: Diferencias en las proteinas membranales en una
célula normal y una célula HPN (lstituto Toscano Tumori,
2018).
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4.1.2 Vias de activacion del sistema del complemento

Son muchas las proteinas que se ven afectadas por la ausencia del anclaje GPI,
pero las principales causantes de la hemolisis tipica de la enfermedad, son las proteinas
reguladoras del complemento, que es un sistema innato de defensa, cuya mision

principal es eliminar patdégenos de la circulacion.

Como observamos en la Figura 3, existen tres vias accionadas
independientemente, por las que el sistema del complemento puede activarse, pero todas
ellas desembocan en la produccion de la convertasa de C3. Ademas, muchas de las
proteinas por las que estan constituidas dichas vias, son zimogenos, es decir, necesitan
de una escision proteolitica para poder desarrollar la actividad enzimatica (Horiuchi y
Tsukamoto, 2016):

a) Via clasica: Se forma el complejo antigeno-anticuerpo, y estos activan a C1,

C4 y C2 para formar la convertasa de C3.

b) Via de lectinas: Los sacaridos procedentes de la superficie de patdgenos, son
reconocidos por las lectinas. Estas activan serinoproteinas que a su vez activaran a

C4-C2, generando, de nuevo, la convertasa de C3.

c) Via alternativa: Esta Ultima via se activa espontdneamente, alin en ausencia de
células dafiadas o de patdgenos, se produce una activacion constitutiva de C3 por
hidrolisis. C3 una vez activada se unira al factor B, factor D y a la properdina,
para formar la convertasa de C3 (que es distinta a la de las dos rutas anteriores)
(Brodsky, 2013).

(Classical pathway| | Lectin pathway | | Alternative pathway |
Antigen-antibody complex Mannan on pathogen surface Pathogen surlace
Antihody] MBL] [
C1 C4 C2 MASPs G*le//cfi B D
C35].C3 convertase|
C5 I
2 C5 convertase
| !
, Cad
Cda C3aCbha C5b + ngm;}ngrlﬂgr?l@ Femen]  picel
Anaphylatoxin (C6,C7,C8,C9) (13p activation
Chemotactic factor Membrane attack complex Opsonization
(MAC)

Figura 3: Vias de activacion del sistema de complemento
(Horiuchi y Tsukamoto, 2016).
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Una vez activada, la convertasa de C3 escinde C3 en los fragmentos C3a
(anafilotoxinas) y C3b, (que se unira a la superficie de las células dafiadas o células
patogenas). Posteriormente, se produce un circuito de amplificacion que multiplica la
formacion de C3b por las convertasas de C3. La fase final y efectora de la cascada del
complemento, es la formacién de las convertasas de C5 (que en funcion de la ruta, esta
serd de un tipo u otro). Estas produciran la escision de C5 a C5a (anafilotoxinas) y C5b.
Una vez unido C5b a la superficie del patdgeno, o célula dafiada, de forma secuencial,
se unen C6, C7, C8 y multiples unidades de C9, formando asi el complejo de ataque de
membrana (C.A.M.), que sera el responsable de la formacion de poros en la membrana
y por ende de la lisis (Brodsky, 2013 y Chapin et al., 2016).

Las células sanguineas presentan proteinas reguladoras de este sistema, como la
proteina CD55 o IRLM (Inhibidor de la Lisis Reactiva de la Membrana) la cual degrada
las convertasas de C3 y C5, y CD59 o DAF (Factor Acelerador de la Degradacion del
Complemento) que previene la polimerizacion terminal del complejo de ataque a la
membrana; C.A.M (Milanés et al., 2003 y Ruiz-Delgado et al., 2009). Al haber un
déficit de dichas proteinas, la accion del complemento esta descontrolada y como
resultado, las células sanguineas como eritrocitos, leucocitos o plaquetas se
descomponen antes de lo previsto dando lugar a la hemdlisis tipica de la enfermedad.
Esto a su vez, causa la liberacion de hemoglobina a la sangre, la cual pasa a la orina,
usualmente durante la noche o por la mafiana (Biblioteca Nacional de Medicina de los
EE.UU, 2018)

4.1.3 Expansion del clon

Hasta este punto, sabemos que el clon HPN surge debido a una mutacion somatica
del gen PIG-A. Pero en algunos estudios, también se han encontrado dichas mutaciones
en personas sanas. Se planted entonces que tendria que haber alguna forma de
expansion del clon mutante, para que la HPN se desarrollase y los pacientes
manifestasen los sintomas (Milanés et al., 2003 y Shen et al., 2014).

Tras varios estudios, se concluyd que una mutacion de PIG-A no era suficiente
para inducir la expansion clonal de células madres hematopoyeéticas defectuosas (Maeda
et al., 2017 y Hill et al., 2017). Actualmente se ha comprobado que ésta tiene lugar
debido a factores adicionales, que pueden ser extrinsecos, como una seleccién positiva

del clon HPN, que puede ocurrir con el desarrollo de una Anemia Aplasica (AA) o
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intrinsecos, como mutaciones adicionales que proporcionan una supervivencia

intrinseca y una ventaja en el crecimiento.

Ambos mecanismos de expansion clonal pueden darse contemporaneamente, ya

que no son excluyentes mutuamente (Hill et al., 2017).
A continuacién, veremos dichos factores con mas detenimiento:

a) Factores extrinsecos: La AA puede contribuir a la seleccion positiva del clon,
aunque este fendbmeno ain no se conoce completamente. Recientemente, en
algunos estudios como el de Young y Maciejewski, o el de Karadimitris y
Luzzatto, se propuso la hipotesis de que en la médula se produce un ataque de
linfocitos citotdxicos autorreactivos, que reconocen las proteinas unidas al GPI
(Kinoshita y Inoue, 2001). Por tanto, las células HPN, deficientes en GPI, son
inmunes a este ataque, favoreciendo asi la expansion. Sin embargo, es necesario
seguir investigando para corroborar dicha hipotesis (Hill et al., 2017, Kawaguchi
y Nakakuma, 2017).

b) Factores intrinsecos: En este caso, la expansion clonal se debe a una
evolucion del clon, causada por la aparicion de mutaciones somaticas adicionales
en la célula hematopoyética HPN, que le otorgan una ventaja de crecimiento (Hill
etal., 2017 y Shen et al., 2014).

Recientemente, la aplicacion de la técnica de secuenciacion de segunda
generacion (NGS) para estudiar enfermedades clonales malignas ha revelado que
la arquitectura clonal de la enfermedad tiene un nivel de complejidad mucho
mayor que el que se postulaba (Shen et al., 2014). La HPN entonces quedaria
definida no como una unica mutacion, si no, como un trastorno genético complejo
orquestado por muchas alteraciones genéticas ademas de las mutaciones PIG-A.
La naturaleza y la composicion de dichas mutaciones adicionales pueden
modificar el comportamiento del clon PIG-A explicando asi los distintos cursos
clinicos observados en los pacientes. Ademas, Shen et al., (2014), demostraron
que los eventos mutacionales descubiertos no son exclusivos de la HPN, sino que
se superponen significativamente con el espectro de mutaciones que se observan
en los sindrome mielodisplasicos tipicos, demostrando una evidente analogia (Lee
y Abdel-wahab, 2014).
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Como se puede observar en la Figura 4, las distintas mutaciones pueden surgir
como un subclon dentro de la poblacién de células PIG-A-mutantes o bien, como
un evento genético inicial previo a la adquisicion de la mutacion PIG-A (Lee y
Abdel-wahab, 2014). Aun asi, en el futuro se deberan realizar estudios adicionales
de secuenciacion del genoma completo y andlisis epigendmicos para aclarar los

mecanismos de la evolucion clonal intrinseca (Hill et al., 2017).

Founder Acquisition of cooperating/ Clonal expansion and
mutations secondary mutations PNH progression  _

Malignant transformation
(MDSIAML)

PMH clone size

Disease progression

Figura 4: Posibles mutaciones en la HPN. (Lee y Abdel-wahab, 2014).

La HPN comienza con una mutacion inicial en el gen PIG-A (se observa en rosa)
0 en otro gen (en color verde) de las células madre hematopoyéticas. A medida
que la enfermedad progresa, aparecen nuevas mutaciones secundarias, en PIG-A

(en amarillo) o en otros genes (azul) en adiccion a la mutacidn inicial.

En raras ocasiones, los clones de HPN pueden incluso transformarse en
malignidades mieloides tales como el sindrome mielodisplasico y la leucemia
mieloide aguda (Lee y Abdel-wahab, 2014).
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4.1.4. Mosaicismo fenotipico

Gracias a pruebas especiales in vitro (Ham y Sacarosa), se identificaron 3
fenotipos diferentes de eritrocitos afectados por la mutacion (Milanés et al., 2003).
Estos tienen sensibilidades distintas hacia el complemento segin la ausencia de

proteinas membranales, como se observa en la Figura 5.

CéHlula progenitora Céula progenitora ofectada Célula progenitora
normal (tipo 1) por HPN (tipe i) afectada por HPN (lipo 1I1)
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Figura 5: Fenotipos de eritrocitos afectados por la mutacién del gen PIG-A (EBMT,
2015).

- HPN [: Eritrocitos con sensibilidad normal, o casi, ya que no han perdido

ninguna de las proteinas ancladas a la membrana.

- HPN II: Eritrocitos con sensibilidad intermedia (de 3 a 5 veces mayor que en las
células normales. Ya que han perdido algunas de las proteinas superficiales.
Ausencia parcial de CD59 y CD55.

- HPN 1I: Eritrocitos muy sensibles (de 15 a 20 veces mas que los normales) con
ausencia total de las proteinas superficiales. Ausencia completa de CD 59 y
CD55. Este grupo a su vez puede subdividirse en otros dos grupos distintos; Illa,
el mas susceptible, y IllIb (Risco et al., 2008; Packman et al., 1979; Milanés et al.,
2003).

En 1966, Rosse y Dacie demostraron que en la mayoria de los casos de HPN, no
todos los eritrocitos eran anormales, sino una porcion. De hecho, el 78% de los
pacientes con HPN exhiben una mezcla de células HPN | y Ill. Esto constituye el
mosaicismo fenotipico (Risco et al., 2008 y Wendell, 2017). En el transcurso normal de
la enfermedad, se suelen mantener unas proporciones estables de los tres fenotipos
citados con anterioridad. Exceptuando en el comienzo y la remision espontanea donde

se observan desplazamientos poblacionales (Risco et al., 2008).
11
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Se han dado pocos casos de remision espontanea. Un caso de una paciente
japonesa revel6 que no era esencial la eliminacion de los clones anormales para alcanzar
la recuperacion clinica y la normalizacion del recuento de células sanguineas. Sin
embargo, lo que puede parecer una remision, a veces es en realidad una evolucion de la
enfermedad (Hill et al., 2017 y Sahin et al., 2014).

Un término bastante Gtil para determinar la gravedad de la enfermedad en los
pacientes, es el llamado tamafio del clon HPN, que se refiere al porcentaje de células
afectadas por HPN sin expresion normal de proteinas de anclaje al GPI (celulas Il de
HPN vy células Il de HPN) frente a células normales (células | de HPN). Por ejemplo,
una persona con un 60 % de células sanguineas sin proteinas de anclaje al GPI y un 40
% de celulas normales tiene un tamafo del clon HPN del 60 % (EBMT, 2015).

4.2. Anemia Aplasicay HPN

Como comentamos anteriormente, uno de los factores extrinsecos que podrian
favorecer la expansion del clon HPN, es la Anemia Aplasica (AA). Ambas
enfermedades son sindromes de insuficiencia medular y a pesar de ser fisiopatologica y
clinicamente diferentes, tienen una dindmica similar, pudiendo transformarse una en la
otra o solaparse en distintos estadios evolutivos de la enfermedad (Salido et al., 2016).
De hecho, las manifestaciones clinicas de la enfermedad se dan cuando coexisten el

fallo de la médula 6sea y la mutacion somatica.

Afos después de la introduccion de la terapia inmunosupresora para tratar la AA,
se descubri6 que algunos pacientes tratados sufrian complicaciones de HPN (Kinoshita
y Inoue, 2001). La relacion entre ambas enfermedades fue establecida por primera vez
por Lewis y Dacie en 1961. Posteriormente en varios estudios se observé que el cultivo
de células de la médula de pacientes de HPN, incluso de aquellos con una médula
aparentemente normal y activa, producia pocas colonias, al igual que ocurria con el

cultivo de médula de pacientes con AA (Wendell, 2017).

También se descubrid la presencia de pequefios clones HPN en pacientes con AA,

Sindromes Mielodisplasicos (SMD) y otros sindromes de fallo medular.

Detectar estos clones es de gran importancia clinica ya que un 10-25% pueden
sufrir una expansion clonal y progresar a HPN (Rodriguez et al., 2013). Realmente
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dichos clones estan presentes en cantidades muy pequefias en la médula de muchos
individuos normales, lo que no significa que padezcan la HPN, ya que como hemos

comentado, esta solo surge cuando el clon se expande (Wendell, 2017).

Como veremos mas adelante, hay mucha variabilidad en la manifestacion de la
HPN en cada paciente, en funcion del grado de aplasia medular que sufra. Si en el
paciente predomina la hemolisis principalmente, se habla del “patron clasico” de la
enfermedad. En cambio, si la aplasia medular es grave y predomina la insuficiencia
hematopoyética, con pancitopenia moderada o severa, estamos ante el “patron
hipoplasico” o sindrome HPN/AA como describieron Lewis y Dacie en 1967 (Milanés
et al., 2003 y Luzzatto et al., 2011). También se puede hablar de HPN subclinica, cuyos
pacientes son, por definicidn, asintomaticos con recuentos sanguineos normales o casi
normales. A menudo, estos pacientes tienen un diagnostico de AA leve o han
recuperado la hematopoyesis después del tratamiento. En este caso, la expansion del
clon HPN vy los sintomas asociados, pueden acompafar una recaida de AA (Brodsky,
2014).

Por lo tanto, se ha demostrado que la HPN no es una enfermedad estatica, ésta
puede evolucionar, y ademas los pacientes sufren realmente dos enfermedades
estrechamente relacionadas, la AA causada por un ataque inmunoldgico a las células
hematopoyéticas, y la HPN, causada por la mutacion somatica. Ambas deben ser
consideradas y tratadas de manera individual, e incluso en ocasiones,

contemporaneamente (Wendell, 2017).

4.3. Epidemiologia

La HPN es una enfermedad rara y con dificil diagndstico, por tanto su tasa anual
de incidencia se desconoce. Se estima que ocurra aproximadamente de 1-9 / 100.000
de habitantes (Orphanet, 2008).

Afecta a ambos sexos, y puede aparecer a cualquier edad. Aungue el diagnéstico
se realiza generalmente entre la tercera y quinta década de la vida, pero también se dan

casos en nifios adolescentes y ancianos (Milanés et al., 2003).

No se ha registrado ninguna predisposicion familiar ni racial, pero se ha

observado una mayor prevalencia en algunas regiones, en su mayoria asiaticas, como
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por ejemplo, en Tailandia, Japon y otros paises del Lejano Oriente, posiblemente
debido a una mayor incidencia de AA (Hill, 2012).

En Europa se da con mayor frecuencia en el sexo femenino, al contrario que en
Asia, que se da en el sexo masculino. Ademas, la HPN ha sido asociada en ocasiones

con agentes infecciosos y quimicos (Risco et al., 2008).

Desafortunadamente, tiene una elevada morbimortalidad, y las medianas de
supervivencia oscilan entre los 10 y los 22 afios. Como veremos mas adelante, el
fallecimiento se debe principalmente a trombosis, hemorragias o infecciones
secundarias. Pero también se han descrito recuperaciones espontaneas hasta en un 3-
4% de los pacientes. Esto debe tenerse en cuenta al considerar tratamientos
potencialmente peligrosos, como el trasplante de médula 6sea (AEMPS, 2018 y
Hillmen et al., 1995).

4.4 Manifestaciones clinicas

Existe una gran variedad de los sintomas especificos y de progresion de la
enfermedad entre los pacientes, lo que dificulta el diagnostico de esta patologia. Aunque
podriamos determinar una triada clinica caracteristica, la anemia hemolitica,
hemoglobinuria, aplasia medular y propension a tromboembolismos (Risitano y Rotoli,
2008), lo que si se puede afirmar es que, es la proporcion de eritrocitos anormales en

sangre la que determina la severidad de la enfermedad (Risco et al., 2008).

Ademaés de la severidad de la aplasia medular, que provocard pancitopenia (The
Aplastic Anemia and MDS International Foundation, 2017). Esta puede evidenciarse

desde el principio, o bien, ser una complicacion tardia (Orphanet, 2008).
4.4.1. Anemia hemolitica

La anemia hemolitica en HPN no presenta anticuerpos especificos contra los
eritrocitos propios, por lo que se trata concretamente de una anemia hemolitica Coombs
negativa (Biblioteca Nacional de Medicina de los EE.UU, 2016).

Esta determinada principalmente por la hemdlisis y la aplasia medular. Debido a
la accién del complemento, la HPN provoca una destruccion prematura de los

eritrocitos, es decir, su hemolisis. Esta hemolisis a su vez, conduce a una anemia
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hemolitica acompafiada de ictericia y hemoglobinuria, pero con un patron bastante
variable entre pacientes (Nakakuma et al., 2017 y Brodsky, 2014).

La intensidad con la que se da la anemia depende de tres factores principalmente:

- La proporcion de eritrocitos anormales en circulacion; ésta puede
variar del 1 al 90%. Aquellos con un porcentaje menor al 20 % raramente

presentan hemoglobinuria, pero casi siempre hemdlisis y hemosiderinuria.

- Laanormalidad de las células (fenotipo); la intensidad de la hemdlisis
se asocia al tamario de la poblacion de HPN 111, ya que son las més susceptibles a
la lisis por el complemento. Por ejemplo, si éstas constituyen menos del 20 %, la
hemoglobinuria es indetectable o leve. Si alcanzan del 20 al 50 % la
hemoglobinuria es episodica. Y si superan el 50 % es constante, por tanto

estariamos ante una anemia grave.

- El grado de activacion del complemento. Por ejemplo, cuando éste es
activado por infecciones, ya sean virales o bacterianas, la hemdlisis suele ser méas
activa (Milanés et al., 2003).

En algunos pacientes, la concentracion estacionaria de hemoglobina es cercana al
valor normal, pero ésta puede verse dramaticamente alterada por un paroxismo de la
hemolisis (Luzzatto et al., 2011). Ya que las crisis hemoliticas pueden desencadenarse o
agravarse durante periodos de infeccién, trauma, estrés, vacunacion, cirugia, etc.
(NORD, 2018).

Ademas, a la anemia hemolitica se le afiaden las manifestaciones tipicas de ésta,
como el cansancio, la falta de aliento, palidez, palpitaciones, mareo o desmayos
(EBMT, 2015).

4.4.2. Hemoglobinuria

Entre otras cosas, la hemolisis puede conllevar a la produccion de orina oscura
debido a la presencia de la hemoglobina. Pero la mayoria de los individuos afectados no
presentan exacerbaciones nocturnas, y cuando esto ocurre es debido al incremento de la
hemolisis durante el suefio. En su momento se establecio que el modelo tipico de la
HPN eran episodios nocturnos e irregulares de hemdlisis intravascular y

hemoglobinuria (Risco et al., 2008), pero dado a que solo se comprueba en la cuarta
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parte de los enfermos, podemos establecer que el término hemoglobinuria paroxistica
nocturna no es del todo adecuado (Milanés et al., 2003).

4.4.3. Tromboembolismo

El tromboembolismo venoso es una de las complicaciones méas temidas en la HPN
ya que se presenta entre el 12 % y el 40 % de los casos (Milanés et al., 2003), y
representa junto con los episodios hemorragicos un 50 % de la mortalidad en la HPN.
Ademas, puede tener forma subclinica, siendo detectable solo con ecografia, 0 aguda,

cursando con dolor intenso, hepatomegalia, ascitis e ictericia (Risco et al., 2008).

Los eventos tromboembdlicos son altamente impredecibles y se desarrollan
principalmente en las venas, dandose especialmente en venas no habituales,
intrabdominales, como las hepaticas y mesentéricas, pulmonares y cerebrales. La
trombosis hepatica o sindrome de Budd-Chiari es la méas frecuente, presentandose entre
el 15 % y 30 % de los pacientes. (Milanés et al., 2003; Notaro et al., 2015 y NORD,
2018).

Aunque la razon exacta del desarrollo de trombos no se puede explicar totalmente

en la actualidad, se puede afirmar que la trombofilia en HPN es multifactorial.

Las células madre hematopoyéticas defectuosas podrian producir también
plaquetas que lo fueran, y la ausencia de las proteinas CD55 y CD59 en éstas conduciria

a microparticulas protrombaticas (Brodsky, 2014).

Algunos estudios han sugerido que el riesgo de trombosis es mayor en pacientes

con “HPN hemolitica o clasica”, y con un tamafio de clon mayor (Notaro et al., 2015).

Por otro lado, dado la hemdlisis intravascular que se produce en la enfermedad, la
hemoglobina queda libre en el plasma, causando sintomas ya mencionados como la
orina oscura y la anemia. Esta es un potente eliminador de 6xido nitrico (NO), ya que
ambas moléculas reaccionan rapida e irreversiblemente, para producir nitrato y
metahemoglobina. La funcién principal del NO es mantener la relajacion del musculo
liso e inhibir la agregacién plaquetaria.

Por tanto, si la hemolisis es grave, al producirse una deficiencia de NO, el tono del
mausculo liso se desregula y se activa la agregacion plaquetaria, aumentando el riesgo de

trombosis. Adicionalmente, la activacion del complemento también podria contribuir a
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la tendencia protrombdética, ya que Cb5a puede dar como resultado procesos

proinflamatorios y protrombéticos al generar citoquinas inflamatorias.

En resumen, aun no esta claro cuéles de estos mecanismos contribuyen mas a la
trombosis en HPN; sin embargo, la inhibicion del complemento es la estrategia mas
efectiva para detener la trombosis en la HPN. De hecho, la terapia con anticoagulantes y
Eculizumab es la indicacion actual para los eventos trombdticos agudos (Brodsky,
2014).

4.4.4. Otros sintomas

A continuacion estudiaremos otros sintomas, menos caracteristicos, pero que

también aparecen en pacientes con HPN:

- Insuficiencia renal: se piensa que la hemolisis cronica es causa primordial
de cicatrizacion renal, dando lugar al desarrollo de una insuficiencia renal, aunque
esto no sucede frecuentemente. Esta insuficiencia puede ser aguda o bien crénica.
La insuficiencia renal aguda, se asocia a las crisis hemoliticas, se presenta en el
3% aproximadamente de los pacientes y puede resolverse sin dejar secuelas. En
cambio, el dafio tubular renal causado por trombosis microvascular aumenta hasta
6 veces el riesgo de desarrollar la enfermedad renal crénica. También se registra
hematuria, proteinuria, hipertensién y/o deterioro de la capacidad de
concentracion de la orina. (Milanés et al., 2003, Brodsky, 2014 y EBMT, 2015).

- Ictericia: En ocasiones, se presenta ictericia debido a la degradacion de la
bilirrubina liberada (Shichishima y Noji, 2017).

- Infecciones: Estas se dan frecuentemente debido a la presencia de
leucocitos defectuosos. La disminucion de la expresion de proteinas de superficie
da lugar a una actividad quimio-tactica y fagocitica pobre. Estos defectos
funcionales, junto con la disminucion cuantitativa de la produccion causada por el
fallo medular, son los responsables de la susceptibilidad de enfermos de HPN a
las infecciones (Biblioteca Nacional de Medicina de los EE.UU, 2018 y Milanés
et al., 2003)

- Distonia muscular lisa: EI dolor abdominal, el espasmo esofégico, la
disfagia y la disfuncion eréctil también son sintomas caracteristicos asociados a la
HPN clasica. Esto se debe a la deficiencia de 6xido nitrico (NO), que produce la
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desregulacién del mdsculo liso y en consecuencia, aparecen espasmos en ciertos
musculos, como el abdomen y el es6fago, que cursan con dolor, dificultad para

deglutir, asi como disfuncion eréctil en hombres.

- Hipertension pulmonar (HTP) y disnea: Debido a la presencia de
microtrombos subclinicos asi como la carencia de NO asociada a la hemodlisis,
contribuyen a elevar la presion pulmonar, causando falta de aliento y la dificultad

respiratoria (disnea). Lo que a su vez puede afadir una carga adicional al corazon.

- Hipertension arterial (HTA): También se da un aumento general de la
presion arterial, con dolor de cabeza, mareo, vértigo, acufenos y alteracion de la
vision. Si esta persistiese en el tiempo, puede dar lugar a una cardiopatia,
arteriopatia coronaria, ictus, aneurisma aortico, arteriopatia periférica y nefropatia
cronica. (EBMT, 2015 y Brodsky, 2014).

4.4.5. Posibles complicaciones

La HPN no es una enfermedad estatica, es decir, pueden darse mutaciones
secundarias y agravarse la aplasia medular. Esto puede dar lugar a AA, pero también a
sindrome mielodisplasico, o incluso a leucemia mieloide aguda, comprometiendo
gravemente la vida del paciente (Hochsmann y Schrezenmeier, 2017 y Hillmen et al.,
1995). Las trombosis también pueden dar lugar al fallecimiento del paciente, asi como

una septicemia resultante de las infecciones que puedan llegar a darse (Brodsky, 2017).

4.5. Diagnéstico

Para el diagnostico de HPN es necesaria la identificacion de la “triada clinica”,
hemolisis, trombosis y disfuncion medular, asi como la deteccion de una falta
simultanea de multiples proteinas de membrana en células sanguineas, que reflejan el
defecto de GPI, y por ende, las mutaciones de genes de biosintesis de GPI, como el gen
PIG-A (Nakakuma et al., 2017).

Se sabe que es bastante complicado y que se necesitan meses 0 afios para

diagnosticar la HPN. Esto puede deberse a diversos motivos como:

- Gran variedad de signos y sintomas entre pacientes.
- Signos y sintomas comunes a muchas enfermedades.

- Baja prevalencia; se trata de una enfermedad rara.
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Por ello se ha establecido que se deben realizar pruebas de diagnéstico de la

enfermedad en personas con alguno de los siguientes signos:

- Trombosis inexplicables y en lugares no habituales, acompafada de hemadlisis.

- Anemia Aplasica o pancitopenia inexplicada

- Anemia hemolitica-Coombs negativa

- Hemolisis asociada a anemia, cansancio, distonia del musculo liso, dolor visceral
no explicado o hemoglobinuria (Hill et al., 2017 y EBMT, 2015).

Por la naturaleza progresiva y potencialmente mortal de la HPN, es importante
vigilar dichos pacientes ya que el tamafio del clon en algunas personas puede aumentar

rdpidamente durante un periodo de varios meses.

Si el paciente presenta alguno de los signos anteriormente mencionados, y existe
una sospecha de la enfermedad, se deben realizar pruebas de laboratorio. A
continuacion se mencionan algunas de las pruebas que se suelen realizan para el

diagnostico:

a) Examen fisico: Aunque no es un diagnéstico determinante, es posible observar
palidez e ictericia en los pacientes. Ademas de esplenomegalia moderada y en

ocasiones hepatomegalia de ligera a moderada.

b) Andlisis de orina: Es frecuente encontrar hemoglobinuria y hemosiderinuria.

Ademas es importante comprobar el funcionamiento de la funcion renal.
¢) Analisis de sangre:

- Hemograma: Se debe realizar un recuento completo de células sanguineas con el
fin de observar el funcionamiento de la medula 6sea. Por ejemplo, las cifras de
reticulocitos se utilizan para mostrar si la médula dsea produce més glébulos rojos
de lo normal, ya que esto es indicativo de anemia hemolitica. El intervalo de

referencia para pacientes adultos de ambos sexos es de 0.5 a 1.5% (Alonso, 2013).

- Nivel de lactato-deshidrogenasa (LDH): Esta es una enzima presente en los
globulos rojos que en la HPN se libera debido a la hemolisis y, por tanto, su

medicion indica el nivel de destruccion de globulos rojos.

- Nivel de hemoglobina: Se puede utilizar para medir el nivel de hemdlisis

(Hemoglobina inferior a 50-60 g/L), aungue el nivel de LDH es mas exacto.
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- Nivel de bilirrubina: Esta estd aumentada en la HPN, dado la destruccién de los

globulos rojos.

- Nivel de ferritina sérica: La ferritina es una proteina intracelular que almacena
hierro. El nivel en pacientes de HPN suele ser inferior dado a la pérdida de hierro
en la orina a causa de la hemolisis. Es bastante significativo ya que es la unica
anemia hemolitica que cursa con hierro sérico disminuido y hierro en orina

aumentado.
d) Examen de médula Gsea (biopsia y aspiracion)

Para poder examinar las células de la médula 6sea y verificar su correcto
funcionamiento. Este método también es capaz de comprobar si el paciente ha
desarrollado AA, sindrome mielodisplasico o leucemia. En muchos casos la
celularidad es normal, ya que dependerd del “tipo” de HPN que presente el
paciente. Por tanto, esta prueba no es necesaria, a no ser que el paciente sufra una
pancitopenia severa (Risco et al., 2008, Hill et al., 2017 y EBMT, 2015).

A pesar de la utilidad de todas las técnicas anteriores, es necesario confirmar el
diagnostico con técnicas mas especificas. Antiguamente se realizaban distintas pruebas
seroldgicas para la confirmacion del diagnostico que detectaban la sensibilidad de los

eritrocitos a la lisis mediada por concentraciones minimas de complemento.

Un ejemplo es la prueba de Ham, o prueba de hemolisis acida ya que el
complemento es activado por acidificacion del suero del paciente, y mide la
susceptibilidad de los eritrocitos HPN. Es bastante especifica pero pueden aparecer
falsos negativos por errores en la técnica o por el bajo porcentaje de eritrocitos
defectuosos circulantes por la hemdlisis o por las transfusiones. Otro ejemplo es la
prueba de la sacarosa, en la cual el complemento se fija mediante la disminucion de la
potencia ionica del medio ambiente, provocando la hemdlisis de los eritrocitos HPN.

Esta prueba a pesar de ser sensible es poco especifica (Risco et al., 2008).

En la actualidad, la citometria de flujo es el método de eleccidn para diagnosticar
la HPN, asi como para clasificarla y monitorizarla (Hill et al., 2017). Se trata de un
método analitico que permite la medicion rapida de ciertas caracteristicas fisicas y
quimicas de células o particulas suspendidas en liquido que producen una sefial de
forma individual al interferir con una fuente de luz (Barrera et al., 2004).
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En pacientes con HPN, la citometria de flujo determina la ausencia o deficiencia
de las proteinas superficiales dependientes de GPI. Es decir, se mide el tamafio del clon
HPN, examinando las células sanguineas para ver si presentan dichas proteinas
superficiales (Hill et al., 2017).

Para la prueba se extrae una muestra de aproximadamente 3-4 mL de sangre
periférica del paciente y se le afiade heparina, EDTA o ACD. Este test debe ser simple y
reproducible, por lo que si la sangre procediese de la médula, la presencia de células
inmaduras podria inducir a error. Antes de que pasen 24 horas desde la recogida de la
muestra, (Cannizzo et al., 2012), ésta se expone a anticuerpos especificos a las proteinas
dependientes de GPI de la célula, por ejemplo, anti-CD59 en hematies, anti-CD14 en

monocitos, y anti-CD16 o anti-CD24 en neutréfilos (Kwong et al., 1994).

En el caso de las células nucleadas, también es posible el uso de un marcador mas
preciso y sensible, conocido como proaerolisina marcada con fluoresceina (FLAER)
(Correia et al., 2016). Se trata de una proteina bacteriana que se une selectivamente a la
porcion de glicano del anclaje de GPI. Los leucocitos normales que expresan proteinas
con anclaje GPI se unen al reactivo, al contrario que los afectados por HPN, ya que
carecen de GPI. Por tanto, los leucocitos HPN se identifican en el histograma
citométrico de flujo como una poblacion de células con fluorescencia ausente o tenue
(Parker et al., 2005). Este reactivo no se recomienda en glébulos rojos, ya que estos
expresan altos niveles de glicoforina, una proteina que se une a la aerolisina y, por lo

tanto, interfiere con el analisis (Rodriguez et al., 2013 y Hill et al., 2017).

En los estudios iniciales, se recomienda la cuantificacion de al menos dos
proteinas con anclaje GPI para excluir la posibilidad de que el proceso clinico sea
consecuencia de una deficiencia hereditaria aislada de un solo GPI-AP y en al menos

dos linajes distintos de células sanguineas (Parker et al., 2005 y Hill et al., 2017).

En pacientes con la enfermedad previamente diagnosticada, pero estable, se
recomiendan analisis anuales de la sangre periférica, al igual que si se produce un
cambio en los parametros clinicos (como un evento tromboembolico 0 empeoramiento

de la hemolisis) se requiere una inmediata reevaluacion (Parker et al., 2005).

En general, la citometria de flujo es una técnica bastante sensible y especifica,
capaz de diagnosticar la enfermedad incluso en pacientes con un tamafio de clon
pequeiio. Ademéas es rapida de realizar y proporciona un andlisis cualitativo y
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cuantitativo de proteinas ancladas a GPI (Correia et al., 2016). Es decir, no proporciona
un resultado Unicamente binario (positivo o negativo para HPN) sino que ademas, puede
determinar el porcentaje de células que son anormales e identificar los distintos grados
de deficiencia de proteinas, especialmente en eritrocitos (Parker et al., 2005). Lo que
nos permite, junto con la evaluacion de la hemdlisis, la trombosis y el trastorno
subyacente de la médula 6sea, determinar la gravedad de la enfermedad y clasificarla en
“clasica”, “sindrome AA/HPN” o “subclinica” (Shichishima y Noji, 2017).

Por ultimo, es importante mencionar que el histograma se vera afectado, si se ha
realizado una transfusion reciente de globulos rojos ya que se aumentara la proporcion
de células con expresion normal de CD55 y CD59. Por lo tanto, para obtener
informacidn precisa sobre el porcentaje de eritrocitos deficientes en proteinas, se debe
realizar la citometria antes de la transfusion o durante un periodo de abstinencia

transfusional de al menos un mes (Parker et al., 2005).

4.6. Tratamiento

Durante muchos afios, el Unico tratamiento disponible para la HPN, eran
paliativos, es decir, no estaban dirigidos hacia la enfermedad en cuestion si no a tratar
los sintomas. Se realizaban transfusiones de sangre, aporte de hierro o anticoagulantes.
No fue hasta principios de este siglo cuando se comenzaron a realizar avances en una
terapia alternativa, especifica y eficaz: el uso de un anticuerpo monoclonal que
bloquearia la cascada del sistema del complemento, en concreto C5 (Luzzatto et al.,
2011).

4.6.1. Eculizumab

Peter Hillmen et al. en 2004 publicaron un articulo, en el New England Journal of
Medicine, en el cual se observaban, por primera vez, los efectos del Eculizumab en
enfermos de HPN con hemolisis y necesidad de transfusiones. Se estudiaron los
indicadores clinicos y bioquimicos de hemdlisis de 11 pacientes, los cuales recibieron
perfusiones de 600 mg, semanalmente durante un mes, y posteriormente, perfusiones de
900 mg semanalmente hasta la semana 12. Y se concluyo, que el Eculizumab era seguro
y bien tolerado en dichos enfermos, ademas de que reducia la hemolisis intravascular, la
hemoglobinuria y la necesidad de transfusiones (Hillmen et al. 2004).
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Finalmente, el 16 de marzo de 2007, fue aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA, 2018), y el 20 de junio de 2007, por la Agencia Europea del
Medicamento comercializdndose asi bajo el nombre comercial de Soliris® (EMA,

2018) y con la designacion de farmaco huérfano (Orphanet, 2012).

Se establecio una pauta posoldgica inicial en la HPN para pacientes adultos, de 4
semanas con 600 mg semanales de Eculizumab administrados mediante una perfusion
intravenosa semanal de 25-45 minutos de duracion. Y en la quinta semana, una dosis de
mantenimiento de 900 mg, también a través de una perfusion intravenosa de 25-45
minutos, repitiéndola cada 14 + 2 dias (EMA, 2018).

Esto supuso una auténtica revolucion en el tratamiento de la HPN, que mejord
considerablemente la calidad y la esperanza de vida de los pacientes. Su uso supone una
reduccion practicamente total de la hemolisis intravascular, la necesidad de
transfusiones, el cansancio, inhibe notablemente la aparicion de trombos y disminuye el
riesgo de insuficiencia renal (Orphanet, 2008 y Wendell, 2017).

Como ya se ha mencionado, el Eculizumab se trata de un anticuerpo monoclonal
humanizado anti-c5 (IgG2/4x), producido con tecnologia de ADN recombinante (EMA,
2018) es decir, se trata de la combinacion de la regidon constante de un anticuerpo

humano con el paratopo especifico de origen murino.

Observamos la estructura en la Figura 6:
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Figura 6: Estructura del Eculizumab. (Modificado a partir de Risitano y Rotoli, 2008).
23



Paula I. Aparicio Morales HPN: Estudio de la enfermedad y sus tratamientos

Concretamente la region variable es especifica anti-C5. Esta union impide que la
enzima C5 convertasa escinda esta unidad en las subunidades C5a y C5b, blogueando la
formacion del complejo terminal del complemento o complejo de ataque de membrana
(C.A.M) responsable de la formacion de canales transmembrana que provocan la lisis
del eritrocito por tanto, inhibiendo la accion hemolitica del complemento. Ademas, de
inhibir la accion anafilotoxica de la subunidad C5a (Horiuchi y Tsukamoto, 2016).

En cambio, a pesar de ser un gran avance para el tratamiento de la enfermedad, es
necesario monitorizar a los pacientes en terapia con Eculizumab, debido a varias
razones. En primer lugar, no tiene efecto sobre el fallo medular que afecta a todos los
pacientes, y que requiere tratamiento. También es necesario confirmar que la hemolisis
intravascular estd controlada, y monitorizar el tamafio del clon. Ademas, como ya
comentamos hay una proporcion de pacientes en los cuales se da una remisién
espontanea de la HPN, y por tanto, podria aplicarse una terapia incontinua. Por otro
lado, se han dado casos de pacientes, la mayor parte japoneses, que han manifestado una
resistencia hacia el Eculizumab, debido a un polimorfismo heredado de C5 (Hill et al.,
2017; Risitano y Marotta, 2018). EI C5 mutante escapa de la union y del bloqueo por
parte del Eculizumab, siendo capaz de seguir produciendo hemolisis. Un estudio
realizado por Nishimura et al. (2014), puso de manifiesto que 11 de los 345 japoneses
bajo el tratamiento, presentaban una respuesta pobre al Eculizumab, y ademas, todos

ellos tenian en comun la misma mutacion sin sentido en C5.

Asi mismo, la inhibicion de la formacién de C.A.M, incrementa la susceptibilidad
del paciente hacia una infeccion meningocdcica, por lo tanto es recomendable una
vacunacion antes de comenzar el tratamiento (Horiuchi y Tsukamoto, 2016). Es
importante que los pacientes reciban informacion sobre como identificar los sintomas
como fiebre, escalofrios, mialgia y dolor de cabeza, para en ese caso buscar atencién
médica (Hill et al., 2017).

Por ultimo, otra de las desventajas del tratamiento con Eculizumab, es que el
beneficio hematoldgico es bastante heterogéneo, en la mayoria de los pacientes se
mantiene una anemia residual debida principalmente a una leve hemdlisis extravascular
mediada por C3, provocando que un tercio de los pacientes aun requiera transfusiones.
Existen divergencias en cuanto a la intervencion que deberia realizarse en estos casos.

En un articulo, Hill et al. (2017) afirman que no serian necesarias intervenciones como
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la terapia con corticosteroides o la esplenectomia, ya que hay evidencias que indican
que la anemia residual no afecta a la supervivencia del paciente (Hill et al., 2017).
Risitano y Marotta (2018) también desaconsejan el uso de esteroides, pero afirman que

la esplenectomia si es efectiva para tratar la hemdlisis extravascular mediada por C3.

Este fendmeno es comun en todos los pacientes dado a que el bloqueo que ejerce
el anticuerpo es sobre C5, el complemento se sigue activando en niveles anteriores de la
cascada, y por ende los eritrocitos HPN siguen siendo susceptibles a la activacion del
complemento debido a la falta de CD55 y CD59. Como resultado, fragmentos de C3 se
depositan en eritrocitos anormales, que eventualmente funcionan como opsoninas, que
son reconocidas por los receptores de macrofagos del higado y del bazo, resultando en
una destruccion selectiva de los eritrocitos HPN (Risitano, 2017 y Risitano y Marotta,
2018).

La anemia residual, también se debe a la hemolisis intravascular. Este fendmeno
solo se ha descrito en aproximadamente 15-20% de los pacientes con HPN. También se
denomina “pharmacokinetic breakthrough” y suele darse uno o dos dias antes de la
administracion de la siguiente dosis de Eculizumab. A dichos pacientes se les aumenta
la dosis o se reduce el intervalo de dosis (Risitano, 2017 y Risitano y Marotta, 2018). En
la Figura 7, se describen los dos tipos de hemdlisis causantes de la anemia residual.
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Figura 7: Tipos de hemolisis en eritrocitos HPN (Hill et al., 2017).
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4.6.2. Nuevas terapias

Es necesario seguir investigando nuevas terapias, dado a que el Eculizumab, a
pesar de tener un papel muy importante en el tratamiento de la HPN, tiene ciertos

inconvenientes.

Observando la cascada del complemento, se pensd en el desarrollo de nuevos
inhibidores que actuaran en distintos niveles como, a nivel de la via efectora (C5;
mismo objetivo que Eculizumab), a nivel de la clave de activacion y amplificacion (C3)
o distintos componentes implicados en el inicio de la via alternativa. De esta manera se
intentaria conseguir tratamientos que solucionasen los inconvenientes del Eculizumab, y
que fueran mas convenientes para el paciente, con un mayor intervalo de
administracion, menor coste y/o la posibilidad de una auto-administracion subcutanea
(Risitano y Marotta, 2018). En la Figura 8, se observan los nuevos farmacos en
investigacion, que se estudiaran en este apartado, y su lugar de accion en la cascada del

complemento.

— — Via de lectinas — -
Via Clasica Via alternativa

\ 4
Convertasa de C3

s cb e

Convertasa de C5

Eculizumab

ALXN1210
IO ey €S C5b +C5a

Coversin

Figura 8: Lugar de accion de las nuevas terapias en la
cascada del complemento. (Elaboracion propia a partir
de Horiuchi y Tsukamoto, 2016).

Tanto los inhibidores especificos de la via alternativa, como los que actuan sobre
C3, previenen la hemolisis extravascular mediada por C3, ademas de la via efectora del

complemento terminal. Se previene también la hemolisis intravascular.
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Por otro lado, los nuevos inhibidores de C5 desactivarian la via efectora del
complemento terminal, al igual que el Eculizumab, que generalmente provoca hemdlisis

intravascular (Risitano y Marotta, 2018).

A continuacion, comentaremos algunos de estos nuevos inhibidores, agrupados

segun su mecanismo de accién:
a) Inhibidores de C5

Este grupo de inhibidores, como bien indica el nombre, tienen como
objetivo la molécula C5, debido a que el bloqueo terminal del complemento es
mas seguro. En este caso, se aproveché la misma molécula objetivo del
Eculizumab, pero las investigaciones a mano de distintas industrias, se dirige a

mejorar y corregir los inconvenientes que ya comentamos.

Una de las compafiias es Alexion Pharmaceuticals, que ha desarrollado un
nuevo anticuerpo monoclonal especifico contra C5, ALXN1210, que es
virtualmente idéntico a Eculizumab pero con una vida media mayor, por tanto,
solo se tendria que administrar por via endovenosa cada 4 6 6 semanas (Hill et al.,
2017 y Sheridan et al., 2018). Un estudio de fase I, en voluntarios sanos corroboro
la inhibicién sostenida de C5, con una vida media 4 veces mayor a la de
Eulizumab. Actualmente, se estan realizando ensayos de fase Ill (Risitano y
Marotta, 2018).

Otra estrategia para bloquear la escision de C5, fue usada por la compafiia
Alnylam Pharmaceutical. Usaron un diplex de ARN pequefio de interferencia
(ARNip) especifico para C5, denominado ALN-CC5, actualmente en fase I/1I.
Este se administra de manera subcutanea y silencia la produccion de C5 del
higado completamente. Resultando en una reduccion de méas del 99% del nivel de
C5 en el plasma (Hill et al., 2017, Risitano y Marotta, 2018).

Coversin, desarrollado por Akari Therapeutics deriva de una pequefia

proteina (16 kDa) aislada de la garrapata Ornithodoros moubata. Dicha proteina
se une a C5 y también bloquea la escision por las convertasas de C5. In vitro, esta
droga es efectiva previniendo la hemdlisis, aun en pacientes con polimorfismo de
C5, para los cuales el Eculizumab es inefectivo (Hill et al., 2017). Ademas, en
estudios de fase | en pacientes sanos, aparece biodisponible tras inyecciones

subcutaneas (Risitano y Marotta, 2018).
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Aun asi, estos farmacos no resuelven la hemolisis extravascular, ya que no

se bloquea la escision de C3.
b) Inhibidores de C3

Estos constituyen un grupo de inhibidores que bloguean el complemento en
un nivel anterior de la cascada de activacion; los inhibidores de C3 (Risitano y
Marotta, 2018).

Se supone que blogueando a nivel de C3 tedricamente prevendriamos tanto
la hemdlisis extra como intravascular, ya que C3 tiene un papel de pivote en las
tres rutas de activacion del complemento, lo que lo convierte en el objetivo mas
racional. Sin embargo, también es el factor de complemento més abundante en el

suero (1.2 mg/mL), por tanto, es también un objetivo desafiante (Hill et al., 2017).

Compstatin es un peptido con puente disulfuro de 13 residuos, que se une al
C3 humano, y su fragmento activo, C3b. Por tanto, impide la escision de C3, asi
como la incorporaciéon C3b en la C3 y C5 convertasas. Un derivado del
Compstatin, de Apellis Pharmaceuticals, estad en ensayo clinico para tratar HPN.
Como bloquean las tres rutas, su seguridad en lo referente a infecciones y
acumulacion de complejos inmunitarios tiene que ser testado con atencién (Hill et
al., 2017).

¢) Inhibidores de la via alternativa

El factor D del complemento, es una proteasa sérica con un Unico sustrato
conocido; el factor del complemento B. Cuando el factor D forma un complejo
con C3b y Mg2+, es capaz de lisar el enlace Arg—Lys del factor B. Es la Unica
enzima en la sangre que puede activar al factor B, por lo que es necesaria para la
activacion de la ruta alternativa. La concentracion plasmatica del factor D (1.8 +
0.4 pg/mL) es la menor en comparacion con cualquier proteina del complemento,
lo que hace que el factor D sea el factor limitante en la cascada de activacion, y
por tanto una posible terapia bastante prometedora.

Achillion Pharmaceuticals ha sintetizado una pequefia molécula, ACH-
4471, que inhibe el factor D. Esta deberia prevenir tanto la hemolisis intravascular
como la extravascular. Achillion ha anunciado un préximo estudio de fase Il para

pacientes con HPN con respuesta inadecuada a Eculizumab, ya que algunos datos
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in vitro demuestran una posible sinergia entre ACH-4471 y Eculizumab. (Risitano
y Marotta, 2018).

Otras proteinas de la ruta alternativa, como por ejemplo factor B, factor H o
la properdina, son otros objetivos razonables para tratar la HPN, y su versatilidad

esta siendo investigada (Hill et al., 2017).
d) Trasplante de médula

El tratamiento con inhibidores del complemento a pesar de haber supuesto
una notoria mejora de la calidad de vida de los pacientes, Gnicamente trata la HPN
hemolitica, es decir, no tiene efecto sobre el fallo medular. Por tanto, el trasplante
de medula y la terapia inmunosupresora seran la base del tratamiento para
pacientes con HPN que también presenten un fallo grave de la médula 6sea (Hill
et al., 2017 y Risitano, 2017).

Actualmente, se realizan trasplantes haploidénticos (de compatibilidad
media) no mieloablativos (que no elimina todas las células madre) con dosis altas
de ciclofosfamida posteriores para mitigar la enfermedad de injerto contra
huésped. Aumentando el rango de posibles donantes y convirtiéndose en una
terapia bastante segura y efectiva en pacientes con enfermedades no malignas
como la AAylaHPN (Hill etal., 2017 y Gémez-Almaguer et al., 2005).

4.7 LaHPN y el embarazo

Antes del descubrimiento del Eculizumab como terapia de la HPN, existia un
desanimo general por parte de las pacientes a tener hijos, debido al riesgo mortal que

suponia el embarazo con la enfermedad (Miyasaka y Miura, 2017).

La HPN en el embarazo incrementa el riesgo de mortalidad tanto de la madre
como del feto. De hecho, la mortalidad de la madre se estima en un 6-20%, un 12%
aproximadamente de las pacientes desarrollan complicaciones, y mas del 45% de los
embarazos terminan en aborto espontaneo. Se estima un peso medio de los neonatos de
2.800g y una mortalidad perinatal de un 8,8% (Hill et al., 2017).

Esto se debe a que en el embarazo, la hemdlisis intravascular se precipita, ya que
los niveles de factores del complemento estdn aumentados, dando lugar a una anemia

hemolitica acelerada. También cabe afiadir, que el embarazo es en si un estado
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protrombdtico fisioldgico, y el exceso de plaquetas aumenta el riesgo de complicaciones
tromboembdlicas durante la gestacion y el posparto (Miyasaka y Miura, 2017).

El Eculizumab entra en la categoria de riesgo C para el embarazo, es decir, el
riego no esta descartado (Hill et al., 2017). Pero a pesar de esto, se demostro en
distintos ensayos que el tratamiento con el anticuerpo en mujeres embarazadas, prevenia
las complicaciones de la enfermedad y reducia los sintomas. Y es por ello, que hoy en
dia, las mujeres con HPN estan mas dispuestas a la maternidad (Hallstensen et al.,
2015).

El principal inconveniente que se ha observado hasta ahora, es que el intervalo
entre las dosis de Eculizumab se ha tenido que disminuir en algunos casos
(“pharmacokinetic breakthrough”). Esto puede deberse al incremento de los factores del
complemento y de la dilucion del farmaco, debido al mayor volumen de plasma que
tienen las embarazadas. Por ello, es necesario monitorizar la enfermedad a fin de ajustar
la dosis y/o los intervalos entre las perfusiones (Notaro y Risitano, 2017 y Hill et al.,
2017).

En cuanto al riesgo de los neonatos, un estudio de Hallstensen et al. (2015),
demostrd que el tratamiento durante la gestacion con Eculizumab no comprometia el

sistema del complemento de los neonatos, ya que este era funcional.

Otro estudio de Miyasaka y Miura (2017) determin6 que no se podia descartar
completamente la contaminacion de la sangre materna, a pesar de ser poco probable ya
que la concentracion era bastante menor a la del nivel terapéutico. Hasta ahora, tampoco
se ha detectado el anticuerpo en muestras de leche materna. Es importante destacar que
no se han obtenido anomalias 0 eventos adversos en neonatos cuyas madres han
recibido el tratamiento con el anticuerpo, incluso en el primer trimestre. Y sobre la base
de estos datos, la mayoria de los hematdlogos concuerdan en que el beneficio del
Eculizumab en las mujeres embarazadas supera los riesgos potenciales del
medicamento, pero es necesaria una discusion exhaustiva con el paciente y el obstetra
(Miyasaka y Miura, 2017 y Hill et al., 2017).

No obstante, ain hay muy pocos datos clinicos disponibles, por lo que se aconseja
un seguimiento a largo plazo tanto del feto como de la madre, y seria recomendable
seguir estudiando casos de pacientes.
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5. CONCLUSIONES

Finalmente, tras la realizacion de la revisién bibliografica, podemos establecer las

siguientes conclusiones:

1. Es importante promover la investigacion de enfermedades raras, a pesar
de su baja incidencia, muchas conllevan un gran riesgo de mortalidad y suponen

un gran impacto en la vida del paciente, como es el caso de la HPN.

2. Debe continuar la investigacion de los mecanismos de expansion del clon
HPN, para poder establecer cual/es de todos ellos son los correctos, y poder
reducir la probabilidad de la expansion, limitando asi el desarrollo de la
enfermedad.

3. Es de vital importancia el conocimiento de la gran variabilidad de
manifestaciones clinicas, para poder detectar la enfermedad. Por lo que seria
recomendable transmitir toda la informacién disponible a la poblacién, asi como a
los profesionales de la salud, con el fin de diagnosticarla a tiempo. Debido al
dificil diagnostico es probable que haya muchos casos aun sin diagnosticar, lo que
supone un aumento en el riesgo de complicaciones y en la mortalidad de los

pacientes.

4. Aunque hasta ahora los hematdlogos hayan recomendado el uso del
Eculizumab en el embarazo con HPN, se debe seguir realizando investigaciones y

registrar casos para intentar reducir el riesgo del tratamiento en el futuro.

5. Y por ultimo, es necesario seguir investigando nuevas terapias, que
puedan suponer una mejora de la calidad de vida y una disminucion del riesgo

mortal, con un menor coste, y un menor riesgo para el paciente.
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