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Resumen
La HPN es una enfermedad clonal adquirida, no ma-
ligna, que se origina por mutación del gen PIGA en 
una célula progenitora hematopoyética, lo que de-
termina la ausencia total o parcial de múltiples pro-
teínas que se unen a la membrana a través del ancla 
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Nuevas estrategias 
de análisis y nuevas moléculas permiten una mayor 
sensibilidad en la detección de clones pequeños. 
Nuestro objetivo fue estudiar la incidencia de clones 
HPN por CFM en distintos centros del país y des-
tacar la ventaja de protocolos estandarizados, con 

nuevas moléculas, en la detección de clones HPN 
al diagnóstico. Para ello se analizaron 832 muestras 
de sangre periférica (SP) pertenecientes a pacientes 
de 8 laboratorios de distintos puntos geográficos, del 
año 2013 al 2017, que habían sido evaluados para 
la identificación de clones HPN por citometría de 
flujo. Los clones HPN fueron identificados y cuan-
tificados en la población de neutrófilos y monoci-
tos según la expresión de moléculas ancladas por 
GPI como CD14, CD66b, CD24, CD157, CD16 y 
FLAER y en los glóbulos rojos (GR) según la ex-
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presión de CD59. Se evaluaron 832 muestras, en 
189 (22,72%) se hallaron clones HPN. Los diagnós-
ticos presuntivos fueron de: HPN en 279 muestras 
(33,53%), aplasia medular en 73 (8,77%), citope-
nias en 131 (15,75%), trombosis en lugares atípicos 
en 83 (9,98%), anemias en 170 (20,43%) y en 96 
muestras no se especificó el diagnóstico (11,54%). 
Los clones más pequeños (≤10%) representaron el 
8,65% de las muestras (72/832) y fueron hallados 
con mayor frecuencia en pacientes con sospecha 
diagnóstica de aplasia medular (36,11%), citopenias 
(25,00%), y HPN (22,22%). Los clones medianos 
(>10%-≤50%), detectados en 3,85% de las mues-
tras (32/832), tuvieron principalmente sospecha 
de HPN. Los clones >50%, -10,22% de las mues-
tras (85/832)- se encontraron fundamentalmente 
en HPN. Se observó un aumento en el número de 
pesquisas en pacientes con diferentes citopenias con 
respecto a años anteriores, con hallazgos de clones 
pequeños, gracias a los nuevos protocolos, que mos-
traron mayor sensibilidad y especificidad. En cuanto 
a la gestión del proceso de comunicación entre mé-
dico-bioquímico, se destaca una disminución en el 
porcentaje de pacientes que venían sin diagnóstico 
(41% al 2013, a 11,54% al 2017). Esto ayuda en la 
interpretación de los resultados y en el conocimien-
to de la enfermedad.

Abstract
Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is a 
non-malignant acquired clonal disease caused by a 
mutation in the PIGA gene of hematopoietic stem 
cells, which causes a total or partial absence of 
GPI anchored proteins in the cell membrane. New 
analytic strategies and new molecules allow an in-
creased sensibility to detect of small PNH clones. 
Our aim was to study the incidence of PNH clones 
using MFC in different centres around the country 
and to highlight the advantages of standardized pro-
tocols using new molecules in the detection and di-
agnosis of PNH clones. To do this, 832 peripheral 
blood (PB) samples that had been scanned for PNH 
clones using flow cytometry (from 2013 until 2017) 
from 8 laboratories in different geographical areas 
of the country were analysed. PNH clones were 
identified and quantified in neutrophils and mono-
cytes based on the partial or total expression absence 
of GPI anchored proteins such as CD14, CD66b, 
CD24, CD157, CD16 and FLAER, and in red blood 

cells (RBC) based on the absence of CD59. PNH 
clones were found in 189 (22.72%) of the 832 sam-
ples tested. Clinical suspicions were: PNH in 279 
samples (33.53%), marrow aplasia in 73 (8.77%), 
cytopenia in 131 (15.75%), thrombosis of atypical 
location in 83 (9.98%), anemia in 170 (20,43%) and 
96 without diagnosis (11.54%). The smallest clones 
(≤10%), detected in 8.65% of the samples (72/832), 
were found to have a larger incidence in patients 
with clinical suspicion of: bone marrow aplasia 
(36.11%), cytopenias (25.00%) and PNH (22.22%). 
Medium clones, >10-≤50, 3.85% of the samples 
(32/832), were found to have a larger incidence in 
samples with clinical suspicion of PNH. The clones 
>50, 10.22% of the samples (85/832), were found 
mostly in PNH. An increase in the number of pos-
itive results by detection of small clones was ob-
served in patients with different cytopenias thanks 
to the new protocols, showing a higher sensibility 
and specificity. Regarding the management of the 
doctor-biochemist communication process, in the 
last 4 years a considerable improvement reporting 
patient information was observed. The percentage 
of patients without a diagnosis decreased drastically 
(from 41% in 2013 to 11.54% in 2017). This is of 
significant help in the interpretation of results and in 
gaining a better understanding of the disease.

Introducción
La hemoglobinuria paroxística nocturna (HPN) es 
una enfermedad poco frecuente, no maligna, origi-
nada por un trastorno clonal adquirido de la célula 
precursora hematopoyética causado por una muta-
ción somática en el gen fosfatidilinositolglucano 
clase A (PIGA). Este gen codifica una proteína in-
volucrada en la síntesis de glicosilfosfatidilinositol 
(GPI), que sirve como anclaje a muchas proteínas de 
la membrana celular. La expresión parcial o ausen-
cia de estas proteínas, unidas a la membrana celular 
a través del ancla GPI, provoca, entre otras cosas, 
un aumento de la sensibilidad a la destrucción ce-
lular mediada por el complemento(1,2), causando la 
anemia hemolítica característica de esta enferme-
dad. La HPN es una enfermedad sistémica que pue-
de involucrar a varios órganos, como hígado, riñón, 
pulmón, sistema nervioso central y/o corazón, y se 
caracteriza principalmente por hemólisis intravas-
cular, trombosis y falla medular(3,4). La citometría de 
flujo multiparamétrica (CFM) es el método de elec-
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ción para el diagnóstico de la enfermedad, ya que 
permite identificar y cuantificar clones HPN con alta 
sensibilidad, evaluando la expresión de las proteí-
nas ancladas al GPI en poblaciones de neutrófilos, 
monocitos y glóbulos rojos aun en pacientes asin-
tomáticos(5,6). En la actualidad, varias guías interna-
cionales recomiendan el estudio de clones HPN por 
citometría de flujo en pacientes que presentan he-
mólisis intravascular, trombosis en sitios inusuales, 
citopenias idiopáticas y pacientes con aplasia medu-
lar o con mielodisplasia hipoplásica(3,7-9,13).
El objetivo de este trabajo fue estudiar la prevalen-
cia de clones HPN por CFM en nuestro país y des-
tacar la ventaja de protocolos estandarizados, con 
nuevas moléculas, en la detección de clones HPN 
al diagnóstico.

Material y métodos
Se analizaron 832 muestras de sangre periférica (SP) 
pertenecientes a pacientes con criterios clínicos para 
HPN y que fueron evaluados en 8 laboratorios de 
distintos puntos geográficos del país desde el 2013 
a la fecha. Las muestras de sangre periférica fueron 
recolectadas en EDTA y estudiadas dentro de las 24 
hs. En el estudio por CFM se utilizaron citómetros 
de 3, 4 u 8 canales (FACSCan, FACS Calibur, FACS 
CantoII de Becton Dickinson) y se analizaron los 
datos con los programas Paint-a-Gate o Infinicyt.
Para el estudio de glóbulos blancos (GB) se realizó 
una inmunomarcación directa con paneles de anti-
cuerpos monoclonales que permiten la identifica-
ción de las poblaciones de neutrófilos y monocitos 
(CD45, CD15, CD33, CD64) combinados con an-

ticuerpos monoclonales que identifican moléculas 
ancladas por GPI (CD157, CD14, CD24, CD66b, 
CD16) y FLAER (molécula que se une directamente 
al GPI). Luego de una incubación de 15 minutos en 
oscuridad, los eritrocitos fueron lisados con FACS-
Lysis. Previo a la adquisición, se realizó un lavado 
con PBS/Albúmina.
Los glóbulos rojos (GR) se evaluaron por inmuno-
marcación directa utilizando un panel de anticuer-
pos monoclonales. Glicoforina A FITC (CD235A) 
para identificar la población de GR y CD59PE (clon 
MEM-43) para evaluar el clon HPN. Luego de la 
incubación de 15 minutos en oscuridad, se realiza-
ron dos lavados con PBS, sin albúmina, previo a la 
adquisición.
Para considerar positivo el hallazgo de un clon HPN 
se tomaron criterios internacionales(13): hallazgo de 
2 o más poblaciones con ausencia total o parcial de 
2 o más moléculas ancladas por GPI, o ausencia to-
tal o parcial de expresión de FLAER.

Resultados
De las 832 muestras estudiadas, 189 presentaron clo-
nes HPN, con una prevalencia del 22,72%. Las sos-
pechas diagnósticas, según los datos enviados por 
los médicos en la solicitud de estudio, fueron: 279 
HPN (33,53%), 73 aplasia medular (8,77%), 131 ci-
topenias (15,75%), 83 trombosis en lugares atípicos 
(9,98%), 170 anemias (20,43%), 96 sin diagnóstico 
(11,54%). La evaluación del tamaño del clon (≤10, 
>10-≤50 y >50) con las diferentes sospechas diag-
nósticas registradas se muestran en la tabla 1.

Tabla 1

Rangos Aplasias Citopenias Anemias HPN SD Trombosis Total

≤10 26 (36,11%) 18 (25,00%) 7 (9,72%) 16 (22,22%) 3 (4,17%) 2 (2,78%) 72 (8,65%)

>10-≤50 4 (12,50%) 3 (9,38%) 4 (12,50%) 19 (59,38%) 2 (6,24%) 0 (0%) 32(3,85%)

>50 7 (8,24%) 5 (5,88%) 8 (9,40%) 58 (68,24%) 6 (7,06%) 1 (1,18%) 85(10,22%)

SD: sin diagnóstico
Prevalencia de clones <10%
Los clones HPN más pequeños (≤10%) se registra-
ron en el 8,65% de las muestras (72/832) y fueron 
hallados, con mayor frecuencia, en pacientes con 
sospecha diagnóstica de aplasia medular (36,11%), 
citopenias (25,00%) y HPN (22,22%) (Figura 1).

Prevalencia de clones >10 y ≤50 %
Clones HPN con un tamaño entre 10% y 50% se 

identificaron en el 3,85% de las muestras (32/832). 
Fueron más frecuentes en las muestras de pacientes 
con sospecha de HPN (59,38%) (Figura 2).

Prevalencia de clones >50%
Los clones HPN de mayor tamaño (>50%) se iden-
tificaron en un 10,22% de las muestras evaluadas 
(85/832). El 68,24% de las muestras correspondie-
ron a pacientes con HPN (Figura 3).
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Discusión
La HPN es una enfermedad clonal poco frecuente 
con manifestaciones clínicas variadas y multisisté-
micas. Algunos individuos pueden presentar sínto-
mas leves, sin embargo otros pacientes tienen un 
gran deterioro en su calidad de vida y/o compromi-
sos graves que pueden causarle la muerte. En los úl-

timos años se han desarrollado importantes avances, 
tanto en el manejo terapéutico de esta enfermedad 
con el bloqueo del complemento (que disminuyen 
el riesgo de complicaciones graves y mejoran la 
calidad de vida(10)), como a nivel diagnóstico y de 
seguimiento con el aporte de la citometría de flujo 
multiparamétrica(13) que permite el uso de técnicas 
de alta sensibilidad para la identificación de clones 
muy pequeños en pacientes asintomáticos o con pa-
tologías hematológicas asociadas como la anemia 
aplásica y la mielodisplasia(11,12).
En nuestro estudio la prevalencia de clones HPN 
positivos fue del 22,72%. Nosotros observamos un 
aumento en el número de pesquisas en pacientes 
con diferentes citopenias, con hallazgos de clones 
pequeños, gracias a los nuevos protocolos estanda-
rizados y a la incorporación de nuevas moléculas 
como CD157 (ectoenzima que pertenece a la fami-
lia de CD38) y FLAER (variante de la proaerolisina 
conjugada con fluorescencia con capacidad de unión 
a GPI) que muestran una mayor sensibilidad y es-
pecificidad. En cuanto a la gestión del proceso de 
comunicación entre médico y bioquímico, se des-
taca una mejora en el suministro de datos en estos 
últimos 4 años, ya que se vio una disminución en el 
porcentaje de pacientes que venían sin diagnóstico 
(41% al 2013, 11,54% al 2017). Esto ayuda en la in-
terpretación de los resultados y en el conocimiento 
de la enfermedad.
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