Prueba para el monitoreo del tratamiento
con eculizumab en pacientes con
hemoglobinuria paroxistica nocturna

Test to monitor treatment with eculizumab in patients with
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
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Introduccion y fundamento

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es
una enfermedad clonal, adquirida y poco frecuente,
causada por una mutacién somatica en el gen PIG-A
que se encuentra en el cromosoma X y codifica para
una proteina involucrada en la sintesis del glicosil-
fosfatidilinositol (GPI). Esta estructura sirve como
anclaje de muchas proteinas de la membrana celular,
entre ellas, aquéllas que inhiben la lisis celular por ac-
cién del complemento. Las de mayor relevancia cli-
nica son: factor acelerador de la degradacion (DAE
CD55), que inhibe la C3 convertasa, y el inhibidor
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de la lisis reactiva de la membrana (MIRL, CD59) ,
que bloquea la formacion del complejo de ataque a la
membrana (MAC). La ausencia de estas proteinas de-
sarrolla una anemia hemolitica crénica intravascular.
El diagndstico de esta enfermedad se puede realizar
con diferentes metodologias, las mas utilizadas son la
citometria de flujo (gold standard) y el test de HAM.

El fundamento de esta ultima prueba se basa en
la susceptibilidad de los eritrocitos HPN a la lisis
frente a suero humano acidificado, tanto normal
(tubo 2) como del paciente (tubo 6). Esta prueba se
considera positiva y es diagndstica cuando hay lisis
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en ambos tubos. El gran avance en el tratamiento de
esta enfermedad se debe al eculizumab, anticuerpo
monoclonal dirigido contra la fracciéon C5 del com-
plemento, que impide la formacién del MAC (com-
plejo de ataque a membrana).

Para monitorizar la respuesta al tratamiento con
eculizumab se disefid un test hemolitico al que de-
nominamos test MET (Test para el Monitoreo de
Eculizumab).

Caracteristicas preanaliticas y analiticas

MET se realizan en muestras de sangre periférica an-
ticoagulada con EDTA y suero fresco de los pacientes
en tratamiento con eculizumab. Se procesa a la par un
paciente voluntario sano en las mismas condiciones.
Los sueros deben ser separados del paquete globular
inmediatamente después de recogida de sangre.

Se debe utilizar el suero fresco normal ABO compa-
tible con la sangre del paciente.

Los globulos rojos se lavan tres veces con NaCl 9,0
g/L y luego se diluyen al 50% en solucién salina.

Se utilizan diferentes controles:

(a) muestras de suero no acidificado de controles
sanos y de pacientes con glébulos rojos HPN (RB-
CPNH) (para descartar causas inespecificas de lisis).
(b) muestras de suero con complemento inactivado
(30 minutos a 56°C) de controles sanos y de pacien-
tes contra RBCPNH (para confirmar que la causa de
la lisis fue por la accién del complemento).

(c) suero normal no acidificado y suero acidificado
frente a glébulos rojos normales (como control nor-
mal).

Se preparan una bateria de ocho tubos (llamados 1,
2,2,3,4,5,6y6') (Tabla 1):

Los tubos 1, 2y 2' contienen 500 pL de suero normal
con 50 uL de RBCPNH al 50%; los tubos 3 y 4 500 pL
de suero normal con 50 uL de glébulos rojos norma-
les al 50%; y los tubos 5, 6 y 6' 500 pL de suero de los
pacientes con 50 uL de RBCPNH al 50%.

A los tubos 2, 2,4, 6 y 6' se les ailaden 50 pL de HCI
0,2 N (previa a la adicién de sus respectivos glébulos
rojos). Los tubos se incuban a 37°C por 1 hora, luego
se centrifugan por 5 minutos a 2500 rpm, para luego
poder observar la presencia o ausencia de lisis en el
sobrenadante.

El desempeno de la droga se monitorea durante la
fase de mantenimiento, a partir de la semana 5 de
tratamiento, tras la administracion de 900 mg de
eculizumab los dias 2, 8, 12 y 14 y luego cada 14 dias
para un total de 6 meses. Las muestras para la prue-
ba MET deben ser obtenidas antes de la infusion in-
travenosa siguiente.

Valores de referencia

En pacientes que reciben eculizumab podemos en-
contrar los siguientes resultados:

(a) positivo: RBCPNH lisis con suero normal aci-
dificado y con suero acidificado del paciente. Esto
indicaria que eculizumab no esta bloqueando la via
alternativa del complemento, y es un paciente que
no responde (Figura 1).

(b) perfil de bloqueo: RBCPNH lisis con suero acidifi-
cado normal y ausencia de lisis con suero acidificado
del paciente tratado. Esto indicaria que eculizumab es-
tarfa bloqueando la via alternativa del complemento,
y es un paciente respondedor (Figura 2).

(c) negativo: ausencia de lisis RBCPNH con ambos
sueros (Figura 3).

Tabla 1. Protocolo. Test para el monitoreo de eculizumab.

Tubos 1 2 3 4 5 6
Suero normal 500 500 500 500 | - | ------
(ul)
Suero paciente | ------ | --—-- - - 500 500
(ul)
CIHO2N | - 50 -—-- 50 [ ----- 50
(ul)
GR 50% paciente 50 50 - - 50 50
GR50% normal | - | - 50 50 | oo | e
Cl2Mg 10 10 10 10 10 10
250 mM (pl)

*Tubos 2’y 6": contienen suero inactivado a 56°C.
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Utilidad clinica

La técnica de eleccion para el diagndstico de HPN
es la citometria de flujo. Por su alta sensibilidad per-
mite detectar y cuantificar clones pequefios <1%
(pacientes con sindrome de insuficiencia medular).
Esta metodologia no sirve para reflejar lo que sucede
con el eculizumab, por lo que no permite diferenciar
pacientes respondedores de refractarios.

La prueba MET demostrd ser una técnica funcional
util para monitorear la accién de dicho tratamiento,
ya que permite evaluar el bloqueo de la via alternativa
del sistema del complemento en pacientes con HPN.

LABORATORIO

Es una metodologia sencilla, accesible y econémica
que se puede utilizar para:

(a) controlar la eficacia del tratamiento con eculizu-
mab.

(b) monitorear la respuesta al aumento de la dosis
de eculizumab.

(c) detectar pacientes que son refractarios al trata-
miento.

El monitoreo con MET permite asi ajustar las dosis
y/o los intervalos de administracion de la droga para
una mejor respuesta terapéutica.

Figura 1. Test de HAM positivo: resultado observado en pacientes con HPN, previo al tratamiento con
eculizumab.

Figura 2. Test de HAM perfil bloqueo. Resultado observado en pacientes post tratamiento con eculizumab.
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Figura 3. Test de HAM negativo
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