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Resumen

La Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna (HPN) se
caracteriza por hemdlisis intravascular crénica mediada
por complemento. Cuando se produce la hemolisis se
libera a circulacion Anhidrasa Carbonica- I (AC-I), una
enzima que se halla en alta concentracién en el eritrocito
y por su bajo peso molecular filtra por el glomérulo. EI
objetivo del presente trabajo fue detectar la excrecion de
la AC-I en orina de pacientes con HPN por Electroforesis
Bidimensional de Utilidad Clinica (2D UC), y compararla
con otras causas de hemodlisis, de origen renal y post-
renal. Se evaluaron 8 pacientes con HPN sin tratamiento
con eculizumab un inhibidor del C5 del complemento,
y 5 de ellos postratamiento, 12 orinas de pacientes con
nefritis lipica y 10 orinas de pacientes con hemolisis post-
renal. La AC-I puede estar presente en la orina, en los tres
grupos, sin embargo la relacion AC-I/Hemoglobina en la
hemodlisis intravascular esta invertida en comparacion
con la hemolisis glomerular y post-renal. Los pacientes
con HPN tratados con eculizumab no presentan AC-I,
y seria de utilidad en el sequimiento de los pacientes
tratados con el inhibidor del C5, para evidenciar posibles
escapes hemoliticos.

Palabras claves. Anhidrasa Carbénica, Hemoglobinuria
Paroxistica Nocturna, Hemdlisis intravascular.
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Peroxysmal Nocturnal
Hemoglobinuria: the role of
urinary carbonic anhydrase-I in
intravascular haemolysis

Summary

Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria (PNH) is
characterized by chronic complement mediated
haemolysis. In these conditions it might be expected
that carbonic anhydrase-I (AC-I) would be liberated
into the plasma and excreted in the urine, by its high
concentration in the erythrocyte and low molecular
weight. The objective of the present study was to detect the
urinary excretion of AC-I from patients with PNH by two-
dimensional clinical utility electrophoresis (2D UC) and
to compare it with other causes of renal and post-renal
haemolysis. We evaluated 8 patients with PNH without
eculizumab, a complement CS inhibitor, 5 of them post-
treatment, 12 urine of patients with lupus nephritis and
10 urine of patients with post-renal hemolysis. AC-I may
be present in the urine, in all three groups, however, the
AC-I/Haemoglobin ratio in intravascular haemolysis
is reversed compared to glomerular and post-renal
haemolysis. Patients with PNH treated with eculizumab
do not have AC-I and would be useful in monitoring
patients treated with the CS inhibitor to evidence possible
haemolytic leaks.

Key words. Carbonic Anhydrase, Paroxysmal Nocturnal
Hemoglobinuria, Intravascular Haemolysis.
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Introduccion

En la hemodlisis intra o extravascular, la hemog-
lobina (Hb) se une a la haptoglobina formando un
complejo irreversible, que es capturado por el higado
y el bazo para prevenir la pérdida de hierro a nivel
renal, y la accién prooxidante de la Hb.* Cuando la
capacidad de unién de la haptoglobina se satura, la
Hb libre se disocia en dimero de Hb que atraviesa la
barrera de filtraciéon glomerular y la Hb es incorpo-
rada a través de los receptores megalina y cubilina
en un proceso saturable en el tubulo proximal.*

La anhidrasa carbénica I (AC-I) es una metaloen-
zima que cataliza la hidratacién reversible del diéxi-
do de carbono a bicarbonato, y se encuentra dentro
del eritrocito en alta concentracién, y su relacién con
la Hb Al es de aproximadamente 1 a 100, (12mg
AC /g de hemoglobina).® Su peso molecular es de 30
KDaq,® por lo tanto la AC-I libre atraviesa la barrera
de filtracién glomerular y, si su concentracién se en-
cuentra elevada en circulacion, se observara en la
orina una proteinuria por sobrecarga, como el caso
de otras proteinas de bajo peso molecular como la
mioglobina, Hb, lisozima, cadenas livianas mono-
clonales de inmunoglobulinas, cuyo sitio catabodlico
es el rifién. La deteccién de AC-I en orina ha sido re-
conocida como marcadora de hemdlisis intravascu-
lar, a través de un método de evaluaciéon que media
la actividad enzimatica.” La hemdlisis intravascular
ocurre en los pacientes con Hemoglobinuria Paroxis-
tica Nocturna (HPN), la cual se ha logrado inhibir
con el uso del anticuerpo monoclonal eculizumab,
que bloquea la formacién del complejo de ataque de
membrana del complemento.®

Este trabajo plantea la deteccién de la AC-I en
orina de pacientes con HPN por el método de Elec-
troforesis Bidimensional de Utilidad Clinica (2D UC),
a los efectos de comparar su hallazgo con otros in-
dicadores y con otras causas de hemolisis, de origen
glomerular y post-renal.

Materiales y métodos

Muestras

Se estudiaron 8 orinas de pacientes con HPN
como causa prerenal de hemoglobinuria, 12 pacien-
tes que presentaban Lupus Eritematoso Sistémico
(LES), como causa renal, y como causa post-renal: 6
orinas de pacientes provenientes del servicio de uro-
logia y 4 pacientes con infeccién urinaria.

Criterios de inclusion

La toma de muestra de las orinas con:

- HPN se realizé a los pacientes que estaban sin
tratamiento con eculizumab.

- LES se realizé a los pacientes que presentaban
microhematuria dismérfica y solicitud de pun-
cioén biopsia renal (PBR).

- Hematuria Post-renal proveniente de la sala de

urologia con sonda vesical y del laboratorio cen-
tral con sedimento urinario compatible con in-
feccién urinaria.

Procedimiento analitico

Se procesé la primera orina de la mafiana de los
pacientes con HPN, LES y de 4 pacientes con infec-
cién urinaria, y se tom6 una muestra, a media ma-
fiana, de sonda vesical de los pacientes internados
en urologia. Se evaluaron los perfiles proteicos por
2D UC.

Los datos de los pacientes y resultados de deter-
minaciones del laboratorio clinico y de las biopsias
renales se registraron de las historias clinicas de los
mismos.

Electroforesis Bidimensional para Uso Clini-
co (2D UC)

Primera dimension: Acetato de celulosa gelati-
nizado (Cellogel-Biosystem), buffer veronal pH 8.6;
Fi 0,05 (Helena).

Segunda dimensién: Mini protean 3 System Bio-
Rad, gel de poliacrilamida en condiciones desnatu-
ralizantes con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al
12,5 % de concentracién final. Buffer de corrida con-
tinua Tris glicina con SDS y coloracién argéntica.’ 1°

Método de identificacion de proteinas

Espectrometria de masa (EM): Se procesé 1 spot
coloreado con tincién argéntica y un blanco del mis-
mo gel. Se digiri6 in gel utilizando tripsina como en-
zima proteolitica. El extractivo de cada una de las
muestras fue sometido a andlisis en el Espectrometro
de Masas tipo MALDI-TOF-TOF, modelo 4800 plus
de ABSciex, origen Concord, Canada. Los datos se
obtuvieron primeramente en Modo Reflectron y pos-
teriormente se realiz6 la fragmentacion de las sena-
les mas importantes. Se utilizé el programa Mascot
PMF para la identificacién de las proteinas a través
de las masas moleculares de los péptidos (M+H").
Para el andlisis de los espectros EM/EM se utilizé el
programa MS/MS Ion Search de Mascot y el programa
Paragon de Protein Pilot.

Resultados

Identificacion de la Anhidrasa Carbonica-I
en orina

A partir del hallazgo de una proteina desconoci-
da en la 2D UC realizada en la orina de un paciente
con HPN (Figura 1), se identificé por EM la Anhi-
drasa Carbdnica (Tabla 1), con posibilidad de ser de
tipo I o II, ambas se encuentran dentro del glébulo
rojo, por lo tanto se procedié a realizar la lisis in vitro
de los eritrocitos de un paciente normal y posterior
electroforesis 2D UC para comparar las movilidades
electroforéticas, la cual correspondié a ser la anhi-
drasa carbénica de tipo I (Figura 2).

Se realizé por duplicado una curva del lisado
de los eritrocitos in vitro a partir de una solucién
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Figura 1. Electroforesis 2D UC de la orina de un pa-  Tabla 1. Péptidos Identificados por EM de la Anhidrasa
ciente con HPN. Abreviaturas: P: muestra del paciente, ~ Carboénica de mayor confiablidad.
Oct: Orina control tubular; ambas en una dimension.

Alb: Albumina, AC: Anhidrasa Carbénica. Secuencia Ubicacion m/z
Sera dimension GGPFSDSYR 82-90 985,43
ESISVSSEQLAQFR 215-228 1580,79

de 15 g/L de Hb, para establecer la relacién normal
en la hemodlisis, entre la Hb Al y la AC-], en el gel de
poliacrilamida con la coloracién argéntica (Figura 3).
Segun bibliografia la relaciéon es 12 mg AC/g Hb.’
A partir de la dilucién 2, la muestra no presenta color
rosado (la dilucién se efectué en una muestra de orina
normal) y la dilucién 7 correspondié a la tira reactiva
Roche Combur 2+ (25 eritrocitos/ul) que aproxima-

Segunda dimensién

]

Figura 2. Electroforesis 2D UC de la lisis de los eritrocitos de un paciente normal. Abreviaturas: A1: Hemoglobina
Al, A2: Hemoglobina A2, Hb: Hemoglobina, AC-I: Anhidrasa Carbénica I, AC-II: Anhidrasa Carbénica II. Oct: Orina
control tubular.
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Figura 3. Diluciones al medio del lisado de eritrocitos, (a partir de una concentracion de hemoglobina de 0,15 g/L)
en gel de poliacrilamida al 12,5% (SDS-PAGE). Abreviaturas: AC: Anhidrasa Carbénica, Hb: Hemoglobina, oct: orina
control tubular.
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damente corresponderia a 4 mg/L de hemoglobina,
dicha concentracidn se encuentra entre las diluciones
6y 7 del SDS-PAGE y no se observa la AC.

Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna
(HPN)

Se realizé la electroforesis 2D UC de 8 pacientes
con HPN sin tratamiento y en 5 de ellos pre y postra-
tamiento con eculizumab, un anticuerpo monoclo-
nal dirigido contra la proteina C5 del complemento,
que inhibe la formacién del complejo de membrana,
reduciendo la hem6lisis intravascular.® En las Tablas
2 (a-e) se presentan los datos de los pacientes y en las
Figuras 4 (a-e) las respectivas electroforesis 2D UC.

En la Tabla 2a y en la Figura 4a se observan los
pacientes MAE y GAR. La AC del paciente MAE fue
la identificada por EM y a partir de alli se recono-

Tabla 2a. Datos del paciente MAE y GAR.

Paciente MAE GAR GAR
Fecha 03/05/2011 | 21/09/2009 | 24/11/2011
Edad (afios) 40 24 26
Eculizumab NO NO Sl

Bili ind (0,2-0,9 mg/d)) 13 17 2,1
LDH (100-200 UIL) 2.161 3.247 603

Hb libre (2-7 mg/d)) - 35 4.2
Haptoglobina menor de 8 menor de 8 menor de 8
(30-140 mgy/di)

Cr sérica 0,65 0,61 0,61
(0,5-1,2 mg/dl)

2D

AC-1 Sl Sl NO

Hb NO NO NO

ci6 en el resto de las orinas de los pacientes. En el
paciente GAR se observa la desaparicion de la AC-I
postratamiento.

El paciente RAM, de sexo masculino, no presenta
criterios para ser tratado con eculizumab. Posee una
comunicacién interauricular (CIA), que en el afio
2012 se intensifica, acompanada de sintomas aso-
ciados como orina oscura, palpitaciones y disnea. En
la Tabla 2b se observa el aumento del perfil proteico,
incluyendo la AC-I, que disminuyen en el afio 2013,
donde en agosto se cierra la CIA por parche con Am-
platzer.

El paciente MON de sexo femenino, fue incluido
en el estudio aunque estaba medicado, porque no
respondia al tratamiento con eculizumab, por una
variante génica del C5,!! y se observa una marcada
hemoglobina con AC-I.

El Paciente MEL, en febrero del 2013 present6
malestar abdominal, infeccién en una muela con
supuracion e infeccién urinaria, y recibié tratamien-
to con antibidtico. El aumento de la hemdlisis se in-
terpreté como escape hemolitico por infeccién y se
observa en orina el aumento de la AC-I (Figura 4d,
posicién 3).

El paciente BOT presenta dolor abdominal, lum-
bar y de flanco derecho con una franca hematuria
al interrumpir el tratamiento con el eculizumab, por
falta de provisién. En la orina se observa un marca-
do aumento de la hemoglobina y de la AC-1.

La orina del paciente BEH, una semana después
de comenzar el tratamiento con eculizumab, mues-
tra una disminucién de todas las proteinas, no solo
de hemoglobina y de la AC-I, sino también de la al-
bumina y de la alfa 1 microglobulina (Tabla 2e y
Figura 4e).

Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

Se realizé biopsia renal a 12 pacientes con LES y
manifestaciones renales de hematuria y/o proteinu-
ria, todos presentaron en la microscopia éptica del
sedimento urinario, microhematuria dismérfica, y
en la Tabla 3 se observan los datos de los mismos y
los resultados de la puncién.

Figura 4a. Electroforesis 2D UC de los pacientes MAE y GAR. Correspondientes a las fechas de la Tabla 2a.

AC-|

MAE

GAR GAR
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Tabla 2b. Datos del paciente RAM.

Paciente RAM (1) RAM (2) RAM (3) RAM (4)
Fecha 03/10/2011 02/09/2012 02/10/2013 16/05/2014
Edad (afios) 53 54 55 56
Eculizumab NO NO NO NO

Bili ind (0,2-0,9 mg/d) 0,6 11 1,0 0,7
LDH (100-200 UIL) 2.561 2.360 2.455 1.786
Hb libre (2-7 mg/dI) 16 18,5 14 10,5
Haptoglobina (30-140 mg/dl) Menor a 8 Menor a 8 Menor a 8 Menor a 8
Cr sérica (0,5-1,2 mg/dl) 0,81 0,84 0,85 0,92
2D

AC-1 Sl Sl Sl S

Hb NO NO NO NO

Figura 4b. Electroforesis 2D UC del paciente RAM. Correspondientes a las fechas de la Tabla 2b.
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Tabla 2c. Datos del paciente QUI y MON.

Paciente Qul MON
Fecha 05/01/2012 02/03/2012
Edad (afios) 53 36
Eculizumab NO s

Bili ind (0,2-0,9 mg/dl) 0,7 11
LDH (100-200 UI/L) 1.399 4.750
Hb libre (2-7 mg/dl) 15,4 45
Haptoglobina (30-140 mg/dl) menor de 8 menor de 8
Cr sérica (0,5-1,2 mg/dl) 0,71 0,58
2D

AC-1 Sl Sl

Hb NO sl

Figura 4c. Electroforesis 2D UC de los pacientes QUI y MON. Correspondientes a las fechas de la Tabla 2c.
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Tabla 2d. Datos del paciente MEL.

Paciente MEL (1) MEL (2) MEL (3) MEL (4)
Fecha 13/09/2012 16/11/2012 22/02/2013 05/04/2013
Edad (afios) 22 22 23 24
Eculizumab NO s Si Si

Bili ind (0,2-0,9 mg/dl) 1,7 1,3 2,2 11
LDH (100-200 UIL) 4.899 3.099 451 380

Hb libre (2-7 mg/dl) 46 2,6 14 3,2
Haptoglobina (30-140 mg/dl) menor de 8 menor de 8 menor de 8 menor de 8
Cr sérica (0,5-1,2 mg/dl) 0,52 0,49 0,46 0,50
2D

AC-1 Sl NO Sl Sl

Hb NO NO NO NO

Figura 4d. Electroforesis 2D UC del paciente MEL el dia 1, sin tratamiento. Electroforesis en una dimension en
SDS-PAGE de las orinas correspondientes a los dias 1, 2, 3 y 4 de la Tabla 2d. Orinas 2, 3 y 4 con tratamiento con
eculizumab.

2D UC MEL 1

Tabla 2e. Datos del paciente BOT y BEH.

Paciente BOT BEH (1) BEH (2)
Fecha 21/03/2012 08/02/2013 15/02/2013
Edad (afios) 49 48 48
Eculizumab NO NO Si

Bili ind (0,2-0,9 mg/dl) 5,8 3.1 2,1
LDH (100-200 UIL) 3.274 1.0037 2.559
Hb libre (2-7 mg/dl) 68 68 14,4
Haptoglobina (30-140 mg/dl) menor de 8 menor de 8 menor de 8
Cr sérica (0,5-1,2 mg/dl) 0,89 0,84 0,78
2D

AC-1 Si Si Sl

Hb Si Si S (leve)

Figura 4e. Electroforesis 2D UC de los pacientes BOT y BHE (1 y 2). Orinas correspondientes a la Tabla 2e. Abrevia-
turas: Hb: hemoglobina, AC-I: Anhidrasa carbonica I, Alfa 1 micro: Alfa 1 microglobulina.
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Tabla 3. Pacientes con Nefritis Lupica diagnosticado por Biopsia Renal.

Identif. Edad Clearance Proteinuria | Microhematuria Presencia Presencia | Glomérulos | Diagnéstico de la
paciente | (afios) | de creatinina | (g/24 hs) (Erit. por campo) AC-I Orina Hb Orina en obleas | Puncion Biopsia Renal
(ml/min) 2DUC 2DUC (%)

7 18 128 0,78 Si sl 0 Nefritis Lupica clase IV-G
(A

9 33 96 1,2 50-60 S Sl 0 Nefritis Lupica clase IV-G
(A/C) 13/24,3/12

13 34 56 3,7 15-20 Si Si 9,3 Nefritis Lupica clase IV-S
(A/C) 13/24,3/12

32 30 22 2,46 0-2 s NO 79,2 Nefritis Lupica IV-G (A/C)
1/24,7/12

33 49 136 0,14 30-50 NO NO 15,4 Nefritis LUpica mesangial
clase Il

Actividad 2-24,
cronicidad 2-12

37 31 174 neg 2-3 NO NO 0 Nefritis Lupica focal clase
II'a
Actividad 2/24, cronicidad
2/12

39 18 102 Vestigios 15-20 NO NO 53 Nefritis Lupica clase Ill
Actividad 2-24, cronicidad
4-12

40 4 80 5,50 5-10 S sl 23,1 Nefritis Lipica clase IV-S
(A/C) y membranosa (Clase
V) 8/24,3/12

4 39 52 3,0 4-8 Si sl 0 Nefritis Lapica clase IV-S
(A/C) 14/24,2/12

48 23 136 3,0 10-20 Si sl 0 Nefritis Lapica clase Il
(A/C); 7/24,3/12

50 30 124 2,2 NO NO 18 Nefritis Lupica cale IV (A/C)
5/24; 4/12

53 37 94 0,92 30-40 NO NO 0 Nefritis Lupica clase Ill (C)

Figura 5. Electroforesis 2D UC de orinas de pacientes con Nefritis Lupica. Abreviaturas: AC-I: Anhidrasa carbonica-I,
Hb: Hemoglobina.
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Paralelamente se realizaron las electroforesis de
las orinas por 2D UC, en las que se observé la AC-I
y la hemoglobina conjuntamente. En la Figura 5 se
observan las electroforesis 2D UC de los pacientes
con Nefritis Lupica.

Hematuria Post-renal

Realizamos la electroforesis 2D UC a 4 orinas de
pacientes con infeccién urinaria (A, B, Cy D)y 6
orinas provenientes del servicio de urologia de pa-
cientes con sonda vesical. El aspecto de las orinas se
observa en la Tabla 4.

Tabla 4. Orinas con infeccién urinaria (A, B, Cy D) y
provenientes del servicio de urologia (1, 2, 3, 4, 5y 6).
Aspecto de la orina y tira reactiva de hemoglobina Roche
Combur (Hb).

ORINAS ASPECTO Tira reactiva Hb
A Rojo Abundante
B Amarillo claro Regular

C Amarillo claro Abundante
D Amarillo claro Abundante
1 Amarillo claro Vestigios
2 Amarillo claro Abundante
3 Rosado + Abundante
4 Rosado ++ Abundante
5 Rojo Abundante
6 Rojo Abundante

En las orinas de los pacientes con hemolisis post-
renal, puede observarse solamente Hb, y en caso en
que se observe la AC-I en la orina, coexiste con una
abundante hemoglobinuria, en relacién AC-I/Hb
como en la hemolisis in vitro (Figuras 6 y 7).

Discusion y conclusiones

La AC-I fue detectada en la orina de los pacien-
tes con HPN (hemdlisis intravascular) por la técni-
ca de Electroforesis Bidimensional 2D UC, aun en
aquellas orinas donde no se observa hemoglobina,
o la misma estd presente en muy baja concentra-
cién. Si se compara con la hemolisis que se produce
en el glomérulo de los pacientes con LES, las orinas
también presentan AC-I, sin embargo estd acom-
pafiada por la presencia de hemoglobina, debido a
que se lisa el glébulo rojo en el glomérulo y la Hb
es captada parcialmente por la Haptoglobina (Hp)
por su corta permanencia, por lo tanto la Hb libre
filtra en una relacién mas préxima con la AC-I, en
contraste con la hemolisis post-renal, donde la AC-I
solo se observa en caso de una abundante hemog-
lobinuria y expone una relacién AC-I/Hb similar a
la producida in vitro como se observa en el esquema
de la Figura 8.

Los pacientes con HPN que recibieron tratamien-
to con eculizumab disminuyeron los parametros de
hemdlisis, asi como la presencia de AC-I en orina. El
dosaje de Hp continua disminuido luego del trata-
miento porque persiste la hemdlisis extravascular.
Al disminuir la hemdlisis, no solo baja la Hb y la
AC-I en orina, sino también el resto de las proteinas
que estaban aumentadas, como la albiumina y la
alfa 1 microglobulina, en el lapso de una semana
(paciente BEH), suponiendo una inhibicién en la
reabsorcion de las proteinas por competencia. En
el paciente MEL es de consideracién el aumento de
la AC-I en orina frente a un escape hemolitico por
infeccion, evidenciando la utilidad de la AC-I en el
seguimiento del paciente en tratamiento.

Figura 6. Electroforesis 2D UC de orinas de pacientes con infeccién urinaria.
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Figura 7. Electroforesis 2D UC de orinas de pacientes con sonda vesical provenientes del servicio de urologia.
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Figura 8. Esquema representativo del SDS-PAGE de los diferentes patrones cualitativos de la relacion AC I/Hb. A) Re-
lacion normal dentro del eritrocito in vitro. B) Posibles patrones en HPN. C) Posible patrén en LES. D) Posibles patrones
en hemdlisis post-renal. Abreviaturas: HPN: Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna, LES: Lupus Eritematoso Sistémico.
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En las orinas de los pacientes lipicos con mi- En los pacientes con Hb por causa post-renal, la
crohematuria dismoérfica, se observa la presencia orina Ay 5, que presentan una franca macrohema-
simultdnea de ambas proteinas, la AC-Iy la Hb, y  turia, se observa la relacién AC-I/Hb, semejante a
la intensidad de las mismas en la electroforesis 2D  la hemolisis in vitro (Figura 2). Es de interés obser-
UC no correlaciona con el numero de eritrocitos por ~ var el aporte de otras proteinas plasmaticas de alta
campo observado en el sedimento urinario (Tabla 3).  concentracién, como la albumina y la inmunoglo-
En un trabajo anterior, se discutieron los perfiles uri-  bulina G en dichas orinas, las cuales mantienen una
narios en distintas glomerulopatias.'? relacion con la hemoglobina acorde a la presente
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en sangre entera, por lo tanto es claramente dife-
renciable de los paciente 1, 2, 4 y 6, con sonda ve-
sical y compromiso renal. Esto es importante desde
el punto de vista del andlisis del laboratorio frente
a la presencia simultdnea de Hb y albuminuria al
momento de informar el origen de la proteinuria, ya
que la albumina podria ser de origen glomerular o
una contaminacion plasmatica post-renal.

En los casos 2 y 3 de hemoglobinuria post-renal,
con baja concentracién de hemoglobina, no se ob-
serva la AC-I. Si hubiese sido de causa renal, con
dicho nivel de hemoglobina, se observaria la AC-I
como en los pacientes con nefritis lupica: 7, 41 y 48.

La relaciéon aumentada AC-I/Hb en los pacientes
con HPN, obtenida por la Electroforesis Bidimensio-
nal, permitié caracterizar la hem6lisis intravascular
en dichos pacientes, siendo diferenciable de las cau-
sas de hemoglobinuria renal y post-renal. Ademas,
la AC-I podria ser de utilidad para evaluar posibles
“escapes hemoliticos” durante el tratamiento con
eculizumab.
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