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RESUMEN

La hemoglobinuria paroxistica nocturna es una anemia hemolitica mixta porque
existe alteracion dentro del globulo rojo dado por anomalias en los fosfolipidos
(dafio intracorpuscular) lo que hace a esta célula hematica ser mas sensible a la
accion del complemento(componente extracorpuscular) y disminuye notablemente
la sobrevida del glébulo rojo. En la médula dsea de estos pacientes concomita un
clon normal de células progenitoras produciendo hematies sin alteraciones con
sobrevida adecuada y un clon anormal que genera hematies funcionalmente
dafiados. Esta es la causa por lo que en la ldmina periférica puede observarse una
doble poblacidon de hematies. Se invoca como agente causal una mutacién somatica
en el gen PIG-A que se encuentra en el cromosoma X y codifica una proteina
involucrada en la sintesis del glicosilfosfatidilinositol, el cual le sirve como anclaje a
muchas proteinas de la membrana celular. Las alteraciones clinicas mas frecuentes
estdn dadas por la disminucion de la hemoglobina y las manifestaciones
tromboticas que no son poco frecuentes. Se presenta entre el 12 y el 40 % de los
pacientes y constituye el mayor factor prondstico negativo en esta enfermedad.
Hasta la fecha actual no existe un tratamiento efectivo, el trasplante de médula

0sea es el Unico tratamiento con intencién curativa que puede ofrecerse a los



enfermos con hemoglobinuria paroxistica nocturna, pero sigue siendo un arma

terapéutica controversial por sus conocidos riesgos.

DeCS: Antigenos Cd55; anemia aplasica; hemoglobinuria paroxistica; antigenos

Cd59; Trasplante de médula ésea/método; eritrocitos; inositol; anemia hemolitica

ABSTRACT

The paroxysmal nocturnal hemoglobinuria is a mixed hemolytic anemia because
there is alteration inside the red blood cell given by anomalies in the phospholipids
(intracorpuscular damage) what does to this hematic cell to be more sensitive to
the action of the complement (extracorpuscular component) and notably diminishes
the survival of the red blood cell. In the bone marrow of these patients concomit a
normal clone of progenitor cells producing red blood cells without alterations with
adequated survival and an abnormal clone that generates red blood cells
functionally damaged. This is the cause for which in the peripheral lamina can be
observed a double population of red blood cells. It is invoked as causal agent a
somatic mutation in the PIG-A gene that is found in the X chromosome and codifies
a protein involved in the synthesis of the glycosylphosphatidilinositol, which serves
as anchorage to a lot of proteins of the cell membrane. The most frequent clinical
alterations are given by the decrease of the hemoglobin and thrombotic
demonstrations that are not little frequent. It is presented between the 12 and the
40 % of patients and constitutes the negative prognostic major factor in this
disease. To date there is not an effective treatment, the bone marrow transplant is
the only treatment with curative intention that can be offered to the sickperson with
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria, but continues being a controversial

therapeutic tool by its known risks.

DeCS: Antigens CD55; anemia aplastic; hemoglobinuria paroxysmal; antigens
CD59; bone marrow trasplantation/methods; erythrocytes; inositol; anemia

hemolytic



INTRODUCCION

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es una enfermedad inicialmente
englobada en el grupo de las anemias hemoliticas adquiridas por la sensibilidad de
los hematies a la lisis mediada por complemento. *

La HPN, también conocida como sindrome de Marchiafava-Micheli, es una
enfermedad adquirida y clonal del stem cell hematopoyético con la consiguiente
produccion de células sanguineas defectuosas. > 3

Fue descrita inicialmente por William Gull en 1866, en Londres Inglaterra a quien le
corresponde el mérito de haber descrito que el pigmento excretado en orina no
correspondia a globulos rojos (GR). En 1882 Paul Striibing comunicé la siguiente
descripcion de la HPN. Stribing describi6 la asociacion entre la hemoglobinuria y el
ejercicio fisico; propuso que la anormalidad residia en los GR, que al circular por los
rifiones sufrian hemdlisis y describié la asociacion entre la administracion de hierro
y la crisis de hemolisis. EIl nombre de HPN fue establecido en 1928 por Enneking. En
1911, Hijmans-van den Bergh demostré que la acidificacién de sueros normales o
de pacientes con HPN, inducia lisis en los GR de pacientes con HPN. Sin embargo,
fueron las observaciones de Thomas Hale Ham en 1937, que le permitieron
proponer que el defecto de los GR en la HPN consistia en una mayor susceptibilidad
a la lisis por el complemento (C'). Pangburn y el grupo de Nicholson-Weller en
1983, describieron que en la HPN existe disminucidon cuantitativa del factor que
acelera la degradacion de las convertasas del C' fijadas a la membrana (DAF =
«decay accelerating factor», o CD55). En 1987 y 1988, Zalman y Blaas,
respectivamente describen la deficiencia en estas células de la proteina fijadora del
C8 (C8bp) o factor homdlogo de restricciéon (HRF). 2

En 1989 Holguin demuestra que los GR-HPN III eran defectuosos en la proteina
reguladora de la fraccion C5-9, el inhibidor de membrana de la lisis reactiva o
CD59. En 1992, Mahoney y Hirose y su grupo demuestran que en la HPN la sintesis
del glucosilfosfatidil inositol (PIG) era defectuosa, lo que en su turno impedia se
anclaran las proteinas antes descritas. Estudios realizados por Takeda en la
Universidad de Osaka Japdn, y publicados en 1993 permitieron clonar el gen del
PIG (gen PIG-A) e identificaron en la HPN una mutacidon somatica que ocasionaba la
pérdida de la funcion del gen PIG-A. En la actualidad se postula que la clona de
HPN emerge como defensa a algun factor externo o interno que inhiba la
hematopoyesis normal, pero incapaz de inhibir las células hematopoyéticas

deficientes en las proteinas ancladas en el PIG. *



Epidemiologia

La HPN es una enfermedad poco frecuente, su tasa anual de incidencia se
desconoce. Se estima que sea de 5 a 10 veces menor que la de la anemia aplastica.
> Afecta a los dos sexos y aparece a cualquier edad, aunque es mas frecuente en
adultos del sexo femenino. El diagnodstico se realiza generalmente entre la tercera y
quinta décadas de la vida, pero también se observa en nifios adolescentes y
ancianos. Aunque no se registra predisposicion familiar ni racial, se describe con
mayor frecuencia en algunos paises asiaticos como Tailandia, Japon y en el Lejano

6

Oriente, ° similar a lo que sucede con la anemia aplastica. En Europa es mas

frecuente en el sexo femenino, mientras que en Asia en el sexo masculino. La HPN
ha sido asociada en ocasiones con agentes infecciosos y quimicos. % ¢’

El mecanismo de la hemodlisis parece ser la activacion incontrolada del
complemento en la superficie de los glébulos rojos anormales por la marcada
reduccidén o ausencia de proteinas de membrana reguladoras que protegen a la
célula contra la lisis mediada por complemento. & Estas proteinas tienen estructuras
fisicoquimicas, distribucion y funcion diferentes, pero emplean un sistema comun
de anclaje a la membrana plasmatica, el GPI, hecho que ofrece una clave relevante
acerca de la naturaleza del defecto basico de la HPN. Esto no explica el mecanismo
mediante el cual el clon HPN prolifera. % % 1°

En la fisiopatologia de la HPN coexisten dos factores: el fallo de la médula dsea
normal, con una mutacion somatica del gen PIG-A. Cuando ambos factores ocurren
en el mismo individuo, el clon HPN puede proliferar y el cuadro clinico de la
enfermedad se hace evidente. Esta es la llamada teoria de la patogénesis dual para
el desarrollo de la HPN. Este clon anormal puede tener alguna ventaja proliferativa
sobre el clon de células normales y hacerse dominante en la médula de estos
pacientes. % 11/ 12

Para explicar la teoria de la patogénesis dual se ha planteado la hipétesis de que el
fallo de la médula 6sea favorece el desarrollo del clon HPN, el cual se expande
como resultado de una seleccién negativa contra el stem cell hematopoyético
normal. En consecuencia, la mayoria de la hematopoyesis consistird en células
deficientes en proteinas ligadas al GPI.

Otra hipdtesis para explicar como el clon HPN se expande y desplaza a la
hematopoyesis normal, es la teoria de la ventaja relativa del crecimiento o teoria de
escape, la cual se basa en el concepto de que la expansién del clon HPN depende
de la existencia de uno o mas factores ambientales adicionales externos, los cuales
ejercen una presion selectiva a favor del clon HPN. Uno de estos factores podria ser

una injuria a las células hematopoyéticas normales, lo cual salva a las células HPN



anormales. Se supone que la injuria a la hematopoyesis ocurre a través del
mecanismo del GPI. % °

Esta ventaja relativa de crecimiento del clon HPN con la consecuente expansién de
las células GPI negativas, ocurre cuando existe un fallo de la médula désea; en
ausencia de este, el clon no se expande y permanece dificil de detectar, por lo cual
se plantea que el desarrollo de la HPN esta condicionado al fallo de la médula dsea.
2

Defecto en la biosintesis del glicosilfosfatidilinositol (GPI)

La biosintesis del GPI es defectuosa, debido a una mutacidon somatica en el gen
PIG-A localizado al final del brazo corto del cromosoma X. 1013

En un mismo paciente pueden existir dos o mas clones como resultado de
diferentes mutaciones del gen PIG-A. Mas de 100 mutaciones del gen PIG-A han
sido descritas en pacientes afectados de HPN, la mayoria son deleciones pequefias
o inserciones. ?

Estas alteraciones en el gen PIG-A afectan sélo a las células somaticas,
especificamente a las células hematopoyéticas y no se han identificado en células
germinales, por lo que se trata de una alteracién adquirida, no hereditaria. *

Este defecto bioquimico en la sintesis de la molécula de anclaje, es la causa de la
disminucién o ausencia de la expresion de proteinas de membrana en todas las
células hematopoyéticas anormales, al no poderse fijar a la superficie de las
mismas. La desaparicion de la expresion de estas proteinas por ausencia de GPI,
torna a las células muy susceptibles a la accidn litica del complemento. 2
Deficiencia de la expresion de las proteinas de membrana

Los primeros defectos observados en la superficie de las células sanguineas
maduras en esta enfermedad fueron la disminucién de la acetil colinesterasa en los
hematies y de |la fosfatasa alcalina en los leucocitos. En la actualidad ya son mas de
20 las proteinas de membrana cuya expresion se ha encontrado disminuida o
ausente, pero sélo tienen trascendencia clinica. ' 2

La ausencia de tres proteinas en la membrana del hematie CD55 o decay
accelerating factor (DAF) que previene la formacion de C3 convertasa; CD59 o
inhibidor de la lisis reactiva de membrana [MIRL] que bloquea la unién de C9 al
complejo C5b-C8 y C8 binding protein [C8bp], que junto con CD59 regula la
activacion de los ultimos componentes del complemento) haria que los hematies
fueran lisados en presencia de complemento. El déficit congénito de CD55 (fenotipo
Inab), asi como el bloqueo de CD55 mediante anticuerpos monoclonales se asocian
con escasas alteraciones en el metabolismo del complemento y no se asocian con
hemdlisis significativa. Sin embargo, el déficit homocigoto de CD59 se asocia con

una sensibilidad a la lisis mediada por complemento idéntica a la de los pacientes



con HPN; la inhibicion funcional de CD59 se asocia con una sensibilidad aumentada
a la accioén litica del complemento y la restauracién de los niveles de CD59 en las
células HPN les hace resistentes a la accién del complemento. Es, por tanto, el
déficit de CD59 el que determina fundamentalmente las manifestaciones
hemoliticas en los pacientes con HPN. !

El CD16 (receptor Fc g IIIa) es una proteina que se expresa en la superficie de los
neutrdéfilos, se une con la porcidon Fc de la molécula de IgG, preparandolos para la
fagocitosis. En los neutroéfilos, el mayor receptor de IgG es el Fc d RIIla unido a la
membrana por el GPI, el cual estd ausente en los neutréfilos en la HPN, lo que
puede contribuir a la susceptibilidad de estos pacientes a las infecciones.

El receptor activador del plasmindégeno tipo uroquinasa (uPAR), se une con la
enzima proteolitica uroquinasa que activa el plasmindégeno a plasmina e inicia la
fibrindlisis, la cual se ve seriamente afectada cuando esta proteina se encuentra
muy disminuida o ausente, favoreciendo los fenédmenos trombdticos.

El CDw52 (Campath-1), localizado en linfocitos, monocitos y neufrélitos, es el
responsable de la activacion linfocitaria T por la via CD2. La reaccion de este
antigeno, que resulta ser una proteina de membrana, con Ac anti CD52, da lugar a
la activacion del complemento, y por lo tanto, a la lisis de la célula. Esto ha
permitido el uso de este anticuerpo para la deplecién linfocitaria en las
enfermedades autoinmunes, los linfomas y en la enfermedad injerto contra
hospedero. Esta molécula estd ausente en las células HPN. 2

La expresion clinica de la enfermedad depende del tipo de proteina de membrana
que falta y del grado de la alteraciéon de su funcién. 2

Sensibilidad a la lisis mediada por complemento

La hemolisis de la HPN deriva de una alteracidn intrinseca de los glébulos rojos. °
En los pacientes con HPN, la sobrevida de las células indemnes es normal, mientras
gue la de las células comprometidas se acorta. La destruccidon de los eritrocitos es
prematura, porque son muy susceptibles a la lisis mediada por complemento. 2

La sensibilidad de todos los glébulos rojos no es igual. Por medio de test especiales
in Vitro que cuantifican la sensibilidad del eritrocito a la lisis mediada por el
complemento pueden ser identificados tres fenotipos diferentes de eritrocitos HPN.
HPN I: caracterizado por sensibilidad normal o casi normal al complemento.

HPN II: Con ausencia parcial de CD 59, es de sensibilidad intermedia, de tres a
cinco veces mayor que en las células normales.

HPN III: Con ausencia completa de CD 59, es de 15 a 20 veces mas susceptible a la
lisis.

Los eritrocitos HPN III pueden dividirse en dos grupos, Illa y IIIb, de los cuales el

primero es el mas sensible a la lisis por complemento. El 78 % de los pacientes con



HPN exhiben una mezcla de células HPN I y III.30. Esto constituye lo que se
denomina mosaisismo fenotipico, descrito por Rosse y Dacie en 1966 y confirmado
en 1973. L #1*

Manifestaciones clinicas

La proporcién de eritrocitos anormales en sangre determina la severidad de la
enfermedad.

El término hemoglobinuria paroxistica nocturna es inadecuado, porque sélo
menciona un aspecto de la enfermedad, que se comprueba en menos de la cuarta
parte de los individuos. El comienzo de la HPN suele ser insidioso y la evolucion
tiende a ser prolongada y variable. %3

El paciente refiere astenia, coloracion amarillenta de la piel. Las crisis leves pueden
pasar inadvertidas, pero las mas serias pueden provocar dolor subesternal, lumbar
o abdominal, somnolencia, malestar general, fiebre y cefaleas, dolor abdominal a
tipo cdlico.

El patron «clasico» de HPN se caracteriza por episodios de hemolisis intravascular y
hemoglobinuaria, que ocurren sobre todo asociados con el suefio y con una
periocidad irregular. Los episodios de hemdlisis clinica se han asociado con las
infecciones, la menstruacion, la administracion de medicamentos (por ejemplo sales
de hierro), transfusiones, operaciones, ejercicio intenso o vacunaciones. **” En la
mayoria de los pacientes no se observa el cuadro tipico, sino hemdlisis
intravascular crénica sin patrén nocturno definido, que puede cursar con: % 3 1°
Anemia hemolitica: su intensidad depende de la proporcion de eritrocitos
anormales, anormalidad de las células (fenotipos) y el grado de activacion del
complemento.

Trombosis: es una de las complicaciones mas temidas. Se presenta alrededor del
40 % de los pacientes y junto a los episodios hemorragicos son responsables del 50
% de la mortalidad. La mayoria son intraabdominales (hepaticas y mesentéricas).
Tienen forma subclinica, solo detectable por ecografia, y aguda con dolor intenso en

hipocondrio derecho, hepatomegalia, ascitis e ictericia. ** !®

Defecto hematopoyetico: pancitopenia * * 2°

Infecciones: por defectos cualitativos y cuantitativos de leucocitos, con disminucion
de la expresion de proteinas conjuntamente con el fallo de médula dsea que se
produce.

Formas clinicas de presentacion:

Anemia ferripriva rebelde a tratamiento

Aplasia medular

Anemia hemolitica

Sindrome dismielopoyético. >



Examen fisico

En este tipo de paciente encontramos palidez con ictericia o coloracidon bronceada
superpuesta, esplenomegalia moderada y en ocasiones hepatomegalia de ligera a
moderada. El resto del examen fisico es normal. % *°

Diagnéstico de laboratorio ! 2

-Hemoglobina inferior a 50 60 g/L

-Hematocrito por debajo de las cifras consideradas como normales

-Lamina periférica: macrocitosis, policromatofilia, microcitosis e hipocromia si
déficit de hierro. Puede observarse una doble poblacién de hematies. Leucopenia,
neutropenia y trombocitopenia.

-Conteo de reticulocitos: por encima de 20 x 10 3

-Hierro sérico: marcadamente disminuido

-Orina: Es frecuente encontrar hemoglobinuria y hemosiderinuria.

-Bilirrubina no conjugada: aumentada

-Haptoglobina: disminuida

-LDH: elevada

-Fosfatasa alcalina leucocitaria: Disminuida o ausente.

-Médula dsea: hiperplasia eritroide o hipoplasia o aplasia global. En muchos casos
la celularidad es normal. Azul de prusia negativo.

-Cultivo de médula ésea: Disminucidén de los precursores eritroides y mieloides,
incluso en ausencia de pancitopenia.

Pruebas seroldgicas:

Detectan la sensibilidad de los gldbulos rojos a la lisis mediada por concentraciones
minimas de complemento. Varias de estas técnicas dependen de la activacion de la
via alternativa del complemento.

Prueba de Ham ' % 2!

También denominada prueba de hemodlisis acida ya que el complemento es activado
por acidificacién del suero del paciente a un pH de 6,2. Mide la susceptibilidad de
los eritrocitos HPN. Las células normales no se lisan. La prueba es especifica.

Falsos positivos en anemia diseritropoyética congenita tipo II o HEMPAS (Hereditary
erytroblastic multtinuclearity positive acidified serum lysis test)

Falsos negativos por errores en la técnica o por el bajo porcentaje de hematies
patolégicos circulantes por la hemdlisis o por la transfusion de concentrados de

hematies. 1" % 2!

Prueba de la sucrosa % %2
La base de esta prueba es la fijacion del complemento mediante la disminucion de
la potencia idnica del medio ambiente, que provoca la hemdlisis exagerada de los

eritrocitos HPN. Este examen es sensible, pero poco especifico.



Falsos positivos: metaplasia mieloide agnogénica.
Prueba de la trombina (/test/ de Crosby) ! % %2

Es mas sensible, pero menos especifica que la de Ham. Estd basada en el
incremento de la hemolisis que tiene lugar cuando se aflade trombina a las células
suspendidas en suero acidificado.

Deteccidon de la mutacion del gen GPI A en el cromosoma Xq a través de técnicas
de biologia molecular como el PCR. 3

Deteccidon de anticuerpos monoclonales y citometria de flujo: se analiza el defecto
molecular en los leucocitos, hematies y plaquetas y se cuantifica el déficit de
moléculas unidas a la membrana por GFI utilizando anticuerpos monoclonales. Es
un método muy sensible y especifico.

Estudios de medicina nuclear: eritroferrocinética en la hemoglobinuria paroxistica
nocturna.

Patron compatible con anemia hemolitica.

Patron compatible con eritropoyesis ineficaz.

Patron compatible con aplasia o hipoplasia medular.

Se demuestra la existencia de dos poblaciones de hematies, una normal y otra
anormal, y hemodlisis precoz. (Esta ultima por la ruptura e incorporacion del hierro
al hematie antes del décimo dia). % 2% %°

Es la Unica anemia hemolitica que cursa con hierro sérico disminuido y hierro en
orina aumentado.

Pronostico

Es una enfermedad cronica con una sobrevida media de 10 a 15 afios.
Aproximadamente el 25 % de los pacientes sobreviven 25 afios o0 mas después del
diagnoéstico. ’ La causa mayor de morbilidad y mortalidad son las trombosis y las
infecciones. 1'% %°

Tratamiento

Con excepcion del trasplante de médula ésea ninguno se considera apropiado.
Desde el punto de vista practico es principalmente sintomatico, y los pilares
fundamentales son:

Correccion de la anemia: consiste principalmente en terapia de soporte, incluyendo
tratamiento con hierro y acido fdlico, asi como transfusion de hemoderivados.
Cuando se administra hierro puede desencadenarse un episodio hemolitico debido
al aumento de produccién de células de la clona HPN. Algunos autores previenen
este fendmeno mediante la administraciéon simultdanea de prednisona o por
supresion de la eritropoyesis mediante la transfusion de concentrados de hematies.
El efecto neto de la administracion de hierro es beneficioso, disminuyendo los

requerimientos transfusionales.



La transfusidon de hemoderivados, especialmente de hematies, es a menudo
necesaria. Aunque se ha recomendado la utilizacion de hematies lavados para
evitar el complemento del plasma, existe evidencia de que la transfusion de
concentrados de hematies sin lavar no aumenta significativamente la incidencia de
hemdlisis. !

Tratamiento y prevencion de los fendmenos tromboticos.

El uso de agentes fibrinoliticos (estreptoquinasa, uroquinasa, r-tPA) debe
considerarse en pacientes con trombosis de grandes vasos si el trombo tiene menos
de 3-4 dias de evolucién y no hay contraindicaciones. En los pacientes con
sindrome de Budd-Chiari este manejo puede disminuir considerablemente la
aparicién de complicaciones a largo plazo. Sin embargo, la fibrindlisis debe
emplearse con precaucién en fendmenos de trombosis venosa cerebral debido a la
posibilidad de hemorragia a dicho nivel.

El siguiente paso en el manejo de la trombosis consiste en la instauracién de
tratamiento con heparina sédica. En raros casos, el empleo de heparina se ha
relacionado con activacion del complemento y agravamiento o desencadenamiento
de episodios hemoliticos. La administracion de prednisona podria utilizarse en la
fase aguda ya que la activacion del complemento puede estar implicada en el
desarrollo de los episodios trombaticos.

Uso de los anticoagulantes orales durante al menos seis meses después del primer
episodio, se recomienda en las recurrencias la anticoagulacion indefinida. Este
tratamiento no resulta completamente efectivo en la prevencion de nuevos
fendmenos trombdticos. *

Las situaciones de alto riesgo como inmovilizacion, infeccion o cirugia se asocian
con una elevada incidencia de trombosis, por lo que se aconseja la profilaxis
mediante la administraciéon de heparina de bajo peso molecular.

Modificaciéon de la hematopoyesis

Tres formas de modificar la hematopoyesis se han utilizado en esta enfermedad: la
estimulacion, la inhibicién linfocitaria, y el trasplante de médula 6sea (TMO).

Los andrégenos pueden estimular la hematopoyesis en algunos pacientes. Los
compuestos mas utilizados son el Danazol, la fluoximesterona y la oximetalona.
Recientemente se han utilizado citoquinas recombinantes como la eritropoyetina y
el factor estimulador de colonias granulociticas (CSF-G), los que generalmente son
poco efectivos y dificiles de administrar.

Globulina antitimocitica: corrigiéndose la citopenia en el 70 % de los casos,
principalmente de la trombocitopenia.

El TMO es el Unico tratamiento con intencion curativa que puede ofrecerse a los

enfermos con HPN. Dadas las implicaciones de esta modalidad terapéutica debe



tenerse en cuenta que con el tiempo pueden disminuir las complicaciones y un 10
%-20 % de los pacientes pueden remitir clinica y analiticamente.

Los candidatos para TMO generalmente son aquellos pacientes con hipoplasia
medular intensa o con complicaciones trombéticas importantes que conllevan un
mal prondstico para la supervivencia del enfermo o los que comienzan en la
infancia dado su mal prondstico y la menor mortalidad del trasplante.

Finalmente y tras la clonacién del gen pig-a responsable de la alteracion en la clona
HPN, la terapia génica parece desempefiar un importante papel, aunque es
necesario considerar que el mecanismo que posibilita la expansién de la clona de

células HPN no es del todo conocido. !
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