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RESUMEN

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es la traduccién cli-
nica de una ateracion de las células hematol6gicas, cuya etiopatogenia
ha sido desconocida hasta hace relativamente poco tiempo. Intentamos
resumir los aspectos mas relevantes del proceso, y definir las caracteris-
ticas patogénicas, responsables de las manifestaciones clinicas de la
enfermedad.
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ABSTRACT

Paroxysmal Nocturnal Haemoglobinuria (PNH) is a clinical mani -
festation of an haemathology cell disease, whose etiology has been unk -
nown for many years. We try to resume the most relevant facts of this
entity and to define the pathogenesis which is responsible of the clinical
manifestations of the disease.
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INTRODUCCION

La HPN ha sido considerada una anemia hemolitica de
causa intracorpuscular y predominio intravascular. Pero, hoy
en dia, se sabe que es algo mucho més complejo y se incluye
dentro de los procesos denominados “panmielopatias clona-
les’ (1). Se trata de un defecto adquirido de la célula madre
pluripotencial de lamédula 6sea, que se transmitiraalas célu-
las que de ella desciendan, dando lugar al clon anormal carac-
teristico de la entidad. Este clon puede surgir de una médula
previamente dafiada (o que es mas comun, ya que es frecuen-
te que se asocie a otros trastornos de células pluripotenciales)
0 de unamédula normal (es decir, cariotipo normal) (2). Apa-
rece principalmente en adultos jovenesy afectando por igua a
ambos sexos, con una incidencia aproximada de 1/100.000.
Hasta hace pocos afios, los conocimientos sobre la patogenia
de la HPN eran muy limitados. Pero, durante ese tiempo, se
han descrito los mecanismos de activacion y regulacion del
complemento, las bases moleculares para explicar la exagera-
da sensibilidad al complemento de las célulasdelaHPN y se
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ha identificado la mutacion genética responsable. Todo este
desarrollo ha permitido sentar |a base patogénica del proceso.

ETIOLOGIA Y PATOGENIA

El trastorno basico de laHPN (responsable de la hemdlisis
intravascular caracteristica) es la excesiva sensibilidad de las
células hematol gicas al complemento. Pero, ¢cudl es su base
patogénica? Las células en la HPN carecen de sustancias
“protectoras’ capaces de inhibir la accion del complemento,
por 1o que incluso activaciones fisioldgicas del mismo (tanto
por viaclésica como por viaalternativa) producen lalisisdela
membrana celular. Esas proteinas, encargadas de inactivar €l
complemento, se fijan ala membrana a través de una “molé
culade anclgie’, [lamada glucosilfosfatidilinositol (GPI), que
seinserta sobre la superficie celular. EnlaHPN no se produce
lasintesis de GPI, por lo que éste no se “ancla’ en las células
hematol dgicas, dando lugar a una membranaanormal (Fig. 1).
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Fig. 1. Estructura molecular del GPI.

Todo €ello es debido a una mutacién adquirida en € gen
encargado de codificar unaenzima (parece ser unaproteinade
lafamilia de las glucosiltransferasas, pero ain no ha sido ais-
lada), que es esencia en uno de los primeros pasos de la bio-
sintesis de la molécula GPI (3): es el gen glucosilfosfatidili-
nositol de la clase A (PIG-A=phosphatidylinositol glycan
class A), localizado en €l brazo corto del cromosoma X (Xp
22.1) en humanos (4).

La estructura molecular del GPI consiste en una molécula
de fosfatidilinositol (Pl), que es la parte que se inserta en la
bicapa lipidica de la superficie celular, y un nicleo glicano
(que consiste en una molécula de N-glucosamina, 3 moléculas
de manosay 1 de etanolamina). La manosa terminal esla que
expone la amina, que reaccionara con el grupo carboxilo ter-
minal de la proteina que se unira a este receptor (Fig. 2).

El GPI es sintetizado en el reticulo endoplasmico y pro-
ductos de a menos 3 genes estan involucrados. A través de
estudios radiol 6gicos del gen SPT 14 de las levaduras (que se
considera que tiene un 45% de homologia respecto a gen
PIG-A humano), se ha comprobado que la N-acetilglucosami-
na no se incorpora a receptor. Esto parece indicar que el
papel de la proteina PIG-A estransferir € azlicar a inositol.

En un intento de explicar totalmente la anormalidad de la
cual resulta este sindrome, se han descrito las mutaciones
somaticas producidas en la HPN y han surgido varios mode-
los, que pretenden dar una explicacion:

1. Lamayor parte son defectos debidos a la adicién u omi-
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Fig. 2. Estructura de la membrana eritrocitaria. Algunas proteinas de
membrana estan unidas a la bicapa por proteinas transmembrana
especificas, mientras que otras estan ancladas a través de moléculas
de GPI. En pacientes con HPN, los eritrocitos pierden las proteinas
ancladas a GPI que protegerian a las células del complemento.

sion de 1, 2 o més nucledtidos. Este gen no codificaria ningu-
na proteina, 1o que apoya el hecho de que la anormalidad mas
comun delas células en laHPN seala carenciatotal de GPI.
2. Las mutaciones identificadas (donde una base es susti-
tuida por otra) producirén proteinas menos efectivas en labio-
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sintesis del receptor GPI, por lo que las células tendran nive-
les intermediarios de proteinas ancladas al GPI.

3. Con algunas excepciones, |as mutaciones son Unicas.

4. En un nimero significativo de pacientes se han encon-
trado muchos clones (5). Se supone que es debido a mutacio-
nes somaticas adicionales, dando lugar a subclones del clon
original, o que sugiere que estos sujetos tienen marcada ten-
dencia alas mutaciones.

5. Se han encontrado mutaciones no significativas, que
pueden funcionar parareducir, pero no abolir, la transcripcién
del gen PIG-A.

6. En los genotipos, solo se ha encontrado un polimorfis-
mo aislado (sustitucién de arginina por triptéfano en el locus
19).

7. En un solo caso, existian dos mutaciones en el mismo
aelo.

8. Los defectos observados tanto en la HPN procedente de
anemia aplasica, como en los que no proceden de ésta, son
similares.

9. No ha habido diferencias entre los tipos de defectos
encontrados en diferentes partes del mundo (hay mas delecio-
nes y adiciones de bases en la poblacién tailandesa que en la
japonesa, pero no es llamativo).

No estaclaro si € defecto en € gen PIG-A de las células
hematol égicas es condicién suficiente para la manifestacion
del proceso. Pero, lo que si esté claro, es que ese defecto del
gen PIG-A es €l trastorno principal.

A partir de estos descubrimientos, se han iniciado un serie
de investigaciones para determinar cudles son las proteinas
deficientes en estos pacientes (2). Las primeras alteraciones
gue se encontraron fueron la ausencia de dos enzimas:

—Fosfatasa alcalina leucocitaria: fue la primera anorma-
lidad bioguimica descrita. Esta también disminuida en las
células de la leucemia mieloide cronica (LMC), pero algunos
hechos marcan la diferencia

1. En la HPN una proporcion de neutréfilos parece no
tener enzimay el resto parece tener cantidades normales. En
laLMC todas las células tienen un grado variable de deficien-
cia

2. Lacantidad de RNAm que codificalafosfatasa alcalina
en los granulocitos de la HPN, estd normal mente aumentada,
mientras que en la LMC esta marcadamente disminuida, indi-
cando que la razon de la deficiencia es diferente en ambos
trastornos.

—Acetilcolinesterasa eritrocitica: e grado de deficiencia
de la enzima estaba directamente relacionado con € grado de
sensibilidad al complemento, pero no se ha demostrado una
relacion causal.

Mas tarde, se vio que otra proteina llamada FAD o CD55
(Decay Accelerating Factor), también estaba ausente. Fue la
primera proteina que parecia tener un papel funciona en la
patogenia del trastorno. Su funcién era disminuir la actividad
del complejo C4b2a (una combinacion de C4b y C2a que acti-
va C3) con lo que se aceleraria la destruccion de C3. Varios
estudios evidenciaron que la ausencia de FAD no erala nica
razén de la sensibilidad anormal de los hematies a comple-
mento. Es decir, debia haber un segundo defecto en las células
de laHPN, que representara el papel fundamental en la pato-
genia de la enfermedad. Y éste es la proteina llamada CD59
(MIRL=Membrane Inhibitor of Reactive Lysis), cuyafuncion
era inhibir la formacion del polimero C9 (complejo que pro-
duciria la disrupcién de membrana). La deficiencia total o
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parcia de CD59 es la que explica la hemdlisis caracteristica
del trastorno.

Posteriormente, se han descrito toda una serie de proteinas
ausentes, arededor de 20, aunque € nimero aumenta cada
afio:

—C8-Binding protein. Funciona de la misma forma que
CD59. Algunos dudan sobre su existenciay de que sea distin-
tade CD59.

—CD58. (LFA-1II). Proteina que interviene en las reaccio-
nes inmunes. Es un ligando para la adhesién de la molécula
CD2y lasujecion delascélulas T, que ocurre en lamembrana
linfocitaria. No esta claro que esto traduzca una deficiencia
inmunolégica, posiblemente porque muchos de los linfocitos
en laHPN no pierden proteinas unidas a GPI o porque la fun-
¢ion puede llevarse a cabo por otros caminos.

—FCg-RIIl (Fc receptor Il1a). Las células fagociticas del
sistema inmunoldgico tienen tres clases de proteinas, con
capacidad para unirse alas porciones Fc de la molécula 1gG,
con lo cual se preparael "blanco” paralafagocitosis. Lastres
clases son : Fc RI, Fc RIl, Fc RIII. En los neutrdfilos, €l
mayor receptor de IgG es e Fc RIII unido a GPI, que faltaen
los neutrdéfilos de la HPN. El efecto de la deficiencia funcio-
nal de esta proteina esté disminuido por la presencia de molé
culas de Fc RII que son capaces de reemplazar lafuncion dela
proteina deficiente.

—UPAR (Receptor Urokinase Plasminogen Activator).
Proteina presente, sobre todo, en los monocitos, cuya funcion
es unir la enzima uroquinasa que activa €l plasminégeno a
plasminaen €l inicio delafibrinolisis. Estafuncion estard dis
minuida al faltar el receptor GPI (6).

—CD 14- Los polisacaridos de la pared celular bacteriana
se unen a proteinas del suero, formando un complejo que, asu
vez, se uniraa receptor CD14 de los monocitos y macréfagos
y algunas células B. Cuando el complejo LPS-proteina se une
ala célula, se produce la liberacion de citocinas (particular-
mente TNF-a, IL-4, |1-6), que produciran la activacion de las
células endoteliales. C14 falta en los monocitos de la HPN,
por lo que la respuesta de estas células a la endotoxina (LPS)
esta afectada. Se ha demostrado que en bajas concentraciones
de LPS, los monacitos de laHPN muestran un marcado defec-
to en la produccion de citocinasy ademés no regulan la expre-
sion de otros CD, mientras que con concentraciones mas altas
los resultados son normales. Esto sugiere que CD14 es (til en
lamediacion de reacciones con LPS en bajas concentraciones,
pero gque otros caminos podrian mediar estas reacciones en
concentraciones més altas.

—CDW52 (Campath-1): es una proteina portadora del
antigeno Campath-1 presente en linfocitos, monocitos y neu-
trofilos. Los anticuerpos que reaccionan con este antigeno son
capaces de activar el complemento, produciendo lalisis de la
célula.. Lamoléculafaltaen las células de HPN, pero su efec-
to no esté claro.

—CD24: se expresa, sobre todo, en las células B inmadu-
ras. Su funcién no es conocida, a igual que € efecto de su
deficiencia.

—CD48: antigeno leucocitario marcador de los linfocitos.
Falta en las células de la HPN, pero la consecuencia de esto
no se hainvestigado.

—CD66: abarca un grupo de proteinas relacionadas con €l
antigeno carcinoembrionario (CEA). Su unién aciertas prote-
inas produce la activacion de los neutréfilos. Su efecto en la
funcion celular se desconoce.
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DEFICIENCIA DE PROTEINAS UNIDASA GPI EN CELULAS
SANGUINEAS DE LA HPN

Casi todas las proteinas ausentes en la HPN pueden ser
detectadas con anticuerpos monoclonales, 1o que ha permitido
examinar la expresion de las proteinas sobre las diferentes
lineas celulares (2):

PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

Se distinguen por la presencia de marcadores asociados a
la maduracion. Las células “madre” de la médula normal lle-
van € antigeno CD34, pero no e CD38 (CD34+Cd38-), y
ademéstienen CD55 y CD59. En lamédulade laHPN se pue-
den encontrar células CD34+CD38- con y sin CD55 y CD59.
La proporcién de los precursores CD59 es paralela a la pro-
porcién de granulocitos defectuosos. Sin embargo, la propor-
cion de células CD59+ parece ser mayor en |los precursores
hematopoyéticos de la sangre periférica que la encontrada en
lamédula. A veces, células deficientes en GPI, normamente
granulocitos, pueden ser detectados en la médula Gsea varios
meses antes de encontrarse en la sangre periférica. Esto ha
sido llamado estadio pre-clinico de laHPN.

CELULASDE LA SANGRE PERIFERICA

La proporcion de células anémalas varia mucho de un
paciente a otro, e incluso de un tipo de células a otro dentro
del mismo paciente (2).

Eritrocitos

La proporcién de hematies con pérdida completa de prote-
inasunidasaGPI (Cél HPN 111) suele ser discreta. Lamayoria
de los pacientes tienen menos del 80% de estas células. Las
células con una deficiencia parcia (HPN 11) estan presentes
aproximadamente en la mitad de los pacientes (en casi un
80%, representan menos del 20%).

La mayoria de los pacientes tienen un clon detectable de
células con cantidades normales de proteinas unidas a GPI
(Células HPN 1), aunque €l nimero puede ser muy pequefio.

Granulocitos

Lamayoria de los pacientes tienen una proporcion de gra-
nulocitos con pérdida completa de proteinas (cd HPN I11)
siempre mayor que en los hematies. La proporcion andmala
probablemente reflgja la proporcion de células “madre” anor-
mal. La vida media de los granulocitos anormales es normal,
mientras que los hematies anormales tienen una vida media
acortada

Linfocitos

El nimero de células B andmalas suele ser mayor que €
de T, aunque esto no ocurre en todos los pacientes. A su vez,
la proporcion de células T anormales casi siempre es menor

que lade granulocitos y estarelacionada con la duracién de la
enfermedad. Las células anormales no responden a algunos
estimulos. Pero, no esta claro el efecto que la pérdida de pro-
teinas unidas a GPI tiene sobre lafuncién del sistemainmune,
puesto que los pacientes con HPN no estan totalmente inmu-
nodeprimidos.

Monocitos

Su presencia se demuestra por la deficiencia del receptor
CD14. La proporcion andmala es similar ala de granulocitos.
Los macrofagos no han sido examinados, pero como descien-
den de los monocitos, se presupone gque también son deficien-
tes.

Plaquetas

la pérdida de proteinas unidas a GPI tiene un gran efecto
en su funcién. Las plaguetas parecen desempefiar un papel
fundamental en latrombosis venosa que, sin duda, es la mani-
festacion clinica més caracteristica de la HPN y constituye
una de las principal es causas de muerte (7). Esto se explicaria
por lo siguiente: las plaguetas de la HPN pierden CD55 y
CD59, pero siguen siendo capaces de escindir los complejos
de ataque del complemento en pedazosy formar vesiculas, en
cuya cara externa se encuentran los fosfolipidos a los que se
fija la protrombina. Al no inhibirse la formacién de comple-
jos, brotan mas vesiculas, de lo que resultara un aumento de la
actividad de protrombinay una gran tendencia ala agregacion
plaguetaria.

TRATAMIENTO

El tratamiento de la HPN ha sido empirico durante mucho
tiempo, destinado a tratar las consecuencias mas que las cau-
sas (8). Por tratarse de un trastorno de la célula pluripotencial
(9), eslégico pensar que la Unicaterapia curativa seriad tras-
plante de lamédula 6sea. En e momento actual, contindian las
investigaciones sobre métodos para poder “separar” las célu-
las GPI+ del resto y realizar trasplantes autdlogos (10).

Durante afios, el pilar terapedtico de la HPN han sido los
glucocorticoides (prednisona a dosis moderadas), que se sabe
disminuyen la activacién del complemento, con lo que seinte-
rrumpe la hemdlisis. Para todos aquellos pacientes refracta
rios a tratamiento con glucocorticoides, se proponen como
alternativa los andrégenos (concretamente el danazol), que
aumentan la concentracion de hemoglobina (12). Debido asus
efectos secundarios, este tratamiento se reserva para aquellos
casos en los que | as necesidades de transfusion son muy altas.
Respecto ala anticoagulacion, 1o que esta claro es que unavez
gue se ha producido una trombosis, €l episodio agudo debe
tratarse con heparinaintravenosay luego mantener anticoagu-
lantes orales durante un tiempo. Pero aunque la mayoria
aprueba €l uso profilactico, no se hademostrado que sea bene-
ficioso.

Se han hecho ensayos con globulina anti-timocito (dosis
total de 150mg/kg de 4-10 dias) y se ha demostrado que la
terapia inmunosupresora parece beneficiar de forma selectiva
alos pacientes con hipoproliferacion (o sea, es efectivaen dis-
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minuir las citopenias periféricas), pero no se obtiene respuesta
de disminucion de lahemdlisis (13).

Todos los pacientes que responden a esta terapia tienen
como caracteristica comuin una hipoproliferacién, incluyendo
las plaguetas (<30x10%1), y un grado menor de hemdlisis cré-
nica, representada por baja cantidad de reticulocitos
(<100x10), niveles de LDH (<1000 U/l) y la bilirrubina total
(<17 nmol/l).

El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF)
se estd empleando para corregir la neutropenia severa con gra
nulocitos del clon normal (14). Se puede intentar la doble
terapia: G-CSF y ciclosporina (15). Esta combinacion terape-

Bibliografia

1. Rosse WF. The natural history of paroxysmal nocturnal haemoglobinu-
ria. Rev Invest Clin 1997; suppl 1, 8-9.

2. Rosse WF. Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria as a molecular disea-
se. Medicine 1997; 76:2,63-93.

3. NishimuraJ, Smith CA, Phillips KL, Ware Re, Rosse WF. Paroxys-
mal nocturnal hemoglobinuria: molecular pathogenesis and molecu-
lar therapeutic approaches. Hematopathol Mol Hematol 1998; 11: 3-
4,119-46.

4. Iwanga M, Furukawa K, Amenomori T, Mori H, Nakamura et a.
Paroxysmal nocturnal haemoglobinuria clones in patients with mye-
lodysplastic syndromes. Br J Haematol 1998; 102:2, 465-74.

5. NishimuraJ, Inoue N, Wada H, Ueda E, Praoonjago P, Hirota T et al. A
patient with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria bearing four inde-
pendent PIG-A mutant clones. Blood 1997; 89:9; 3470-6.

6. Ninomiya H, Hasegawa Y, Nagasawa T, Abe T. Excess soluble uroki-
nase-type plasminogen activator receptor in the plasma of patients with
paroxysmal nocturnal haemoglobinuria inhibits cell-associated fibri-
nolytic activity. Int JHematol 1997; 65:3, 285-91.

7. Wiedmer T, Hall SE, Ortel Tl, Kane WH, Rosse WF, Simps PJ. Com-
plement-induced vesiculation and exposure of membrane prothrombi-
nase sites in platelets of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood
1993; 82: 1192-1196.

8. Packman CH. Pathogenesis and management of paroxysmal nocturnal
haemoglobinuria. Blood Rev 1998; 12:1, 1-11.

9. lwanaga M, Furukaza K, Amenomori T, Mori H, Nakamura H, Fuchi-
gami K et a. Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria clones in patients
with mielodysplastic syndromes. Br J Hematol 1998; 102:2,465-74.

10. Johnson RJ, Rawstron AC, Richards S, Morgan GJ, Norfolk DR, Hill-

49

Utica se empled en 4 pacientes con HPN que presentaban
trombopenia severa, anemia hemolitica y neutropenia, obser-
vandose una respuesta favorable de la hematopoyesis en las 3
lineas celulares.

Actualmente se estan haciendo estudios con la eritropoye-
tina recombinante humana (16) (pues, se supone que solo esti-
mulalos clones normales de hematies) y el &cido transretinoi-
co (de forma muy limitada, ya que sblo se ha obtenido
aumento del nivel de hemoglobina en patol ogia asociada a tri-
somia8) (17).

Por dltimo, s6lo mencionar |os tratamientos que consisten
en medidas de soporte: hierro, &cido fdlico, transfusiones...

men SO. Circulating primitive stem cells in paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria (PNH) are predominantly normal in phenotype but gra-
nulocyte colony-stimulating factor treatment mobilizes mainly PNH
stem cells. Blood 1998; 91:12,4504-8.

11. Rosse WF, Gutterman LA. The effect of iron therapy in paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria. Blood 1971; 36:559-565.

12. Harrington WJ Sr, Kolodny L, Horstman LL, Jy W, Ahm Y S. Danazol
for paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Am JK Hematol 1997; 54:2,
149-54.

13. Paguette RL, YoshimuraR, Veiseh C, Kunkel L, Gajewski J, Rosen PJ.
Clinical characteristics predict response to antithymocyte globulin in
paroxysmal nocturnal haemoglobinuria. Br J Haematol 1997; 96:1, 92-
7

14. Jego P, Le Strat A, Girard L, Séhillot M et a. Paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria: efficacy of prolonged treatment with granulocyte
colony-stimulating factor. Blood 1997; 90:7,2841-3.

15. Schubert J, Scholz C, Geissler RG, Ganser A, Schmidt RE. G-CSF and
cyclosporin induce an increase of normal cells in hypoplastic parowys-
mal nocturnal hemoglobinuria. Ann Hematol 1997; 74:5,225-30.

16. Astori C, Bonfichi M, Pagnucco G, Bernasconi P, Lazzarino M et al.
Treatment with recombinant human erythropoietin in a patient with
paroxysmal nocturnal haemoglobinuria: evaluation of membrane pro-
teins CD55 an CD 59 with cytofluorometric assay. Br J Haematol 1997;
97: 3, 586-8.

17. Vinion N, Michali E, Meletis J, Andreopoulos A, Vaiopoulus G et al,
Trisomy 8 in a patient who responded to therapy with all-trans-retinoic
acid and developed paroxysmal nocturnal haemoglobinuria. Br J Hae-
matol 1997; 97: 1,135-6.



