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RESUMEN

La hemoglobinuria paroxistica nocturna es una enfermedad hematologica adquirida causada por una mutacion
en el gen PIG-A, que codifica la proteina fosfatidilinositol glicano clase A, conduciendo a la ausencia parcial
o completa de las proteinas reguladoras del complemento que estan presentes en la membrana del eritrocito,
por lo que genera una desregulacion del complemento contra la membrana eritrocitica. La hemoglobinuria
paroxistica nocturna se presenta en 15,9 pacientes por cada millén de personas, afecta de forma similar a
ambos sexos, mostrando un leve predominio en las mujeres al estar ligado al cromosoma X, y se manifiesta
con hemdlisis intravascular, anemia hemolitica, hemoglobinuria, insuficiencia renal, trombosis y otros
sintomas inespecificos que dificultan su diagndstico temprano. El diagnéstico definitivo se realiza mediante
citometria de flujo y el tratamiento incluye inhibidores del complemento como Eculizumab y Ravulizumab.
En conclusion, la hemoglobinuria paroxistica nocturna resulta un desafio clinico significativo, y sus avances
en la investigacion sobre su fisiopatologia, diagnostico y tratamiento han mejorado considerablemente el
pronostico y la calidad de vida de los pacientes a largo plazo. Esta revision de tema tiene como objetivo
hacer una bsqueda de la literatura actual disponible sobre la hemoglobinuria paroxistica nocturna, haciendo
especial énfasis en su diagnostico mediante la deteccion de deficiencia en las proteinas de superficie
encargadas de la regulacion del complemento. Para ello, se realizé una busqueda en las bases de datos
MedLine (PubMed), Clinical Key y Science Direct, sin restriccion en tiempo ni idioma.

Palabras clave: Hemoglobinuria paroxistica, activacion del complemento, proteinas de la membrana,
anticuerpos monoclonales humanizados.

ABSTRACT

Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria is a disorder that occurs when there is a mutation, in the PIG-A
gene, which's responsible for encoding the glycosylphosphatidylinositol anchored protein class A. This gene
mutation causes a decrease or complete absence of complement proteins on the surface of blood cells leading
to an imbalance in complement activity against these cells. Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria affects
15.9 individuals per million people. Has a similar impact on both males and females although it slightly
favors females due to its X linked nature. The condition presents with hemolysis, anemia, hemoglobinuria
(the presence of hemoglobin in urine) renal failure, thrombosis and other nonspecific symptoms that
make early diagnosis challenging. Flow cytometry is the method for diagnosing Paroxysmal Nocturnal
Hemoglobinuria and treatment involves using complement inhibitors like Eculizumab and Ravulizumab. In
summary, managing Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria poses difficulties; however, our understanding
of its underlying mechanisms as well as advancements in diagnosis and treatment have greatly improved
long term prognosis and quality of life for patients. This review aims to explore literature available on PNH
with a focus on detecting deficiencies in surface proteins responsible for regulating complement activity
as a means of diagnosing the condition. The search was conducted across databases including MedLine
(PubMed) Clinical Key and Science Direct without any restrictions, on time or language.

Key words: Hemoglobinuria, paroxysmal, complement activation. Membrane proteins, antibodies,
monoclonal, humanized.
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INTRODUCCION

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN), también conocida
como sindrome de Marchiafava-Micheli, es un trastorno hemato-
l6gico adquirido de células madre hematopoyéticas, producido a
partir de una desregulacion del complemento contra la membrana
eritrocitica, manifestandose como una hemolisis intravascular.'
Clinicamente se presenta con hemoglobinuria, insuficiencia renal,
episodios de trombosis, trombofilia adquirida, fallas de médula
6sea y, fundamentalmente, con la anemia hemolitica, que se
relaciona con sintomas como la fatiga siendo el mas reportado,
seguido de disnea, astenia, adinamia y dolor abdominal.’> Esta
condicion es genética, y esta asociada con la mutacion somatica
del gen de biosintesis de anclaje de glicano de fosfatidilinositol
clase A (PIG-A) presente en el cromosoma X, conduciendo a
la ausencia parcial o completa de las proteinas reguladoras del
complemento presentes en la membrana del eritrocito.* Por lo
tanto, su diagndstico se hace con la deteccion de la deficiencia o
ausencia en la expresion de estas proteinas ancladas por glicosil-
fosfatidilinositol (GPI) en la citometria de flujo, especialmente
CD55 y CD59.4

La HPN es poco comtin, con una prevalencia global estimada de
15,9 pacientes por cada millén de personas.® A nivel de Colombia,
es catalogada como una enfermedad “ultra-huérfana”, con menos
de cinco casos por cada 10.000 individuos.® No se encuentra
directamente relacionada con un grupo etario especifico, pero es
habitual ubicarla entre los 30 y 40 afios, y pese a ser una condi-
cion ligada al cromosoma X, resulta levemente predominante en
mujeres.” De igual forma, no parece tener una distribucion étnica
o geografica en particular, cerca al 30% a 40% de los casos se
encuentran reportados en Estados Unidos y Europa, mientras
que menos del 10% en Asia.” A pesar de ser una patologia poco
frecuente, presenta un gran impacto sobre la calidad de vida los
pacientes, donde la tasa de supervivencia a una década hace 40
aflos era del 50%.% Actualmente, con los avances en la investi-
gacion sobre la HPN vy el desarrollo de medicamentos para su
tratamiento como el Eculizumab, la tasa de supervivencia puede
ser de hasta un 75%.’

FISIOPATOLOGIA

En la HPN, la mayoria de los sintomas presentes en los pacientes
se deben a la hemolisis intravascular, dada por una sensibilidad
anormal de la membrana eritrocitica a su lisis mediada por el
complemento.! Esta es consecuencia de una mutacién soma-
tica del gen PIG-A del cromosoma X, que codifica para una
glucosiltransferasa que se requiere para la sintesis de GPI, el
cual, a su vez, tiene como funcion el anclaje de dos proteinas de
membrana reguladoras del complemento: CD55 y CD59.° Mas
especificamente, CD59 se une a la subunidad C8 para bloquear
el reclutamiento y polimerizacion de C9, y, por ende, impedir el

ensamblaje del complejo de ataque a membrana (MAC), mientras
que CD55 al ser el factor acelerador de la descomposicion del
complemento, controla su formacioén al inhibir enzimas como la
C3 yla C5 convertasas, encargadas de escindir estas subunidades
en multiples moléculas que hacen parte de las vias de su activa-
cion. Por ende, la deficiencia de estas proteinas en los eritrocitos
producidos a partir de la célula madre hematopoyética mutada
permite la formacion no regulada del MAC contra las membra-
nas del glébulo rojo, lisando y liberando hemoglobina y LDH al
plasma, y puede ser exacerbada si el complemento es activado
al mismo tiempo por estrés asociado a cirugias, traumas u otros
desencadenantes inflamatorios."!°

Por otro lado, la mutacion del gen PIG-A también puede ocurrir en
c¢lulas germinales, resultando generalmente en muerte embriona-
ria, y otra variante hipomorfica de esta que afecta granulocitos en
lugar de eritrocitos, es la responsable del sindrome de anomalias
congénitas multiples-hipotonia-epilepsia, en el cual los nifios
presentan, entre muchas otras manifestaciones, discapacidad
intelectual, rasgos faciales anormales, convulsiones y muerte a
temprana edad."!

Ahora bien, en condiciones normales, la hemoglobina liberada
producto de la hemdlisis eritrocitica es metabolizada como
haptoglobina, y por medio de otros mecanismos depurativos.
Sin embargo, en la HPN, estos mecanismos se encuentran satu-
rados y la hemoglobina queda libre a lo largo de todo el sistema
intravascular. El organismo, en un intento de compensar, une
irreversiblemente la hemoglobina libre a 6xido nitrico para for-
mar metahemoglobina y nitrato, terminando con el suministro
de 6xido nitrico.”? Este ultimo cumple multiples funciones va-
sodilatadoras y de relajacion del musculo liso, es por esta razon
que es frecuente que en pacientes masculinos la incapacidad para
vasodilatar se manifieste como disfuncion eréctil, y, a su vez, ge-
nere disfagia, espasmo esofagico, dolor abdominal y distonia del
tracto gastrointestinal, producto de la alteracion en la relajacion
del musculo liso.'*!* Asimismo, estudios han indicado que los
pacientes con HPN también pueden desarrollar alteraciones a
nivel cardiovascular debido a la falta de 6xido nitrico y a niveles
elevados de péptido natriurético, promoviendo la hipertension
pulmonar (y consigo la aparicion de disnea) y favoreciendo la
disfuncion ventricular derecha, respectivamente. '

Ademas de la hemolisis de los eritrocitos, el defecto creado
en las proteinas de membrana por la mutacion del gen PIG-A,
la activacion del complemento, y la pérdida de 6xido nitrico,
también aumentan la activacion y agregacion plaquetaria y la
secrecion de citoquinas proinflamatorias, favoreciendo la apari-
cion de trombosis en aproximadamente un 40% de los pacientes
con HPN durante el curso de su enfermedad.'®!” Esta trombosis
es generalmente venosa, y se presenta con frecuencia a nivel
cerebral, intraabdominal y en la vena hepatica, siendo la causa
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mas significativa de morbilidad y mortalidad relacionada con
esta condicion.!” Adicionalmente, los pacientes con HPN son
seis veces mas propensos a desarrollar enfermedad renal cro-
nica, debido a que la hemoglobina libre ejerce un efecto toxico
sobre el rifion, lo que puede llevar a lesion renal aguda, mientras
que los depositos de hierro, a su vez, conducen a infarto renal,
cicatrizacion y disfuncion tubular proximal; debido a lo cual los
pacientes suelen presentar hemosiderosis. '

Si bien la investigacion acerca de las caracteristicas clinicas
asociadas a la HPN es extensa, es de conocimiento que la mayor
parte de los pacientes se presentan con un conjunto de signos y
sintomas variables que no corresponden a un sindrome en espe-
cifico, tales como malestar general, fatiga, disnea, coluria debido
a la marcada hemoglobinuria, insuficiencia renal, disfagia o es-
pasmos gastroesofagicos, dolor abdominal y lumbar, y disfuncion
eréctil. Puesto que los signos y sintomas son tan variables y poco
especificos, a menudo resulta dificil diagnosticar esta condicion,
y, por consiguiente, su deteccion se retrasa.”

BIOMARCADORES EN EL DIAGNOSTICO

La citometria de flujo es considerada el Gold Standard para el
diagnostico de la HPN, usando multiples anticuerpos monoclo-
nales y un reactivo especifico llamado FLAER. Este reactivo es
producido mediante el marcado con fluorescencia de una variante
inactiva de la proteina proaerolysina, la cual se une selectivamente
a las proteinas de membrana ancladas por el GPI, y de forma
especifica y sensible al CD55 y CD59, permitiendo determinar
si existe una deficiencia o no de estas.?!

Para dicho estudio, esta descrito que deben ser evaluadas al menos
dos proteinas ancladas por el GPI, con el fin de confirmar que no
es una deficiencia congénita de un solo antigeno, ya sea de CD55
o CD59, o un polimorfismo con antigenos individuales como
CD16, responsable de que las proteinas sean indetectables por
anticuerpos monoclonales, los causantes de un falso negativo.?
Entonces, todos los eritrocitos, monocitos y granulocitos negati-
vos para GPI son identificados, y posteriormente, los eritrocitos
son clasificados en tipo 1, 2 0 3, segun si presentan una expresion
normal de las proteinas, si presentan una deficiencia parcial, o
una ausencia completa, respectivamente.?

Existen dos tipos de citometria de flujo disponibles: una de baja
sensibilidad y otra de alta sensibilidad. A pesar de que la de baja
sensibilidad es mas que suficiente para diagnosticar la HPN, una
de alta sensibilidad permite ademas identificar si esta acompa-
flada de algin otro trastorno de médula dsea, y a partir de este
hallazgo, catalogar la enfermedad en tres tipos: HPN clasica, HPN
con otro trastorno de médula dsea, y HPN subclinica, siendo que
en esta ltima no existe evidencia clinica de hemolisis. Algunos
de los trastornos de médula 6sea mas comunes que se presentan
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acompaiiando a la enfermedad son la anemia aplasica, el sindrome
mielodisplésico y la mielofibrosis primaria.?*

A pesar de no ser criterios de diagnostico propiamente dichos, un
hemograma completo con diferencial, un uroanalisis y un perfil
metabdlico basico pueden aportar informacion valiosa para el ma-
nejo del paciente, y ser la indicacion inicial para ordenar pruebas
mas especificas como la citometria de flujo, pudiendo observarse
en estas evidencia de anemia, citopenias, hemoglobinuria, hemo-
siderosis, incremento marcado de la LDH, baja haptoglobina e
hiperbilirrubinemia no conjugada, a expensas de los recurrentes
episodios de hemolisis intravascular.’* Asimismo, el conteo de
reticulocitos estara incrementado como una respuesta compen-
satoria, y la presencia de falla renal aguda se manifestara con una
creatinina, electrolitos y nitrogeno ureico en sangre alterados.”

Otras pruebas adicionales que pueden favorecer el diagnostico
incluyen al dimero D, péptido natriurético, un panel de funcion
hepatica, hierro sérico, aspirado de médula 6sea o biopsia, y
estudios citogenéticos.? Por otra parte, pruebas imagenologicas
como la ecocardiografia evaltian la presencia de hipertension pul-
monar, la ecografia Doppler analiza el flujo hepatico, y junto a la
imagen por resonancia magnética pueden identificar la existencia
de procesos tromboticos.?

En cuanto a los diagnosticos diferenciales, se incluyen otras
anemias hemoliticas, distintas causas de trombosis atipicas y
condiciones que ocasionen fallas de médula 6sea, como la hemog-
lobinuria paroxistica por frio, la anemia hemolitica autoinmune,
y desérdenes primarios de médula 6sea como la anemia aplasica,
el sindrome mielodisplasico, la mielofibrosis primaria, la anemia
hemolitica microangiopatica, la coagulacion intravascular dise-
minada, y otras anemias hereditarias.?’

TRATAMIENTO

Anteriormente, el tratamiento de la HPN era fundamentalmen-
te sintomatico.”® A los pacientes les realizaban transfusiones
sanguineas y suplementacion férrica para intervenir la anemia
producto de la hemdlisis continua, y les administraban terapias
trombo-profilacticas para prevenir los episodios tromboticos,
acompafiadas de trasplantes en respuesta a las complicaciones
de médula 6sea.”

Debido a que la pérdida de las reservas de 6xido nitrico del or-
ganismo secundaria a la hemolisis intravascular mediada por el
complemento ha sido establecida como la manifestacion principal
de la HPN, su objetivo terapéutico se encuentra en la prevencion
de esta, por lo que, recientemente, se ha propuesto el uso de an-
ticuerpos monoclonales humanizados contra la proteina C5 del
complemento, reduciendo a su vez las complicaciones tromboticas
y la mortalidad asociada.’*3?
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El Eculizumab, es un medicamento bioldgico que esta disponible
en Estados Unidos y Europa desde el 2007, y ha sido el primer
tratamiento basado en anticuerpos anti-C5 que demostré una
inhibicion efectiva de la hemolisis intravascular mediada por
el complemento.*® Todas las vias del complemento finalizan en
la formacién del complejo de ataque a la membrana (MAC), el
cual esta formado por C3b, C5b y otras proteinas. Eculizumab,
al prevenir que la proteina C5 se convierta en C5a 'y C5b, impide
la formacion del MAC, y por ende la hemolisis, sin embargo, se
ha visto relacionado a un incremento del riesgo de infeccion por
bacterias encapsuladas, como es el caso de la meningitis menin-
gococica, por lo que los pacientes antes de realizar la terapia con
el medicamento deben recibir profilaxis antibidtica oral y ser
vacunados contra Neisseria.>*3

Este medicamento se ha asociado con una reduccion de mas
del 50% de los requerimientos transfusionales en los pacientes
con HPN, y con una disminucion de hasta un 70% del riesgo de
complicaciones vasculares como los eventos tromboéticos.***No
obstante, presenta limitaciones relacionadas con su corta vida
media, requiriendo ser administrado con frecuencia cada dos
semanas, a la vez de ser altamente costoso, por lo que una nueva
terapia fue desarrollada en 2018; el Ravulizumab.?® Este tltimo
medicamento es un anticuerpo monoclonal humanizado anti-C5
de segunda generacion, con una vida media hasta cuatro veces
mayor que el anterior sin afectar su eficacia ni efectividad, requi-
riendo dosificacion cada ocho semanas, y mostrando evidencia
de ser mucho mas costo-efectivo, por lo que se estima que, en el
futuro, reemplace al Eculizumab como medicamento de primera
linea para el tratamiento de la HPN.*#! Adicionalmente se encuen-
tran en desarrollo otras alternativas de anticuerpos monoclonales
anti-C5, siendo una de ellas el medicamento Crovalimab, que se
une a la cadena beta de la proteina C5 y es efectivo en pacientes
con ciertos polimorfismos de esta proteina para los que Eculizu-
mab y Ravulizumab carecen de eficacia.***

A pesar de todo, los pacientes tratados con inhibidores de C5
pueden seguir presentandose anémicos y fatigados, y atin requerir
de transfusiones, debido a que experimentan efectos adversos
como la hemolisis intravascular farmacocinética o la hemolisis
extravascular mediada por C3, cuyos mecanismos estan asociados
con estos medicamentos, y es por esta razon que también se han
implementado terapias enfocadas en la inhibicion de proteinas
de fase mas inicial en la formacion del MAC, tales como C1, C3
y el factor D.*7 Es el caso de Pegcetacoplan, un inhibidor de la
proteina C3 que ha sido aprobado en 2021 por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos, y ha demostrado controlar tanto la
hemdlisis intravascular como la extravascular, estar relacionado
con reducciones clinicamente significativas de las transfusiones y
el conteo total de reticulocitos, y presenta una superioridad frente
al Eculizumab en el mejoramiento de los niveles de hemoglobina
en los pacientes.*#

Otras opciones terapéuticas estan relacionadas con el trasplante
alogénico de células madre hematopoyéticas, siendo esta la (inica
alternativa curativa disponible para este trastorno hematologico,
sin embargo, no es ofrecida como terapia inicial y se realiza con
baja frecuencia debido a su morbimortalidad asociada.’*>! Las
intervenciones restantes se basan en el desarrollo potencial de
complicaciones asociadas a la HPN, tales como la terapia de
reemplazo renal ante la falla renal aguda.”

CONCLUSIONES

La hemoglobinuria paroxistica nocturna es un trastorno hema-
toldgico que, aunque poco comun, impacta ampliamente sobre
la calidad de vida de los pacientes, implicando una secuencia de
eventos que van desde la hemolisis intravascular mediada por
el complemento hasta la activacion plaquetaria y la generacion
de trombosis, asi como multiples complicaciones en diferentes
organos, incluyendo los rifiones y el sistema cardiovascular.

En términos de tratamiento, los inhibidores de la cascada del
complemento como el Eculizumab y el Ravulizumab, han revo-
lucionado el manejo de la HPN al reducir la hemolisis y prevenir
complicaciones tromboticas, mejorando significativamente las
tasas de supervivencia de los pacientes, no obstante, nuevas
opciones terapéuticas como el Pegcetacoplan han surgido para
abordar sus limitaciones y muestran resultados prometedores en
el control de la hemolisis tanto intravascular como extravascular.

En definitiva, la citometria de flujo ha demostrado ser crucial para
el diagnostico de la HPN, y acompanada de biomarcadores como
la presencia de hemoglobinuria, anemia, y otras alteraciones en
los resultados de diferentes pruebas de laboratorio contribuyen
a la deteccion temprana de una enfermedad cuyo diagnostico
suele ser tardio.

En resumen, la HPN representa un desafio clinico importante, la
comprension de su fisiopatologia, los avances en su diagnostico
y tratamiento, asi como el desarrollo continuo de nuevas terapias,
estan mejorando satisfactoriamente el prondstico y las perspec-
tivas de los pacientes afectados por esta compleja condicion
hematologica, ofreciéndoles nuevas esperanzas y mejorando su
calidad de vida a largo plazo.
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