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HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOTURNA

Hemoglobindria paroxistica noturna (HPN) € uma doenca rara causada por
defeito mutacional clonal das células-tronco hematopoéticas, caracterizada por anemia
hemolitica, trombose e pancitopenia. A destrui¢do dos eritrdcitos e granuldcitos séo
feitas pelo sistema complemento, ativado devido a auséncia do CD 55 e CD 59 na
superficie celular.

Seu quadro clinico, extensamente variado, cursa com infeccBGes recorrentes,
neutropenia, trombocitopenia, tromboses venosas variadas, podendo surgir em
associacdo com faléncias medulares, como anemia aplastica, sindrome de insuficiéncia
medular e sindromes mielodisplasicas.

A hemoglobinuria se deve a hemdlise, ocorrida durante o dia todo, mas s6 é
observada na primeira urina da manhd, concentrada durante o periodo noturno. Afeta
igualmente homens e mulheres e € mais comum no adulto jovem, porém pode ocorrer
em qualquer idade. N&o foi observada predisposicdo familiar. A média de sobrevida
dos pacientes é estimada entre 10 a 15 anos. A causa mais freqliente de mortalidade é a
trombose, com predilecéo pelas veias abdominais. Entretanto, cerca de 10 a 15% dos
pacientes apresentam remissao espontanea, que pode ocorrer apos anos de doenca.

No passado, a terapia era restrita ao tratamento e prevencdo das complicagdes,
por exemplo, com transfusbes sanguineas para tratar anemia, anticoagulantes para
prevenir a trombose e imunossupressores para a faléncia medular. Hoje ja estd
disponivel um inibidor de proteinas do complemento, que parece ser um tratamento
mais eficaz, ja que diminui os episodios de hemdlise. A cura s6 é possivel com o
transplante de medula dssea.

O diagnostico laboratorial é feito com base no teste de Ham, imunofenotipagem
por citometria de fluxo e biologia molecular.

OBJETIVO: revisdo bibliografica com énfase na fisiopatologia, diagnostico
laboratorial e alteracfes hematoldgicas e bioquimicas importantes na HPN.
Palavras chaves: HPN; anemia hemolitica; diagnostico laboratorial.

FISIOPATOLOGIA

HPN é causada por um clone de células hematopoéticas que adquiriram uma ou
mais mutacfes somaticas no gene PIG-A (fosfatidil-inositol-glicana classe-A)
localizado no brago curto do cromossomo X. Esse gene é responsavel pela sintese da
proteina GPI (glicosil fosfatidil inositol), ancora de varios antigenos de superficie,
dentre eles os reguladores do sistema complemento CD55 (DAF: decay accelerating
factor) e CD59 (MIRL: membrane inhibitor of reactive lysis). A sintese deficitaria da
GPI ocasiona um decréscimo na expressao dos antigenos ancorados por ela na
superficie celular, deixando a célula suscetivel a acdo litica do sistema complemento. O
grau de deficiéncia de GPI nas células advindas do clone HPN pode ser parcial, com
10% de expressao normal na HPN tipo Il, ou total na HPN tipo Ill, onde ha auséncia
completa da GPI.

As células da HPN sdo vulneraveis as trés vias de ativacdo do sistema
complemento — via classica, via alternativa e via da lecitina — pois todas resultam na
geracdo de complexos C3-convertase, que quebram C3 em C3a e C3b.

O CD 55 participa do controle da ativagdo do complemento na superficie da célula ao
acelerar a taxa de destruicdo de C3-convertase (C4b-C2a) ligada a membrana,



diminuindo assim a dissociacdo de C3 em C3a e C3b. Sua deficiéncia por si s6 ndo
justifica o quadro clinico de hemolise mediada pelo complemento.

Ja o CD 59 é uma glicoproteina que interage com o complexo de ataque a membrana,
também chamado complemento terminal (C5b-9), e impede a conjugacdo das varias
moléculas de C9 que formariam o poro litico na superficie celular. Dentre as duas
proteinas, o CD59 tem maior importancia na protecdo contra a lise celular mediada por
complemento.

Sendo assim, a hemolise na HPN resulta de uma maior susceptibilidade dos
eritrocitos, provindos de um clone mutado, pela diminuicdo ou auséncia completa das
proteinas reguladoras na superficie celular.

A hemodlise intravascular libera no plasma grande quantidade de hemoglobina, que é
captada pela haptoglobina. As duas formam um complexo - haptoglobina-hemoglobina
— que impede a excrecdo renal da hemoglobina plasmatica. Em surtos hemoliticos a
haptoglobina nédo é suficiente para captar toda a hemoglobina, deixando-a livre no
plasma para se ligar ao 6xido nitrico, por quem tem alta afinidade, ou ser oxidada a
hematina. A hemolise também libera arginase eritrocitaria, uma enzima que consome a
arginina, substrato para a producédo de 6xido nitrico (NO). O 6xido nitrico produzido
pelas células endoteliais tem um papel essencial em diversos processos bioldgicos,
dentre eles o controle da funcdo plaquetaria e relaxamento dos vasos sanguineos. O NO
difundido na corrente sanguinea adentra as plaquetas justapostas a parede do vaso ou
nas hemacias, promovendo a diminui¢édo do calcio livre através do aumento de GMP
ciclico. Como o célcio é necessario para a ativacao plaquetaria, esse processo estara
inibido. Como consequéncias tém a vasoconstricdo, hipertensao pulmonar e aumento da
coagulabilidade.

As manifestaces clinicas da deplecéo tecidual de NO sdo dor abdominal,
astenia, espasmo esofagiano, disfagia, impoténcia sexual masculina e possivelmente
trombose.

Pouco se sabe sobre 0 mecanismo fisiopatoldgico da trombofilia. Evidéncias
demonstram que os episodios tromboembdlicos acompanham os surtos hemoliticos,
sugerindo que a hemolise inicie a ativacdo e agregacao plaquetarias. A auséncia de
outras proteinas também ancoradas pela GPI pode favorecer o aumento da incidéncia de
trombose. Citam-se o receptor do ativador de plasminogénio uroquinase, cuja
deficiéncia gera reducdo da fibrindlise local, e o inibidor da via do fator tecidual que,
quando ausente, permite 0 aumento da atividade pro-coagulante deste fator.

MANIFESTACOES CLINICAS

A variabilidade das manifestacfes clinicas permite a classificacdo da HPN em
subgrupos que incluem HPN hemolitica e HPN trombotica, outros se referem a HPN
classica e subclinica. H& ainda a HPN associada a alteragdes medulares, como a Anemia
Aplastica (AA) e Sindromes Mielodisplasicas.

Pacientes com HPN estdo sob risco aumentado de desenvolver anemia aplastica
e aproximadamente 20 a 25% pacientes com diagndstico para anemia aplastica sdo
portadores de clones de HPN sem manifestacOes clinicas evidentes. A anemia aplastica
¢ uma doenga imunomediada provocada pela destruicdo ativa das células-tronco
hematopoéticas por linfocitos T autorreativos. Ha evidéncias de que células deficientes
de proteinas ancoradas pela GPI sdo mais resistentes ao ataque dos linfécitos T e NK, o
que daria ao clone HPN uma vantagem adaptativa quando ocorre destruicdo
imunomediada de células-tronco normais.



Anemia e hemdlise na HPN

Ocorre hematopoese ineficaz, hipoplasia medular e hemolise cronica. A
hemolise cronica traz enormes prejuizos ao paciente e reduz sua qualidade de vida. Suas
principais queixas sdo de letargia, astenia, mialgia difusa e perda de sensacdo de bem-
estar. Durante os surtos de hemolise, ocorre hemoglobindria, que pode vir acompanhada
de sintomas gastrointestinais, nauseas, ictericia, dor abdominal (simulando abdome
agudo), disfagia, espasmo esofagiano, disfuncdo erétil masculina e piora da astenia.
Como ja foi citado anteriormente, existe correlacdo entre a hemolise e episédios
tromboembdlicos.

HPN e insuficiéncia renal

Infecgdes recorrentes no trato urinario, trombose de veias renais, tubulonecrose
devido a deposicdo de compostos nefropaticos provenientes do grupo heme
(hemossiderina) no parénquima renal sdo as principais causas de insuficiéncia renal em
pacientes com HPN. A trombose de veias renais causa dor nos flancos e hematuria
macroscépica. Ja a tubulonecrose e insuficiéncia renal podem acontecer ap6s episodios
de hemdlise intensa, onde ocorre hemoglobindria, toxicidade do heme, diminuicdo da
perfusdo renal e obstrucdo tubular. A insuficiéncia renal nesses pacientes é cronica e
ocorre apds anos de hemoglobinuria, associada a glomerulonecrose, atrofia tubular,
fibrose intersticial e infeccBes recorrentes no trato urinario, o Gltimo mais comum em
mulheres.

Trombose em HPN

Pacientes com HPN tem maior propensdo a desenvolver trombose venosa,
particularmente em veias cerebrais, hepaticas, portais, mesentéricas, esplénicas e renais.
Aproximadamente 40% dos pacientes com HPN apresentam episodios trombéticos
venosos durante o curso da doenca. Esta é a maior causa de morte nesses pacientes.

Tabela 1 — Principais manifestacdes clinicas da HPN
Hemodlise intravascular

Anemia, hemoglobindria, fadiga, insuficiéncia renal cronica,
Infec¢Bes do trato urinario recorrentes, dor abdominal,
espasmo esofégico, disfuncao erétil, colelitiase.

Trombose
Trombose Veias abdominais: esplénica, mesentérica, portal, renal, Budd-Chiari
Hipertensdo portal, varises esofagicas, veias abdominais dilatadas

Trombose em veias cerebrais: Veias da retina, perda da visao
Embolia pulmonar, trombose de veias profundas.

Raro: infarto do miocardio, trombose arterial, trombose de veias cutaneas.

Insuficiéncia medular

Anemia, infeccBes, sindrome mielodisplasica, dor nos 0ssos.
Raro: transformacao leucémica para LMA (leucemia mieldide aguda)




DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O Teste de Coombs Direto € usado para descartar a hipdtese de anemias

hemoliticas auto-imunes. A partir de um resultado negativo para o Coombs Direto,
comeca-se a investigar outras causas para a hemolise intravascular.
Teste da hemolisina acida (Teste de Ham), de facil realizacdo e baixo custo, avalia a
hemolise de eritrocitos incubados em plasma levemente acido (pH 6,2), condicdo que
normalmente ndo gera hemolise, mas leva a ativacdo do complemento, que hemolisa
células sensiveis. O mesmo pode ser feito utilizando a adi¢cdo de sacarose, pois sua
adicdo ao soro normal também ativa a via classica do complemento. E mais sensivel que
o0 teste de Ham, mas é menos especifico. O teste de Ham tem especificidade de 100%,
mas ambos os teste tém baixa sensibilidade, podendo apresentar falso negativo em
pacientes com pequena quantidade de clones alterados, que receberam transfusdo de
sangue ou que sofreram hemolise recente. Atualmente ndo sdo mais usados na triagem
de HPN.

O teste da sensibilidade a lise por complemento € muito preciso, poréem tem
grande dificuldade técnica e ndo esta disponivel na maioria dos laboratorios. Consiste
na adicdo crescente de quantidades conhecidas de complemento a um ndmero
conhecido de eritrocitos sensibilizados. A quantidade de complemento necessaria para
hemolisar 50% dos eritrocitos é usada como indicador da sensibilidade ao
complemento. Este teste possibilitou a observacdo de duas populacGes em pacientes
com HPN: HPN tipo Ill, com alta sensibilidade a lise por pequenas quantidades de
complemento, e outra com pouco aumento da sensibilidade em relacdo a células
normais (HPN tipo I1).

Durante o diagnostico, é importante fazer um mielograma a fim de verificar a
presenca de outra doenca hematoldgica associada, como sindrome mielodisplasica
(SMD) ou anemia aplastica (AA). Pacientes com diagndsticos confirmados de SMD ou
AA devem ser testados para HPN subclinica, mesmo que ndo apresente de hemdlise,
pois ha evidéncias de melhora terapéutica imunossupressora em pacientes com faléncia
medular e clones HPN.

A citometria de fluxo avalia a expressdo de proteinas ancoradas pela GPl com
alta especificidade e sensibilidade. Esta tecnologia estd amplamente disponivel em
laboratdrios de imunohematologia, que a utilizam tanto na pesquisa como na clinica
diaria. Para diagndstico sdo usados dois anticorpos monoclonais direcionados contra
duas proteinas ancoradas pela GPI em pelo menos duas linhagens diferentes de células.
Possui a vantagem de ndo sofrer interferéncia por transfusdes recentes, pois avalia
granulécitos e monadcitos. A porcentagem de células deficientes em proteinas ancoradas
pela GPI é reflexo direto do tamanho do clone HPN, e este resultado tem relevancia
clinica e prognostica.

O estudo de mutacGes no gene PIG-A é feito utilizando técnicas de biologia
molecular, mas somente é feito em carater de pesquisa.

EXAMES DE ACOMPANHAMENTO

O hemograma apresenta-se com pancitopenia, reticulocitose e plaguetopenia. Na
série vermelha aparecem macrdcitos, policromasia e eritroblastos policromaticos.
Ocorrer reticulocitose quando a medula estd hipercelular e produzindo grande
quantidade de celulas para repor as que foram perdidas na hemolise. Quando o
reticuldcitos esta normal ou reduzido, pode ser sinal de insuficiéncia medular. Portanto,
este é usado como marcador da fungdo hematopoeética na HPN. O mielograma apresenta



hiperplasia dos precursores eritroblasticos, que desaparece na fase aplastica. A reacao
de Perls evidencia auséncia de deposito de ferro nos macr6fagos medulares. E
importante dosar ferritina e ferro sérico a fim de avaliar as perdas de ferro pelas vias
urinérias.

A enzima Lactato Desidrogenase (LDH) catalisa a oxidacao reversivel do lactato
a piruvato. Esta presente em diversos tecidos humanos, dentre eles miocardio, pulméo,
linfdcitos, baco, figado, masculo esquelético, pancreas e eritrocitos. Possui cinco
isoformas, sendo que nos eritrocitos predominam a LDH 1 e LDH 2. E um importante
marcador para monitorar a hemolise intravascular. Durante paroxismos graves seu valor
pode aumentar cerca de 20 vezes. A bilirrubina indireta também se encontra elevada
pela hemolise devido a degradacao do heme. A avaliagdo de uréia e creatinina se fazem
importantes na HPN para avaliar se a funcdo renal ndo esta sendo comprometida pela
constante hemdlise e deposicdo de hemossiderina no tecido renal. A reacdo de Perls no
sedimento urinaria confirma a presenca de hemossiderinuria.

TRATAMENTO

A transfusdo € uma medida paliativa apos episodios de hemdlise intensa, pois
ocorre um répido decréscimo na concentracdo de hemoglobina. Muitas vezes é
necessaria a reposicdo de ferro, devido as perdas desse elemento ocorridas
constantemente na urina. Recomenda-se a reposi¢cdo de folatos que s&o gastos em
grande quantidade na eritropoese aumentada secundaria a hemolise cronica. Em
pacientes com alto grau de hematopoese ineficaz, a politransfusdo pode acarretar
sobrecarga de ferro e o paciente passa a necessitar de terapia quelante.

Terapia profilatica com anticoagulantes € indicada a pacientes com grandes
clones HPN e outros fatores de riscos para complicacfes tromboticas. Aqueles que ja
apresentaram episddios tromboembdlicos devem receber anticoagulantes enquanto
houver clones HPN.

O uso de corticosterdides como tratamento para hemolise crénica ndo é
totalmente aceito, muitos o consideram um tratamento empirico, alegando que ndo ha
dados experimentais que fornecam uma explicacdo para o porqué de esterdides
melhorarem a hemolise na HPN. No entanto, alguns pacientes apresentam rapida
melhora com tratamento de glicocorticdides, principalmente no enfraquecimento da
exacerbacao das crises de hemolise aguda. Deve-se ter em conta a toxicidade provocada
pelo uso crénico dessa medicacgéo, e os danos que podem advir ao uso em longo prazo.
Uma alternativa € alternar as doses a cada dois dias, mas mesmo assim algumas reacoes
adversas podem ser observadas. S&o recomendados profilaxia bacteriana e contra
osteopenia induzidas por esterdides.

A terapia com androgénicos, sozinho ou acompanhado de esterdides tem sido
usada com sucesso no tratamento da anemia da HPN. O mecanismo néo é totalmente
conhecido, embora o rapido inicio da acdo seja compativel com a inibicdo do
complemento. Potenciais complicacdes do uso de androgénios incluem toxicidade
hepatica, hipertrofia prostatica e efeitos virilizantes.

TCTH

O unico tratamento considerado curativo para a HPN é o transplante de células
tronco hematopoéticas (TCTH). Apesar de nos ultimos anos terem ocorrido melhorias
impressionantes quanto a qualidade desse procedimento, o advento das células-tronco
de corddo umbilical, avaliacdo de compatibilidade de doadores a nivel molecular e
melhoria do suporte clinico pos-transplante, o TCTH ainda é um tratamento que oferece
muitos riscos ao paciente. O principal risco é a doenca do enxerto versus hospedeiro



aguda e cronica. Por isso o transplante so € indicado a pacientes com fatores de risco
para pior evolugdo da doenca e mortalidade, principalmente nos casos de sindromes de
faléncia medular com citopenias graves. Além disso, existe a possibilidade de remisséo
espontanea da doenga e a evidéncia recente de eficicia do eculizimab na prevencao da
hemolise e do tromboembolismo.

No entanto, hoje se tem medicagOes que auxiliam o paciente a ter uma maior
sobrevida e com mais qualidade. Em 2010 foi langada uma medicacdo eficaz na
prevencdo da hemolise e tromboembolismo. O eculizimab trata-se de anticorpos
monoclonais contra fracBes protéicas do complemento impedindo a formacdo de C5a e
o0 complexo de ataque & membrana C5-9. O bloqueio a nivel de C5 teoricamente
preserva 0S outros componentes da cascata, necessarios para a opsonizacdo de
microorganismo e clearance de complexos imunes. No entanto, todos 0s pacientes
devem receber vacinacdo prévia contra Neisseria meningitidis, pois o blogueio do
complemento terminal pode estar associado com o aumento de infecgGes por essa
bactéria. As grandes vantagens do eculizimab sdo a estabilizacdo dos niveis de
hemoglobina, reducéo das necessidades transfusionais, diminuicdo da hemdlise e dos
episddios tromboticos. Um efeito adverso importante € o aumento das infec¢bes no trato
respiratorio superior.
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