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A atuacao dos linfécitos na patogénese da Hemoglobinuria Paroxistica Noturna

Gabriel Rocha de Andrade’

Resumo

A Hemoglobinuria Paroxistica Noturna (HPN) é uma doenga causada por mutacdo no gene PIG-A das células-tronco
hematopoiéticas (CTH), no qual resulta na deficiéncia de inibidores do complemento ativado. A mutagdo no gene PIG-A gera a falta
do produto génico necessario para a biossintese de ancora de glicosilfostaditilinositol (GPI), sendo assim essa mutagdo provoca uma
deficiéncia de proteinas ancoradas em GPI, como o fator acelerador de decaimento do complemento (CD55) e a glicoproteina CD59
(CD59), sendo ambos inibidores do complemento, gerando anemia hemolitica, formagdo de trombos e faléncia medular. A HPN foi
dividida em trés classes: HPN classica; HPN no contexto de outros disturbios primarios da medula dssea; e HPN subclinica, em que os
pacientes apresentam baixas proporg¢oes de clones de células na HPN. As principais mutagGes PIG-A devem ocorrer em uma célula-
tronco hematopoiética autorrenovavel e devem atingir dominancia clonal. Esses mecanismos que levam a expansdo clonal e a domi-
nancia das células-tronco ainda ndo foram totalmente esclarecidos. No entanto, existe a hipdtese de que as CTH que expressam pro-
teinas ancoradas em GPI sdo seletivamente mortas por linfdcitos citotdxicos autorreativos, enquanto CTH deficientes em proteinas
ancoradas em GPI sdo poupados da resposta autoimune. Sendo assim, os linfocitos T podem estar envolvidos na patogénese da HPN e
podem fornecer novas estratégias no tratamento, retardando o ataque dos linfécitos T as CTH sem mutagdo do gene PIG-A e
melhorar a qualidade de vida de pacientes.
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Hemoglobindria Paroxistica Noturna A HPN é uma doenga causada por mutagdo no

gene PIG-A das células-tronco hematopoiéticas (CTH), no

A Hemoglobindria Paroxistica Noturna (HPN) é qual resulta na deficiéncia de inibidores do complemento

uma anemia hemolitica crénica adquirida rara, de curso ativado, acarretando em hemélise, formacio de trombos

clinico variavel. Apresenta-se frequentemente com intravasculares devido  ativa¢do do sistema de coagula-

infeccBes recorrentes, neutropenia e trombocitopenia, ¢3o e diferentes graus de faléncia da medula dssea. A mu-

e surge em associagdo com outras doencas tacdo somatica no gene PIG-A causa a falta do produto

hematoldgicas, especialmente com sindromes de insufici- geénico necessario para a biossintese de ancora de glicosil-

éncia medular, como anemia aplasica e sindromes mielo- fostaditilinositol (GPI1), sendo assim essa muta¢do provoca
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displasicas’. uma deficiéncia de proteinas ancoradas em GPI, como o
fator acelerador de decaimento do complemento (CD55)
e a glicoproteina CD59 (CD59), que sdo ambos inibidores
do complemento®.

Além disso, individuos com HPN possuem células
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Essas proteinas incluem o antigeno de diferenciacdo de
mondcitos CD14 (CD14), o receptor IlI-B da regido Fc da
imunoglobulina de baixa afinidade (CD16b), o antigeno
CD48, entre outros. O estudo de linhagens de células lin-
foblastdides B e linfoblastdides T estabelecidas a partir de
pacientes com HPN mostrou que a biossintese de GPI

estava prejudicada também nessas células’.
Fisiopatologia

A fisiotpatologia da HPN, como dito anterior-
mente, inicia-se devido a deficiéncia grave ou auséncia da
proteina ancoradora GPI. Esse complexo glicolipidico é
ancorado por mais de 150 proteinas diferentes a superfi-
cie das células. Isso resulta na falta de proteinas inibito-
rias do complemento CD55 e CD59, o que leva a uma he-
molise de eritrdcitos deficientes em GPI, bem como ativa-
¢cdo plaquetaria, de mondcitos e granulécitos. Nas células
hematopoiéticas, existem mais de 12 proteinas ancoradas
por GPI (GPI-PAs), incluindo antigenos de grupos sangui-
neos, moléculas de adsor¢do e proteinas reguladoras do

4
complemento”.

Especificamente, a CD59 é uma proteina de 19 KDa
responsavel pela interacdo direta com o complexo de
ataque a membrana (CAM) prevenindo a formagdo de
poros liticos, bloqueando assim a agregacdo de C9.
A glicoproteina CD55 de 68 KDa e tem como fungdo
acelerar a taxa de conversdao C3 convertase acoplada a
superficie da membrana celular. Dessa forma, a CD55
induz uma redugdo na quantidade de C3 e o CD59

diminui a quantidade de CAM formado®”.

Esse mecanismo é conhecido como tick-over e tem
inicio com a elevac¢do da atividade das C3 convertases na
superficie dos eritrécitos, como resposta da auséncia de
CDS55. Por consequéncia disso, ha ativagdo de C3, C5 e da
via terminal do complemento culminando na formagdo do
CAM. Em circunstancias regulares, a formacdo do CAM é
regulada pelo CD59. Em sua auséncia, o CAM é formado
de maneira descontrolada resultando em hemdlise

intravascular mediada pelo complementoS.

A hemdlise extravascular na HPN comec¢a com o
aumento da opsonizagdo dos eritrocitos por fragmentos
do complemento (principalmente C3d). Este resultado é
ocasionado pela falta de CD55.0Onde os eritrécitos
opsonizados sdo eliminados e destruidos pelas células do

. , . 14
sistema reticulo-endotelial®*.
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Manifestag6es Clinicas

Anemia

A anemia na HPN é muitas vezes multifatorial e
pode resultar de uma combinagdo de hemdlise e
insuficiéncia da medula dssea. A hemdlise intravascular
estd associada com anemia moderada a grave, contagem
de reticuldcitos aumentada, volume corpuscular médio
(VCM) normal a elevado e um nivel acentuado da
lactato desidrogenase (LDH) sdo comuns na HPN
hemolitica. Na anemia aplastica-HPN, a anemia se deve
principalmente a insuficiéncia da medula dssea, apresen-
tando medula dssea hipocelular, trombocitopenia mais
grave, um pequeno percentual de granuldcitos, contagens
de reticuldcitos baixo e discreto aumento ou nenhum nos
niveis de LDH. A trombose pode ocorrer na anemia
aplastica-HPN, mas é menos frequente do que em pacien-

tes com HPN hemolitica®.
Trombose

A trombose é a causa mais comum de mortalidade
na HPN, representando 50% dos obitos, a trombose
venosa tende a ser mais comum do que a trombose
arterial. A trombose da veia hepdtica (sindrome de Budd-
Chiari) é a ocorréncia mais comum; outros locais
frequentemente afetados pela trombose incluem as veias

.. .78
abdominais e cerebrais™”.

A trombofilia na HPN é multifatorial. A auséncia de
proteinas reguladoras do complemento ancoradas em GPI
(CD55 e CD59) nas plaquetas HPN leva a microparticulas
proé-tromboticas. Altos niveis de hemoglobina livre levam
a eliminagdo de oéxido nitrico (NO), que tem sido
implicado em contribuir para a ativagdo e agregacao
plaquetdria. A ativagdo do complemento contribui nos
processos proé-inflamatérios e pré-tromboticos, gerando
citocinas inflamatdrias como interleucina-6, interleucina-8

7
e fator de necrose tumoral-a’.
Distonia do musculo liso

Dor abdominal, dor nas costas, espasmo esofagico,
disfagia (dificuldade de degluticdo) e disfuncdo erétil sdo
manifestagGes comuns associadas a HPN hemolitica e
muitas vezes sdo consequéncia direta da hemdlise
intravascular e da liberagdo de hemoglobina livre. Esses
mecanismos de depuracdo estdo sobrecarregados no
cenario de hemdlise intravascular e, consequentemente,
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os niveis de hemoglobina livre no plasma aumentam™.
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A hemoglobina livre sequestra o dxido nitrico, que
é sintetizado pelas células endoteliais, mantém o relaxa-
mento do musculo liso e inibe a ativagdo e agregacao pla-
quetdria. Dessa forma, a deficiéncia de 6xido nitrico nos
tecidos contribui para a desregulagdo do tonus do muscu-

lo liso e ativacio plaquetaria’.
Outras manifestagdes na HPN

A fadiga incapacitante é uma caracteristica comum
da HPN e pode ser desproporcional ao grau de anemia. A
fadiga geralmente é mais intensa durante um ataque
hemolitico, mas geralmente esta presente o tempo todo.
Episodios de ictericia e hemoglobindria também foram
regularmente relatados. Pacientes com HPN tém alto
risco de desenvolver doenga renal cronica como resultado
de hemdlise intravascular de longo prazo. O dano tubular
renal pode ocorrer por trombose microvascular, acimulo
de depdsitos de ferro ou ambos. Hipertensdo pulmonar
leve a moderada também foi relatada, e juntamente com
funcdo ventricular direita reduzida causada por
microtrombos subclinicos ou eliminagdo de dxido nitrico
associada a hemodlise também podem gerar quadros de

dispnéia™?.
Classificagdo e Diagndstico

A HPN tem apresentagdes clinicas variadas, incluin-
do anemia hemolitica com Coombs-negativa, pancitope-
nia, dor abdominal inexplicdvel, hemoglobinuria e
trombose. A HPN pode manifestar-se ou evoluir de ane-

mia aplastica adquirida®.

A HPN é classificada em trés categorias: HPN classi-
ca (na qual os pacientes apresentam manifestacdes clini-
cas de hemolise ou trombose); HPN no contexto de ou-
tros disturbios primarios da medula 6ssea (como anemia
aplastica ou sindromes mielodisplasicas); e HPN subclini-
ca, em que os pacientes apresentam baixas proporgdes
de clones de células na HPN, mas sem evidéncia clinica ou

. s0: 2,3
laboratorial de hemdlise ou trombose™”.

A HPN hemolitica (ou classica), anemia aplastica-
HPN e HPN intermedidria. Pacientes com HPN hemolitica
tendem a ter contagens de neutrdfilos e plaquetas quase
fisioldgicas, niveis de lactato desidrogenase de mais de
duas vezes o limite fisioldgico superior (que aponta para
hemdlise intravascular), medula 6ssea normocelular,
aumento de reticuldcitos contagem e uma populagido

relativamente grande de granulécitosa's.
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Pacientes com anemia aplastica-HPN apresentam
pancitopenia grave, tendem a ter uma medula dssea hipo-
celular, uma contagem de reticuldcitos relativamente bai-

xa e uma porcentagem menor de granuldcitos °.

Os exames laboratoriais que devem ser solicitados
se houver suspeita de HPN (por exemplo, se o paciente
apresentar hemoglobinuria) incluem hemograma comple-
to com diferencial, contagem de reticuldcitos, esfregaco
de sangue periférico e ensaio de lactato desidrogenase.
O diagndstico clinico de HPN deve ser confirmado com
citometria de fluxo sanguineo periférico para determinar
a auséncia ou deficiéncia grave de proteinas ancoradas a
GPl em pelo menos duas ou mais linhagens de células

. 9
sanguineas .

As proteinas ancoradas em GPI podem ser detecta-
das apds a marcagao das células com anticorpos monoclo-
nais (por exemplo, anti-CD55 ou anti-CD59) ou um rea-
gente conhecido como proaerolisina marcada com fluo-
resceina (FLAER), que se liga a porgdo de glicano na anco-
ra GPI. A citometria de fluxo deve ser solicitada para paci-
entes com anemia hemolitica Coombs-negativo, pacientes
com anemia aplastica ou pancitopenia e trombose inexpli-
cada que tenham outras evidéncias clinicas ou laboratori-
ais de HPN. Essas mutagdes PI/G-A geralmente surgem de
células formadoras de coldnias, em vez de células tronco
hematopoiéticas, e ndo sao clinicamente ou diagnostica-

. op: . 10,11
mente significativas'**.

A bidpsia da medula dssea ndo é necessaria para o
diagnéstico de HPN, mas deve ser realizada em pacientes
com pancitopenia grave. Em pacientes com HPN hemoliti-
ca, a medula éssea é frequentemente normocelular a hi-

percelular com hiperplasia eritréide®’.
Mutagdes genéticas

Mutagées PIG-A

Mutag¢Ges somaticas de PIG-A em pacientes com
HPN s3do multiplas. A maioria sdo inser¢cdes ou delecbes
envolvendo uma Unica base ou varias bases e substitui-
¢Oes de uma Unica base. Dele¢Ges de todo o gene ou de
uma grande parte do gene sdo raras. Dele¢Ges de base
Unica e substituicdes de base Unica representam aproxi-
madamente um tergo das mutag¢des conhecidas e o ter¢o
restante compreende inser¢Ges de base Unica, delegGes

. ~ ~ 11
de base e combinac¢bes de dele¢bes ™.
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A biossintese de GPI é um processo poés-traducional que
ocorre no reticulo endoplasmatico. Portanto, é necessario
mais de 10 etapas e aproximadamente 26 produtos géni-
cos. O gene PIG-A produz uma das sete proteinas que estao
envolvidas no primeiro estdgio da biossintese de GPI. Qual-
quer mutagdo no gene pode teoricamente causar HPN;
entretanto, o gene PIG-A era o Unico encontrado mutado
em pacientes com HPN. Isso ocorre porque o PIG-A é en-
contrado no cromossomo X; como resultado, uma Unica
mutagdo somatica em uma célula-tronco hematopoiética é
suficiente para produzir um fendtipo da HPN. Os demais
genes identificados pela via biossintética GPI sdo autosso-
mos; como consequéncia, duas mutag¢des interrompem a

~ . 12
fungdo dessa proteina ancoradora™.

O gene PIG-Ade 16 Kb de comprimento esta
localizado em Xp22.1; codifica uma proteina que contém
484 aminodacidos (60 kDa). Um pseudogene sem intron foi
encontrado no cromossomo 12g21. Numerosas mutagoes
somaticas em toda a regido de codificagdo do PIG-A tém
sido descritos em pacientes com HPN. A maioria das muta-
¢Oes de PIG-A sdao pequenas insergdes ou delegdes, geral-
mente de 1 ou 2 pb, que resultam em uma mudanga de
quadro na regido de codificagdo e, consequentemente, um

produto n3o funcional encurtado™®.
Células-tronco na HPN

Para causar HPN, as mutagdes PIG-A devem ocorrer
em uma célula-tronco hematopoiética autorrenovavel e
devem atingir dominancia clonal. Esses mecanismos que
levam a expansdo clonal e a dominancia das células-tronco
continuam sendo focos de investigacdo. Qualquer hipdtese
culmina na estreita relagao fisiopatoldgica entre a HPN e a
anemia aplastica adquirida, uma doenga autoimune media-
da por células T caracterizada pela deplecdo de células-

e sge 6
tronco hematopoiéticas’.

Uma hipotese é que as CTH que expressam protei-
nas ancoradas em GPI sdo seletivamente mortas por linfo-
citos citotoxicos autorreativos, enquanto CTH deficientes
em proteinas ancoradas em GPI sdo poupados. De fato, as
células HPN raramente sdo vistas em formas hereditérias
de faléncia medular, nas quais os linfdcitos citotoxicos
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autorreativos nao sdo funcionais™".

Outra hipdtese é que os glicolipideos da GPI sejam
reconhecidos por uma classe de células T CD8 + citotdxicas
que também expressam marcadores celulares tipicamente

encontrados em células natural killer (NK). Essas células T
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em particular podem ser observadas tanto em individuos
sauddveis quanto em pacientes com HPN. Em pacientes
com HPN, essas células T reagem com complexos de GPI e

glicoproteina apresentadora de antigeno cD1d%*.

Outras mutacgdes que desencadeiam a HPN

A deficiéncia de CD59 é a causa mais comum de
manifestagdes clinicas na HPN. Como resultado, casos raros
de mutagdes hereditarias que resultam em perda de CD59
na superficie celular foram documentadas. O fenétipo des-
ses pacientes imita ao da HPN, a presenca de hemdlise in-
travascular com hemdlise paroxistica e propensdo para
trombose. Em contraste com os pacientes com HPN, aque-
les com deficiéncia hereditaria de CD59 também apresen-
tam neuropatia recorrente na periferia. A auséncia de CD59
é encontrada apenas nas células sanguineas na HPN classi-
ca; entretanto, em pacientes com mutag¢des de CD59 na
linhagem germinativa, todas as células do corpo sdo defici-

entes em CD59%.

Atuacao dos linfécitos T na HPN

Diversos estudos foram realizados afim de avaliar o
papel dos linfécitos na HPN. Inicialmente, um mecanismo
hipotético para a expansdo clonal de células GPI(-) na HPN
é que as células mutantes escapam ao ataque de células
citotdxicas autorreativas que acredita-se serem responsa-
veis pela anemia apldstica, um ataque autoimune mediado
por células T danifica as células-tronco hematopoiéticas . O
alvo das células T auto-reativas pode ser a molécula de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) ou outra molécula expressa
em CTH. Uma mutagdo inativadora do gene PIG-A produz
um clone hematopoiético GPI-negativo. Na auséncia do
clone mutante PIG-A, o ataque autoimune, mesmo que na
molécula de GPI seja direcionado, produz anemia aplasti-
ca. Na auséncia do ataque autoimune, um clone mutan-
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te PIG-A ndo tera consequéncias .

A hipétese de que na patogénese da HPN, os linfdci-
tos T autoimunes atacam as células tronco hematopoiéti-
cas GPI (+) através da moléculas GPI, enquanto as células
GPI (-) podem escapar e sobreviver. A CD1d é um tipo de
molécula do MHC que apresenta agulcare/glicolipideos que
podem induzir respostas imunes de células T; esta envolvi-
do na patogénese de uma variedade de doengas. Foi des-
crito que CD1d pode apresentar moléculas ancoras de GPI.
Sendo assim, Karadimitris hipotetizou que o CD1d apresen-
taria a molécula GPl como antigeno para os linfocitos T e

entdo os ativaria. Essas células T matam as células-alvo que
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expressam a molécula GPI; no entanto, as células tronco
hemtopoiética na HPN, que ndo possui moléculas de GPI,

18
pode escapar desse ataque™.

Existem pelo menos duas vias na ativagdo de células
T através de CD59, resultando na produgao de IL-2; isso
sugere que o GPI-AP atua como coestimulador e medeia a
citotoxicidade dos linfocitos T. Anticorpos monoclonais,
anti-CD, CD2, CD3, CD58 e CD59 foram usados para
bloquear o efeito citotdxico, e os resultados mostraram
que todos os anticorpos bloqueiam o efeito citotéxico no
mesmo grau, indicando que o CD59 na superficie de LCL,
opera como um tipo de GPI-APs, requerido pelos linfécitos
T para produzir um efeito citotdxico nas células alvo. O
CD4+ e LTC produz citotoxicidade principalmente através
da via Fas/FasL. A expressdo de Fas em células CD59+ é
significativamente maior do que em células CD59-. A via
Fas/FasL € uma das vias do receptor de membrana apopto-
tica. Ndo ¢é dificil especular que os linfécitos T
exerceram efeitos citotdxicos através da molécula GPI-AP
pela via Fas/FasL, e as células CD59+ exibiram mais apopto-
se, enquanto as células CD59- poderiam escapar desse efei-

. s 1
to citotoxico 9.

De acordo com os resultados dos presentes estudos,
a mutagdo do gene PIG-A é amplamente considerada como
uma das patogéneses da HPN, mas existem pelo menos 20
genes envolvidos na biossintese de GPI além do PIG-A, e
alteragdes genéticas adicionais ocorrendo em CTH mutan-
tes PIG-A poderia dar a estes clones uma vantagem de
crescimento benigno. A mutacdo do gene PIG-A por si sé
ndo pode explicar a vantagem de sobrevivéncia dos clones
na HPN, e n3do é a Unica diferenca entre o clone HPN e o
clone ndo-PNH. Alguns pesquisadores acreditam que é a
imunidade de linfécitos T anormais que pode estar

envolvida na patogénese da HPN.

Conclusao

A ocorréncia de HPN deve-se ao escape do GPI - do
ataque autoimune mediado por células T em comparagdo
ao GPI + das células tronco hematopoiéticas, que é conhe-
cido como hipdtese de escape imune. A terapia imunossu-
pressora para linfocitos T é eficaz em alguns pacientes com
HPN. No entanto, os pacientes com HPN sdo raros, e a ideia
de escape imune ainda carece de evidéncias'®".

O papel especifico que os linfdcitos T desempenham
ainda ndo esta claro, o que requer mais estudos até que

possa ser descoberto. Compreender plenamente a atuagao
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da autoimunidade em que os linfdcitos T estdo envolvidos
na patogénese da HPN pode fornecer estratégias mais no-
vas e precisas no tratamento, o que pode retardar o ataque

dos linfécitos T as CTH sem mutacdo do gene PIG-A e me-

lhorar a qualidade de vida de pacientes'®**?.
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