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La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es una enfermedad
clonal adquirida que afecta a la célula hematopoyética pluripotencial.
Se origina por una mutacién somatica en el gen PIG-A (glucosilfosfa-
tidilinositol de clase A), que codifica para una proteina involucrada
en la sintesis de glucosilfosfatidilinositol (GPI). Esta molécula actua
como anclaje a la membrana citoplasmica de numerosas proteinas,
cuya expresion sera total o parcialmente deficiente en pacientes con
HPN. En la actualidad se reconoce que la constatacion de esta defi-
ciencia por citometria de flujo constituye el método de eleccién para
el diagnéstico de la enfermedad. Entre las moléculas deficitarias en
la HPN se encuentran las proteinas reguladoras del complemento
CD55 y CD59, cuya deficiencia es responsable de la hemdlisis intra-
vascular caracteristica de la enfermedad. Ademas, los pacientes pre-
sentan predisposicion a desarrollar fendmenos trombéticos e infeccio-
nes, y un grado variable de insuficiencia medular. En este trabajo se
revisan los avances mas recientes en el conocimiento de la patogenia
de la enfermedad y los métodos de diagndstico y seguimiento de los
pacientes con HPN.

Palabras clave: Hemoglobinuria paroxistica nocturna. P/G-A.
Glucosilfosfatidilinositol. Citometria de flujo.

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is an acquired clonal he-
matopoietic disorder characterized by the existence of somatic muta-
tions in the PIG-A (phosphatidylinositolglycan complementation class
A) gene, which encodes for a protein involved in the biosynthesis of
the glycosyl phosphatidylinositol (GPI) molecule that serves as an an-
chor for many cell surface proteins. This genetic alteration translates
into a total or partial deficiency in the PNH clone of surface proteins
attached to the cell by a GPI anchor. Evaluation of deficient expres-
sion of GPl-associated proteins is currently used for the diagnosis of
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Among other proteins, defi-
ciency of CD55 and CD59 leads to an increased susceptibility of PNH
cells to complement-mediated cell lysis. Variable degrees of cytope-
nia, an increased susceptibility to infections and recurrent thrombotic
events are other symptoms of the disease. In this paper we review the
recent advances in the knowledge about the pathogenic mechanisms
of the disease and the current approaches for the diagnosis and moni-
toring of PNH patients.

Key words: Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. PIG-A gene.
Glycosylphosphatidiylinositol. Flow cytometry.

La hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es una en-
fermedad clonal adquirida. Se origina por una mutacion so-
matica en el gen PIG-A (glucosilfosfatidilinositol de clase A),
que se localiza en el brazo corto del cromosoma X y que co-
difica para una proteina involucrada en la sintesis del gluco-
silfosfatidilinositol (GPI)*?, molécula esencial para el anclaje
de una gran variedad de proteinas de la membrana cito-
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plasmica. La mutacion se produce en una célula madre he-
matopoyética pluripotencial y da lugar a una deficiencia to-
tal o parcial de la proteina pig-a, con la consiguiente altera-
cion en la sintesis del GPI y del anclaje de las proteinas
asociadas al GPI a la membrana citoplasmica; como resul-
tado, una parte de las células sanguineas derivadas de la
diferenciacion y maduracion de la progenitora hematopoyé-
tica afectada seran deficientes en las proteinas que se unen
a la membrana citoplasmica a través de GPI34.

Antecedentes histéricos

La primera referencia inequivoca a la HPN la realiz6 William
Gull en 1866°, pero no fue hasta 1882 cuando Paul Stri-
bing® identificé la enfermedad como una entidad diferente
de la hemoglobinuria paroxistica desencadenada por el frio
y la asociada a la marcha. Este autor demostr6 que el pig-
mento que oscurece la orina de estos pacientes es la hemo-
globina procedente de la destruccion de los hematies, he-
cho que atribuy6 al paso de éstos por el rifién. Casi medio
siglo mas tarde, en 1928, Ennekin acufié de forma definitiva
el nombre de HPN. En 1911 Hijmans van den Bergh’ de-
mostré que la acidificacion con diéxido de carbono de sue-
ros de pacientes con HPN inducia la lisis de los eritrocitos,
hecho que no ocurria con sueros de personas sanas. Poste-
riormente Ham relacioné este hallazgo con un aumento de
la susceptibilidad de estas células a la lisis mediada por las
proteinas del sistema del complemento®, ademas de crear
una prueba hemolitica sencilla para el diagnéstico de la
HPN, que se ha empleado desde entonces para el diagnos-
tico de la enfermedad. Tras un andlisis detallado de la lisis
eritrocitaria cuando empleaban el test de Ham en pacientes
con HPN, Rosse y Dacie®!© constataron que habia una im-
portante heterogeneidad en lo que hacia referencia a la sen-
sibilidad de los hematies de estos pacientes a la lisis me-
diada por el complemento. De esta forma identificaron
3 poblaciones de hematies de acuerdo con su sensibilidad
al complemento: hematies de tipo I, II'y Ill, con una sensibi-
lidad normal, moderada y alta, respectivamente®. Con ante-
rioridad DeSandre!! habia referido que los eritrocitos de pa-
cientes con HPN no expresaban acetilcolinesterasa. Unos
afios mas tarde, se identificaron otras moléculas cuya ex-
presion era deficiente en la membrana de los eritrocitos de
estos pacientes; entre ellas figuraban la fosfatasa alcalinal?,
el factor que acelera la degradacion de las convertasas del
complemento (DAF, de decay accelerating factor, o CD55)!3
y el inhibidor de membrana de la lisis reactiva (MIRL o
CD59). Todas estas proteinas tienen en comdn el estar
ancladas a la membrana celular a través de GPI, y en 1992
se demostré que en la HPN habia un defecto en la sintesis
de esta molécula'®®. La demostracién del defecto fenotipi-
co llevod a la identificacion de la alteracion genética subya-
cente a la HPN en 1993 por Miyata et al'’, quienes clona-
ron el gen PIG-A y demostraron su participacion en la
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sintesis del primer compuesto intermedio en la ruta de sin-
tesis de GPI. Asimismo, estos autores identificaron una mu-
tacion somatica que ocasionaba la pérdida de la funcion del
gen PIG-A® y determinaron que la HPN afectaba de igual
modo a varones y mujeres'®. Actualmente se sabe que la
mutacion en el gen PIG-A es condicién necesaria pero no
suficiente para el desarrollo de la HPN, puesto que se han
descrito mutaciones de este gen en personas sanas', lo
que induce a pensar que para la expansion del clon mutado
podrian ser necesarios otros factores®.

Glucosilfosfatidilinositol (GPI)

Estructura

La molécula de GPI tiene una estructura altamente conser-
vada a lo largo de la evolucién, siendo muy similar en los or-
ganismos unicelulares mas sencillos y en los mamiferos?!-23,
Consta de una molécula de fosfatidilinositol, un nucleo glu-
cano formado por una molécula de N-glucosamina y 3 ma-
nosas, y una molécula de fosfoetanolaminal?* (fig. 1). La
union a la membrana se realiza a través de la molécula de
fosfatidilinositol, que se inserta en la bicapa lipidica median-
te los acidos grasos situados en los carbonos 1y 2 del glice-
rol. El primero de ellos se une a través de un enlace éter®,
mientras que el segundo suele ser un acido graso altamente
insaturado, como el acido araquidénico, que se une como
radical acilo. En los mamiferos hay un tercer acido graso,
generalmente acido palmitico, que se une al inositol’®. Esta
estructura proporciona a la molécula de GPI resistencia
frente a la fosfolipasa C producida por bacterias como Baci-
llus thuringiensis®” y Staphylococcus aureus?.

El ntcleo glucano de GPI esté formado por una molécula de
N-glucosamina que se une mediante un enlace «(1-6) al
inositol. Este, a su vez, estd unido a 3 manosas a través de
diferentes enlaces alfaglucosidicos'. La manosa terminal

estéd unida, a través de su sexto carbono, a una molécula de
fosfoetanolamina, cuya amina reacciona con el grupo car-
boxilo terminal de la proteina que va a ser anclada a la
membrana?®3°.

Aunque la estructura del nucleo glucano de la molécula de
GPI es similar en organismos unicelulares sencillos y en
mamiferos, puede haber diferencias en las moléculas que
se unen como «cadenas laterales». Asi, el grupo hidroxilo
del C-2 de la manosa que se une a glucosamina puede es-
tar unido a una molécula de fosfoetanolamina que no forma
enlace con ninguna cadena polipeptidica. Ademas, el grupo
hidroxilo del C-4 de esa misma manosa aparece unido a
N-acetilgalactosamina o a oligosacéridos®. Finalmente, en el
C-2 de la manosa terminal puede haber una o mas mano-
sas unidas al grupo hidroxilo3!.

Biosintesis

La sintesis de GPI comienza en la cara externa del reticulo
endoplasmico® y se completa en la cara interna del aparato
de Golgi. El primer paso de la sintesis (fig. 2) consiste en la
unién de N-acetilglucosamina (GIcNAc) a fosfatidilinositol
por accion de la enzima glucosiltransferasa, que utiliza uridi-
na difosfato-GIcNAc como sustrato®; el producto resultante
de esta union se desacetila para obtener glucosamina-fosfa-
tidilinositol (GIcN-PI)*4. A continuacion la dolicol-fosfato-ma-
nosa y la fosfatidil-etanolamina actian como donadores de
manosa y fosfoetanolamina, respectivamente3®%. Luego se
forma un complejo que se compone de proteinas que se com-
binan con el precursor de GPI sintetizado y que es transpor-
tado al aparato de Golgi, donde las proteinas sufren una mo-
dificacion de su unién a la molécula de GPI para insertarse
finalmente en la membrana plasmatica como proteinas an-
cladas a GPI maduras.

Con el fin de identificar los genes implicados en las rutas de
sintesis de GPI se han empleado como modelo las eucario-
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Fig. 1. Estructura bioquimica de la mo-
lécula de glucosilfosfatidilinositol (GPI).
GlcN: glucosamina; Man: manosa.
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