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CAM — Complexo de ataque a membrana

DHL — Desidrogenase do lactato

GIlcNAc-PI — N-acetylglucosaminyl phosphatidylinositol transferase
GPI — Glycosylphosphatidylinositol

HPN — Hemoglobinuria paroxistica noturna

HSC — Hematopoietic stem cells

HTP — Hipertensdo Pulmonar

INR — International normalized ratio

LMA — Leucemia mieloblastica aguda

MBL - Manose Binding Lectin

NT-ProBNP — N-terminal pro-brain natriuretic peptide

PIGA — Phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class A
PIGM — Phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class M
PIGT — Phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class T
RMN — Ressonancia magnética nuclear

SMD — Sindrome mielodisplasica

TF — Tissue factor

TFPI — Tissue factor pathway inhibitor

tPA — tissue plasminogen activator

u-PA — urokinase-type Plasminogen Activator
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Resumo

Introdugdo e objetivos: A hemoglobinlria paroxistica noturna (HPN) é uma doencga rara,
clonal, causada por um defeito adquirido de membrana em diferentes linhas celulares do
sangue. E causada por mutacdes somaticas adquiridas do gene PIGA, de que resultam defeitos
de sintese do glicosil-fosfatidil-inositol, que serve de ancora para a ligacdo de numerosas
proteinas a superficie das células. Associa-se a manifestagdes clinicas como hemodlise
intravascular, trombose de vasos de grande calibre e anemia apldsica, com grande impacto na
morbimortalidade. Nos ultimos anos, o eculizumab, um anticorpo monoclonal humanizado
cujo mecanismo de agdo consiste na ligacdo a C5, impedindo a ac¢do da C5 convertase e a
ativacdao do complemento, tem revelado resultados promissores na abordagem a doenca. Este
trabalho teve como objetivo fazer uma revisdo bibliografica sobre a HPN, focando a
epidemiologia, a fisiopatologia, a genética, as manifestacGes clinicas, o diagndstico e o
tratamento.

Metodologia: Pesquisa bibliografica realizada na MedLine®, via Pubmed®, orientada pelo
livro publicado por Queirds & Lima, em 2011, seguida de leitura de artigos selecionados.

Resultados e Conclusées: A HPN é uma doenca adquirida rara, com apresentacdes de
hemodlise intravascular (cldssica) e de aplasia medular. Frequentemente verificam-se afetacdo
renal ou pulmonar e a morbimortalidade associa-se predominantemente a fendmenos
trombdéticos. O estudo da HPN com recurso a novas técnicas de diagndstico permite uma
caraterizacdo detalhada da doenca com base em populacdes de clones mutados, com
relevancia na decisdo terapéutica. O eculizumab teve profundo impacto na progressao clinica e
bem-estar dos doentes, com resultados promissores na gravidez, e abriu caminho a outras
estratégias terapéuticas. A melhor abordagem da faléncia medular requer futura investigagao.

Palavras-chave: Hemoglobinldria Paroxistica Noturna; PIGA; GPIl; anemia hemolitica;
tromboses; anemia apldsica; eculizumab.
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Abstract

Introduction and objectives: Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria is a rare, clonal disease
resulting from an acquired membrane defect spanning distinct hematopoietic cell lineages. It
originates on PIGA gene mutations leading up to glycosylphosphatidylinositol synthesis
defects, a molecule acting as an anchor for different cell-surface proteins. It associates thusly
with clinical manifestations such as intravascular hemolysis, large caliber vessels’ thrombosis
and aplastic anemia, impacting both morbidity and mortality. Recent studies involving
eculizumab, a monoclonal humanized antibody binding C5 and preventing C5 convertase
action and complement activation, have showed promise. The purpose of this work is to
review literature concerning PNH, focusing on epidemiology, pathophysiology, genetics,
clinical manifestations, diagnostic and treatment.

Methods: Literature review over MedLine®, via Pubmed®, using the publication of Queirds &
Lima, in 2011, as guidance, ensued with detailed reading of selected articles.

Results and Conclusions: PNH is a rare acquired disease, presenting as hemolysis (classic PNH)
or aplastic anemia. Often, there’s renal or lung involvement, with morbi-mortality
predominantly linked to thromboembolic events. Studying PNH with new diagnostic
techniques has wielded a detailed disease characterization, based on mutated clone
populations, with relevance over therapeutic approaches. Eculizumab has had profound
impact in both disease progression and quality of life, with promising data concerning
pregancy, paving the way for further therapies. Approaches concerning bone marrow failure
warrant further investigation.

Keywords: Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria; PIGA; GPI; hemolytic anemia; thrombosis;
aplastic anemia; eculizumab.

Vi
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1. INTRODUCAO

A Hemoglobinuria Paroxistica Noturna (HPN), doenca adquirida muito rara, caracteriza-se por
uma expressdo deficiente de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI, Glycosylphosphatidylinositol),
molécula que serve de ancora para a ligacdo de proteinas a membrana das células
hematopoiéticas (Brodsky, 2014). Entre estas, contam-se proteinas reguladoras do sistema de
complemento, como o CD55 e CD59.

Na génese da HPN estdo mutagSes do gene PIGA (phosphatidylinositol glycan anchor
biosynthesis class A), codificando para a enzima fosfatidil-inositol-N-acetil-glucosamina-
transferase (GIcNAc-PI, N-acetylglucosaminyl phosphatidylinositol), intervindo na sintese do
GPI.

A deficiéncia de GPI, e consequentemente da expressdo de proteinas ai ancoradas a
membrana celular, condiciona fendmenos fisiopatoldgicos responsaveis por manifestacoes
clinicas da HPN e pela associagio com outras doengas das células progenitoras
hematopoiéticas, como anemia aplasica.

A clinica da HPN é vasta, com diferentes apresentacdes, dependendo do tipo de clone ou
clones de HPN e da sua proporcdao face as células normais, mas também de outros
mecanismos que ndo estdo ainda esclarecidos. Contudo, sdo fendmenos carateristicos a
hemdlise intravascular, com hemoglobindria, a trombose de vasos de grande calibre, e, em
alguns doentes, a anemia apldsica. Menos especificos, mas potencialmente observaveis em
doentes com HPN, sdo sinais e sintomas como fadiga, dispneia, disfagia, dor abdominal, dor
tordcica, disfuncao erétil e insuficiéncia renal.

Ha um impacto significativo na qualidade de vida e na mortalidade, com taxas de sobrevida
aos 10 anos evoluindo dos 50%, em meados do século XX, até aos 75%, a altura da introdugao
do anticorpo monoclonal eculizumab como opg3o terapé@utica, =" A origem da referéncia ndo foi encontrada.
Adicionalmente, sdo adotadas outras medidas na abordagem da doenga, como administra¢do
de anticoagulantes. O transplante alogénico de medula dssea, apesar dos riscos associados,
continua a ser a Unica via para obtencdo de uma cura (excluindo casos de remissdo

espontanea).

Este trabalho visa rever o tema da HPN, englobando epidemiologia, fisiopatologia, genética,
manifestagoes clinicas e formas de apresentacdo, diagndstico e tratamento.
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2. EPIDEMIOLOGIA

A HPN é uma doenca rara, cuja prevaléncia na Europa foi estimada em 1 a 9 casos por milhdo
de habitantes (http://www.orpha.net/). O Unico estudo epidemioldgico europeu publicado foi
realizado em Inglaterra e aponta para uma incidéncia de 1.3/milhdo habitantes/ ano e para
uma prevaléncia de 15.9/milhdo de habitantes (Hill, 2007).

A doenca pode surgir em qualquer idade e em ambos os sexos, havendo uma maior
concentracado de diagndsticos durante a terceira década de vida. A distribuicdo entre géneros
aparenta ser também equitativa, refletindo a localizagdo do gene PIGA no cromossoma X (um
dos alelos é silenciado por inativagdo do cromossoma X em mulheres). Todavia, Mufioz-Linares
e colaboradores encontraram uma tendéncia para apresenta¢do mais precoce em doentes do
sexo masculino, particularmente de ascendéncia asiatica (Munoz-Linares, 2014).

O diagndstico de HPN pode surgir em doentes com sindromes de faléncia medular como
anemia aplasica ou sindrome mielodisplasica (SMD) podendo por vezes evoluir para leucemia
mieloblastica aguda (LMA) (Hillman, 1995; Socie, 1996). O aumento doutras neoplasias nao
estd documentado pela maioria dos estudos, verificando-se estas ocasionalmente em doentes
transplantados devido a imunossupressdo, sendo as mais frequentemente observadas
linfomas.

A mortalidade na HPN tem vindo a decrescer, mas mantendo-se em valores significativamente
elevados. Enquanto em 1940 a mortalidade aos 10 anos apds o diagndstico chegava aos 50%,
apods 2008, diferentes estudos revelam taxas de sobrevida aos 10 a 15 anos na ordem dos 65%
a 75% (de Latour, 2011). Das causas de morte mais frequentes constam as tromboses (arteriais
ou venosas) em 40% a 67% dos casos e insuficiéncia renal em 8% a 18%, surgindo o cancro, na
maioria dos estudos publicados, como causa em apenas 1% a 4% dos casos.

O eculizumab, disponivel como terapéutica apds os primeiros ensaios clinicos realizados entre
2004 e 2007, tem revelado resultados animadores relativamente a morbilidade, qualidade de
vida e mortalidade, apresentando uma taxa de sobrevida aos 5 anos de cerca de 95% nos
doentes tratados, ndo diferindo da observada na populagdo em geral (Kelly, 2011).
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3. ETIOPATOGENIA

3.1. Genética
3.1.1 PIGA

A HPN carateriza-se pela expressdo deficiente de GPl na membrana de células hematopoiéticas
de diferentes linhagens, na sequéncia de muta¢des somadticas adquiridas nas células
progenitoras hematopoiéticas (HSC, hematopoietic stem cells), ao nivel do gene PIGA,
localizado no brago curto do cromossoma X (Xp22.1) (Takeda, 1993; Miyata, 1993; Miyata,
1994; Bessler, 1994).

A enzima GIcNAc-PI, codificada pelo gene PIGA, intervém na biossintese da ancora de GPI, que
serve como ponto de ligacdo de numerosas proteinas a superficie das células; nos doentes
com deficiéncia em GPI ocorre deficiéncia destas proteinas na membrana externa das células
afetadas, com consequéncias funcionais (Queirds, 2011).

As mutagdes do gene PIGA diferem entre doentes, ndo conduzindo aos mesmos resultados. As
células podem classificar-se com base no tipo de expressao de ancoras de GPI, relacionando-se
com o tipo de mutac¢do. Células com uma expressdo normal de proteinas ligadas ao GPI sdo
classificadas de células tipo 1. Células com mutacdes no gene PIGA do tipo missence,
apresentam expressdo diminuida de proteinas habitualmente ligadas ao GPI e sdo designadas
células do tipo Il. Aquelas onde ocorreram mutagdes do tipo frameshift constituem as células
tipo lll, sem ancoras de GPl. No mesmo doente podem coexistir estas diferentes populacées.
As proporg¢oes presentes variam de doente para doente, e conforme a linha celular analisada
(Pakdeesuwan, 2000). Desempenham também um papel na forma de apresentacdo da doenga,
ja que as células tipo Il sdo mais sensiveis a lise por complemento (Packman, 1979), e as
tromboses sdao mais comuns em doentes com clones do tipo Il.

3.1.2 PIGM

Foi descrita uma mutagdo autossémica recessiva no gene PIGM (cromossoma 1), codificando
para a enzima manosil-transferase que, nos casos de homozigotia, origina deficiéncia de GPI.
Manifesta-se por uma sindrome hereditdria com tromboses na infancia e alteragdes
neurolégicas, sem hemadlise significativa (Almeida, 2006; Costa, 2014).

3.1.3 PIGT

Foram identificadas muta¢des no gene PIGT (cromossoma 20), condicionando deficiéncias de
proteinas ligadas ao GPl. As manifestacdes variam, conforme o tipo de mutacdo e as células
afectadas, podendo incluir hemdlise intravascular e sindromes autossOmicas recessivas
complexas, com atraso intelectual, alteragcdes neuroldgicas, distonia muscular, altera¢des
esqueléticas, enddcrinas e oftalmoldgicas (Krawitz, 2013; Kvarnung, 2013; Lam, 2016).

3.1.4 Outras alteragdes genéticas

Na HPN estdo presentes outras alteragdes genéticas, para além de muta¢des somaticas do
gene PIGA, podendo preceder ou suceder estas ultimas (Lee, 2014; Shen, 2014). Um trabalho

3
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publicado por Shen e colaboradores mostrou que, nas células HPN, para além das mutagdes
somaticas do gene PIGA, sdo frequentes mutacdes somaticas em outros genes implicados na
patogenia de neoplasias mieldides, como TET2, SUZ12, U2AF1, e JAK2 (Shen, 2014).

3.2. Sistema do Complemento

O sistema do complemento desempenha um papel central na fisiopatologia da HPN (Risitano,
2013), participando nele mais de 30 proteinas solliveis e/ou de membrana, o que ajuda a
compreender alguns das manifestacdes da doenca. Salienta-se o papel de C2, C3, C4, C5, C6,
C7, C8, C9 e dos reguladores do complemento CD55 e CD59, podendo a ativacdo e a regulacao
deste sistema ocorrer por diferentes mecanismos (Noris, 2013; Varela, 2015).

3.2.1.Vias de ativagcdao do complemento

Via cldassica

O complemento activa-se pela formacdo de complexos antigénio-anticorpo, com participacao
de IgG ou IgM. Despoleta-se a associagdo de C2a e C4b a membrana das células, provenientes
respetivamente de C2 e C4, formando-se C3 convertases. Estas ligam-se a fragmentos C3b
(provenientes de C3), originando C5 convertases, as quais clivam C5 em C5a (atividade proé-
inflamatdria e pré-coagulante) e C5b. C5b forma com C6 e C7 o complexo C5b67, ao qual se
liga C8, penetrando na membrana e recrutando moléculas de C9 para formar poros de
C5b6789, (complexo de ataque a membrana, CAM), responsaveis pela lise celular.

Via da lectina

A ativacdo decorre pela ligagdo da manose ligada a lectina (MBL, Manose Binding Complex) a
hidratos de carbono, despoletando a acdo de proteases de serina, com um efeito idéntico ao
dos imunocomplexos e promovendo a clivagem de C3.

Via alternativa

Aqui a ativagdo resulta de hidrdlise espontanea de C3 em C3a e C3b, ocorrendo no plasma. A
C3b liga-se o Fator B, o qual é clivado pelo Fator D, formando-se C3bBb, o qual se estabiliza por
ligacdo ao Fator P, formando o complexo C3bBbP, com atividade enzimatica. Este, por sua vez,
pode clivar mais C3, amplificando o efeito. O C3b formado pode associar-se a membrana, ligar-
se novamente a Fator B e por a¢do de fator D formar novo C3Bb, associado a membrana. Este
C3Bb funciona como C3 convertase, que associada a novo C3 origina C3,Bb, uma C5
convertase com agles semelhantes a das vias anteriormente referidas. A via alternativa sera
responsavel por mais de 75% dos produtos de ativagdo do complemento. Refira-se ainda que o
C3b formado e acumulado a superficie das células contribui para a sua opsonizagao e posterior
fagocitose pelas células do sistema reticulo-endotelial.

3.2.2. A¢ao da trombina e da plasmina

A trombina, como a plasmina (apds activagdo do plasminogénio pela calicreina), pode clivar
C3, e no caso da primeira, actuar como uma C5 convertase.
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3.2.3. Regulacdao do complemento

A regulagdao do complemento, levada a cabo por proteinas plasmdticas ou membranares, tem
como proposito a prevengdo de danos as células do préprio individuo. Na HPN, a auséncia ou
diminuigdo de proteinas ancoradas ao GPIl, nomeadamente o CD55 e o CD59, vai ter impacto
deletério na regulacdo do complemento. A CD55 é um fator acelerador da degradacdo das C3
convertases membranares e um inibidor da sua formacdo, limitando a formacdo de C5
convertase. A CD59 ancora-se a GPI, sendo o inibidor major da via terminal do complemento.
Liga-se ao C8 no processo de formag¢dao do CAM, prevenindo a adigdo de moléculas de C9 e
formacao de poros. A auséncia de CD59 da superficie dos eritrécitos sera alias o fator
responsdvel por muitas das manifestacdes de HPN. Mutacdes no gene que codifica para o
CD59 e resultando na sua perda originam fendtipos mimetizando HPN, nomeadamente
hemodlise intravascular paroxistica e fendmenos trombdticos. Nesses casos, como ha auséncia
de CD59 ao nivel de todas as células, ocorrem outras manifestacdes, como neuropatia
periférica na sequéncia de desmielinizacao por ativacdo do complemento.

Além das moléculas associadas ao GPI, existem outras proteinas com funcdo de regulacdo do
complemento, como o CD46, o Fator B, a trombomodulina e o Fator H.

3.3. Mecanismos de expansao clonal

Para a ocorréncia de HPN é necessdria a presenca de pelo menos uma populagdo proveniente
de um clone mutado, mas a existéncia de células com mutac¢do do gene PIGA ndo é sinénimo
de doenca. Ndo ha uma teoria conclusiva quanto ao processo que leva a expansao das células
mutadas, considerando-se inclusivamente a possibilidade de concorréncia de diferentes
mecanismos.

3.3.1. Deriva genética

A ocorréncia de muta¢des em individuos saudaveis, aliada ao facto de na hematopoiese
normal s6 uma propor¢ao relativamente pequena de HSC estar ativa em dado momento,
poderia justificar, pelo acaso, a obten¢ao de uma populagdo de células com muta¢do no gene
PIGA. Nao se explicam todavia a ocorréncia simultanea de clones com diferentes mutacdes no
gene PIGA no mesmo individuo (altamente improvavel dependendo apenas do acaso), nem a
associacdo de HPN a outras condigdes como anemia aplasica.

3.3.2. Vantagem proliferativa intrinseca

Mutagbes no gene PIGA (ou mecanismos subjacentes) confeririam as HSC mutadas maior
capacidade proliferativa, independentemente das pressdes exercidas pelo meio envolvente.
Ainda que numerosos estudos confirmem que mutag¢Ges com inativacdo do PIGA ndo
conferem, por si s6, maior capacidade replicativa, estudos recentes, com sequenciagao do
exoma de doentes com HPN a partir de HSC CD59- e CD59+, revelaram a ocorréncia
concomitante de outras mutagdes (Luzzatto, 2016). Estas frequentemente surgem
previamente as do PIGA, podendo também ocorrer na sequéncia das mesmas, estando muitas
delas presentes em outras neoplasias mieldides. Consistente com esta teoria esta o facto de
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poderem existir HSC com mutag¢des no gene PIGA em individuos sauddveis. Das mutagdes
associadas podemos referir as dos genes HMG2A, NRAS, JAK2, TET2, SUZ12, ASxL1, BCOR.

3.3.3. Pressdo de selecdo externa

E bastante consensual o papel exercido pela pressdo de selecdo externa do meio extracelular,
através do sistema imune, na selecdo de clones de HSC com mutacdo do gene PIGA,
evidenciado pela associagdao entre anemia aplasica e HPN, considerando-se que a deficiente
expressao de GPI confere aos clones mutantes capacidade de evasdo ao processo responsavel
pela hipoplasia/aplasia medular. Varias teorias procuram explicar este processo de selec¢do,
com a do reconhecimento, nas células alvo da a¢do do sistema imunitario, de proteinas ligadas
ao GPI, por meio da apresentacdo por moléculas do Sistema Maior de Histocompatibilidade
(MHC), como o HLA-DR, ou de moléculas semelhantes as do MHC, como o CD1d (Shichishima
& Noji, 2002; Gargiulo, 2013). Os casos de diagndstico de HPN em anemia apldsica sé
raramente apresentam hemdlise.

3.4.Tipos de HPN e expressao de CD59 nos eritrdcitos

E possivel classificar a HPN consoante o tipo de expressdo de CD59 nos eritrécitos. Uma
distribuicdo bimodal com predominio populacional de eritrdcitos tipo Il (deficiéncia completa
de CD59) sobre tipo | vestigiais (normais, sem deficiéncia de CD59) é classificada como HPN
tipo lll, com comportamento hemolitico. Quando esta distribuicdo bimodal ocorre entre
populacdes de eritrécitos tipo Il (deficiéncia parcial de CD59) e tipo |, com predominio dos
primeiros, temos HPN tipo Il. Numa distribuicdo trimodal atribui-se a designacdo de HPN II+lII.
Define-se ainda uma HPN hipopldsica, na presenca de uma populacdo de eritrdcitos
predominantemente normal, com fracdes baixas de eritrdcitos do tipo Il e/ou do tipo Ill. As
populagdes de clones ndo sdo estdticas ao longo da vida, podendo haver conversdo de
determinados tipos de HPN noutros, ou mesmo cura espontanea (mais provavel com clones
HPN de cerca de 1%).
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4. FISIOPATOLOGIA

A forma cldssica de HPN carateriza-se por um permanente estado de hemdlise, resultando de
faléncia na inativagdo do sistema do complemento, com periodos de exacerbacgdo paroxisticos,
podendo suceder episddios de inflamacdo, trauma ou cirurgia. Outros mecanismos estdo
também implicados na sua fisiopatologia, com implica¢des clinicas. Ainda que a hemdlise seja
responsavel por muita da sintomatologia, fendmenos como trombose e insuficiéncia renal
estdo associados a mortalidade.

4.1. Hemolise
4.1.1 Hemolise intravascular

A hemdlise intravascular pode ocorrer em qualquer tipo de HPN, estando mais associada a
HPN hemolitica. Ocorre pela geracdo de CAM na superficie dos eritrocitos CD59-, formando-se
poros estabelecendo uma solucdo de continuidade entre o meio intracelular e extracelular,
permitindo um influxo de agua para o interior das células, com turgescéncia e posterior lise.
Liberta-se conteudo eritrocitdrio para o plasma, com implicacdes fisioldgicas, salientando-se
hemoglobina, desidrogenase do lactato (DHL) e arginase, sendo as duas ultimas utilizadas
como indicadores de hemdlise.

4.1.2. Hemdlise extravascular

Nos doentes com HPN a hemdlise é predominantemente intravascular, ocorrendo todavia um
certo grau de hemdlise extravascular, resultante da acumulacdo de fragmentos de C3 na
superficie dos eritrocitos na sequéncia da ativacdo do complemento, contribuindo para a
opsonizacdo dessas células e fagocitose pelo sistema reticulo-endotelial. Nos doentes tratados
com eculizumab, o qual trunca a ativacdo de C5 convertase, aumenta a fracdo de eritdcitos
opsonizados e a sua fagocitose pelo sistema reticuloendotelial, potenciando-se o papel da
hemolise extravascular. Embora comummente se associe a opsoniza¢do pelo fragmento C3b,
reconhecido pelo recetor de complemento CR3, alguns estudos sugerem que o fragmento
C3dg possa contribuir para a clearance extravascular (Roumenina, 2015).

4.3. Disturbios da coagulacao

A HPN é caraterizada por um estado prd-coagulante, com multiplos mecanismos explicativos
qgue ndo justificam, isoladamente, o risco trombdtico nestes doentes (van Bijnen, 2012; Hill,
2013).

4.3.1. Acdo sobre o endotélio

A lesdo endotelial é relevante para os fendmenos de trombéticos, podendo ocorrer por agdo
da hemoglobina livre ou de microparticulas libertadas durante a lise de células HPN. As
microparticulas contém Fator Tecidular (TF, Tissue Factor), despoletando um aumento da
expressdo deste ao nivel do endotélio, havendo um aumento da atividade pré-inflamatéria e
pro-trombética endotelial, com producdo das suas préprias microparticulas. Tal pode
monitorizar-se pelo aumento dos niveis plasmaticos de moléculas como o Fator de von
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Willebrand (VWF, von Willebrand Factor) e de VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1). A
lesdo endotelial directa pelo complemento é outra possibilidade, com dados de estudos
preliminares sendo contraditérios.

4.3.2 Deficiéncia de proteinas ancoradas a GPI com papel na hemostase

O fator inibidor do TF (TFPI, Tissue Factor Pathway Inhibitor) inibe a formacdo de TF, formando
uma estrutura quaterndria com esta molécula, FVlla e FXa (ativadores da cascata da
coagulacdo). Liga-se ao GPI através de um cofator, sendo expresso a superficie das plaquetas
apos a ativacao destas. Plaquetas e mondcitos produzem TFPI, mas provém principalmente do
endotélio dos pequenos vasos sanguineos. O papel da sua expressdo deficiente na HPN na
génese da trombose requer mais estudos, mas nos casos com mutacgdes no gene PIGM (onde a
expressdo endotelial é também deficiente) considera-se o0 mecanismo predominante (Almeida,
2006).

A proteinase 3, proteina ancorada a GPI expressa nos neutroéfilos, reduz a ativagdo plaquetaria
induzida pela trombina, degrada o recetor da proteina C e o TFPI, estimula a producdo de TF e
a degradacdo de VWF. Portanto, foi levantada a hipdotese da expressdao deficiente de
proteinase 3 contribuir para o risco trombdtico (Jankowska, 2011).

4.3.3 Deplegdo de o6xido nitrico

A hemodlise intravascular na HPN aumenta os niveis de hemoglobina livre, que diminui os de
oxido nitrico, com aumento do tonus das fibras musculares lisas e consequentemente do ténus
da vasculatura. Sendo tal negligencidvel no sistema venoso, pode ser relevante na trombose
arterial, sendo mais estudos necessarios para avalia-lo.

4.3.4 Disfungdo plaquetdria

A ativagdo das plaquetas pode desempenhar um papel importante na trombose da HPN, pois
ndo sdo destruidas pelo CAM, conseguindo separar-se dele mesmo com CD55 e CD59
ausentes. A deficiéncia destes reguladores do complemento traduz-se todavia em ativagao
plaquetaria, com atividade aumentada de protrombinase e libertacdo de microvesiculas. Na
perda da acdo de CD59, aumenta a actividade pro-coagulante, com plaquetas HPN exibindo
mais locais de ligacdo ao Fator Va. No entanto, em situagdes de hiperativagdo, pode haver uma
inibicdo compensatéria dos mecanismos de adesdo e agregacao, agravando-se a disfuncdo
plaquetaria.

4.3.5 Papel das microvesiculas

A ativacdo, inflamacdo ou dano celular podem romper a integridade da membrana celular,
expondo  fosfolipidos  anidnicos com a fosfatidilserina, ou formando-se
microvesiculas/microparticulas a partir da membrana, expondo a superficie fosfatidilserina e
contendo moléculas como TF. A fosfatidilserina recruta complexos enzimaticos proé-
coagulantes como a protrombinase e a tenase. Alguns estudos revelam, em doentes com HPN,
niveis de microvesiculas aumentados, particularmente as com origem em plaquetas (Hugel,
1999), eritrécitos (Ninomiya, 1999; Kosuma, 2011) e células endoteliais (Simak, 2004),
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resultando da ativacdo do complemento sem regulacdo do CD59 nas células sanguineas com
fendétipo HPN. C5a induz a producdo de TF pelos mondcitos e a libertacdao de microparticulas
ricas neste pré-coagulante. Sugere-se portanto uma correlacdo entre HPN, maior libertacdo de
microparticulas e aumento do risco trombdtico.

4.3.6 Desregulagdo dos mecanismos enddgenos de fibrindlise

O ativador da uroquinase do plasminogénio (u-PA, urokinase-type plasminogen activator)
converte plasminogénio em plasmina, participando em mecanismos de fibrindlise, acao
potenciada pela ligacdo ao recetor da u-PA (u-PAR, urokinase-type plasminogen activator
receptor), ancorado a GPI. O u-PAR liga-se a GPI e nas plaquetas e leucécitos com fendtipo
HPN tem de facto uma expressdo diminuida (Ploug, 1992), podendo a fibrindlise estar afetada
na HPN. Alids, hd um aumento do u-PAR dissolvido no plasma (Ninomiya, 1997), estando estes
niveis plasmaticos aumentados associados a ocorréncia de tromboses e a inibicdo da geracado
de plasmina em doentes com HPN (Sloand, 2008). Ainda assim, os estudos sobre fibrindlise em
doentes com HPN sdo pouco esclarecedores.

4.4. Mecanismos de lesao renal

O rim é um o6rgdo atingido na HPN (Hussain, 2013). A deposicdo de hemoglobina nos
glomérulos, particularmente durantes exacerbacdes de hemdlise intravascular, pode levar a
necrose tubular aguda, com instalacdo de faléncia renal aguda (Wijewickrama, 2013). A
deposicdo de ferro nos rins pode despoletar disfuncdo dos tubulos proximais. A trombose da
microvasculatura, irriga¢do renal diminuida e fibrose intersticial sdo mecanismos associados a
lesdo renal crénica na HPN (Sahin, 2015). A insuficiéncia renal crénica pode ainda despoletar
ou agravar uma faléncia medular, sendo isto raro e geralmente abordado com administracao
de eritropoietina.

4.5. Disfunc¢ao da vasculatura e tecido muscular liso

A hemoglobina livre ndo removida pela haptoglobina sequestra, pela formacdo de nitrato e
metahemoglobina, o éxido nitrico produzido pelo endotélio e com atividade de relaxante da
fibra muscular lisa. Esta deplegao de oxido nitrico agrava-se pela degradag¢dao de L-arginina
(utilizada para a formacdo de oOxido nitrico) por meio da arginase, formando-se ornitina
(Rother, 2005). Consequentemente, ocorre espasmo generalizado do musculo liso,
nomeadamente das tunicas vasculares, com hipertensdao, nomeadamente pulmonar, e outras
alteracbes, como disfuncdo erétil e disfagia, complicacbes comuns a outras anemias
hemoliticas intravasculares (Rother, 2005).

A expressdo de niveis normalmente mais elevados de TFPI pela vasculatura pulmonar
potencialmente explica fendmenos como hipertensdo pulmonar (HTP), aquando uma
expressao deficiente, como na HPN
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5. CLINICA

Clinicamente, na HPN, traduzem-se processos fisiopatoldgicos caracteristicamente associados
a doenca (como hemodlise intravascular) e potencialmente danos a outros drgaos nao
diretamente envolvidos na sua etiologia, podendo estes ser altamente debilitantes e implicar
risco de vida. Aquando a elaborag¢do de um plano de investiga¢do, hd menor sensibilidade dos
clinicos para a HPN, pela raridade desta, reflectindo-se num atraso do diagndstico e inicio de
terapéutica dirigida (Sahin, 2015). A HPN deve portanto considerar-se sempre como
diagnéstico diferencial em situagGes sem uma razao identificdvel para anemia hemolitica nao
imune, trombose, dor abdominal, dispneia e faléncia renal.

5.1. Sintomatologia

A sintomatologia na HPN frequentemente cursa com significativo impacto na qualidade de
vida dos doentes, ainda que haja casos de apresentagBes frustres. Schrezenmeier e
colaboradores observaram que em 93% dos casos hd presenca de um ou mais sinais ou
sintomas, sendo os mais frequentes fadiga (80%), dispneia (64%), cefaleias (63%) e
hemoglobinuria (62%), com 38% dos doentes do género masculino reportando disfungao erétil
(Schrezenmeier, 2014). Em regra, verifica-se a presenca de mais do que um sintoma por
doente. O tamanho do clone HPN ndo determina a sintomatologia, mas doentes com clones
superiores a 50% tém mais frequentemente hemoglobindria, dispneia, dor abdominal,
conjuntivas itéricas, disfuncdo erétil e disfagia. A sintomatologia pode ainda alertar para
situacbes com risco de vida, estando queixas de dor abdominal associadas a um risco 3.6 vezes
superior de trombose.

5.2. Formas de apresentacao clinica
5.2.1 HPN hemolitica

Forma classica de apresentacdo de HPN, com clones HPN frequentemente de grandes
proporgdes e periodos de exacerbacdao de hemdlise intravascular com hemoglobindria. A
medula dssea tem frequentemente capacidade para repor a perda de leucdcitos, ainda que a
custa de células deficientes, verificando-se geralmente citopenias ligeiras, com reticulocitose
na sequéncia de hemdlise. Pode associar-se ainda trombose, uma causa de morte frequente
nestes doentes.

5.2.2 HPN hipopldsica

Os doentes apresentam-se comummente com citopenias, em detrimento de hemoglobinuria
ou hemolise vascular franca. Verifica-se uma concomitancia de aplasia medular, podendo estar
na origem do quadro de HPN, por vezes associada a terapéutica imunossupressora. Podem
ocorrer anemia, neutropenia e trombocitopenia e a doenca manifestar-se por astenia, infe¢coes
ou hemorragias, sendo ainda possiveis fenédmenos trombéticos.

10
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5.3. Manifestacoes e complica¢des frequentes

Comorbilidades em doentes com HPN sdo frequentes e em quase metade dos casos ocorre
uma sobreposicdo de uma sindrome major ao quadro de HPN, sendo as situagées mais
frequentes anemia aplasica, tromboembolismo e insuficiéncia renal, expondo-se
seguidamente alguns dos quadros mais frequentes.

5.3.1. Anemia hemolitica

Na HPN pode verificar-se a ocorréncia de hemolise intravascular crénica, por vezes subclinica e
dificil de quantificar, podendo ser exacerbada em episddios paroxisticos, mais frequentes na
apresentacdo HPN hemolitica. Nesta ocorre hemoglobinudria que, podendo ocasionalmente
ndo ser percebida macroscopicamente pelo doente, se recolhida a urina para diferentes tubos
ao longo de um periodo de 48 horas, se torna evidente para qualquer clinico. A DHL e a
arginase 1 sdo bons indicadores de hemdlise intravascular. O teste de Coombs (direto e
indireto) é geralmente negativo, com o direto positivando nalguns casos de doentes
medicados com eculizumab. O valor da bilirrubina indireta estad frequentemente aumentado.
Pode ocorrer ferropenia, com deposicdo de ferro nos tubulos renais e lesdo renal aguda.
Sintomatologia associada a espasmo do tecido muscular liso, como disfagia, dor abdominal,
disfuncao erétil e crise hipertensiva sdo mais frequentes na HPN hemolitica. Secundariamente
a anemia pode verificar-se dispneia, astenia, taquicardia e dor toracica. H4 também um risco
acrescido de litiase biliar.

O valor basal da hemoglobina é variavel, podendo até ser normal nalguns casos, traduzindo
uma boa resposta medular (contrariamente aos casos de aplasia medular). Contudo, a maioria
dos doentes apresenta anemia no minimo moderada. Geralmente, durante os paroxismos de
hemolise intravascular, ha uma descida abrupta da hemoglobina, mas flutuagdes menos
violentas dos valores de leucécitos e plaquetas, podendo baixar moderadamente. A
hemoglobina livre aumenta, acontecendo o inverso com as haptoglobinas. Durante a fase
regenerativa verifica-se um aumento da reticulocitose, pela capacidade de resposta medular.

Os valores basais de acido fdélico estdo frequentemente diminuidos pela estimulagdo da
eritropoiese, podendo ocorrer anemia macrocitica. Os valores de ferro sdo mais estaveis,
podendo todavia diminuir e traduzir-se em anemia microcitica (frequentemente
normocromica, mas podendo ser hipocrémica). Ha ainda casos de anemia normocrémica
normocitica.

5.3.2 Tromboembolismo

A HPN carateriza-se por um estado prd-coagulante, com risco aumentado de eventos
tromboéticos (Weitz, 2011; van Bijnen, 2012; Hill, 2013). A trombose, uma das manifestacGes
tipicas da doenca, ocorre em locais pouco comuns, na sindrome de Budd-Chiari (44% dos
episédios de trombose) (Valla, 1987), ou seios venosos do sistema venoso central (Meppiel,
2015). Dor abdominal intensa e persistente e cefaleia inusual devem ser tomadas como sinais
de alarme, principalmente na presenca de D-dimeros elevados e trombocitopenia.

11
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Os niveis mais elevados de TFPI no endotélio da microvasculatura cerebral, pulmonar e
hepatica de individuos normais, e a sua deficiéncia nos casos de HPN, podem explicar os locais
atipicos da ocorréncia de fendmenos tromboembdlicos.

Na sindrome de Budd-Chiari ocorre trombose geralmente em vdrias veias hepaticas (no
envolvimento de apenas um vaso, o curso é frequentemente indolente e subtil). As formas
aguda e subaguda caraterizam-se por dor abdominal, ascite, hepatomegalia, itericia e faléncia
renal. Faléncia hepatica fulminante pode ocorrer.

Enquanto alguns doentes sofrem tromboses multiorganicas (cérebro, figado e/ou intestino),
ha casos de trombose subclinica.

A incidéncia de trombose venosa profunda ou embolia pulmonar na HPN varia entre 16% a
39% (Lazo-Langner, 2015)e, para clones de maiores dimensdes, o risco cumulativo de
trombose venosa ou arterial aos 10 anos oscila entre os 30% a 40%. O risco relativo de
ocorréncia de fendmenos tromboembdlicos em doentes com HPN aumenta 1.64 vezes por
cada aumento de 10% na populacdo de clones mutados, sendo o risco superior ao da
populacdo em geral mesmo em doentes com clones pequenos. A menor incidéncia de
trombose venosa profunda em doentes provenientes da China e do Japdo (clones de HPN
geralmente de propor¢des menores) em comparacdo com doentes de regides ocidentais
(maiores clones) parece suportar tais dados.

Os fendmenos trombdticos podem ocorrer em qualquer idade, com alguns estudos
identificando a 52 década de vida como mais frequente. H4 também uma associacdo com
obesidade (a qual é um preditor independente do risco de tromboembolismo). Em doentes
com tromboembolismo sem causa aparente foram identificados clones pequenos de HPN
(inferiores a 0.2%) considerando que tal se possa dever a a¢do de microparticulas com
importante atividade procoagulante provenientes dos eritrdcitos lisados.

A ressonancia magnética nuclear (RMN) parece ser a melhor técnica imagioldgica para o
diagndstico de fendmenos trombéticos.

5.3.3. Anemia apldsica

A associa¢do de HPN com anemia apldsica e outros quadros de faléncia medular como SMD, é
hoje amplamente reconhecida. Um estudo retrospetivo multicéntrico com um grande nimero
de doentes revelou a deteg¢do de clones de granulécitos HPN 2 1%, em 18.5% dos doentes com
anemia aplasica, em 1.1% dos doentes com SMD e em 2.3% dos doentes com outras
sindromes de faléncia medular (Raza, 2014). Usando citometria de fluxo de alta sensibilidade
(detecgdo de clones HPN 2> 0.01%) estes valores aumentavam para 39.5%, 1.8% e 7.8%,
respetivamente. Ha maior percentagem de casos de clone HPN detetado na anemia aplasica
do que nos SMD e noutras sindromes de faléncia medular, mas a mediana do tamanho do
clone e os niveis séricos de DHL eram superiores nestes Ultimos casos (5.1%, 17.6% e 24.4%,
respetivamente) e a percentagem de doentes com aumento da DHL (> 1.5 x o limite superior
do normal) foi de 18.3% nos doentes com aplasia medular e de 42.0% nos doentes com SMD
(Raza, 2014).
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O diagndstico de anemia apladsica pode preceder o diagndstico de HPN em varios anos,
havendo contudo doentes cujo diagndstico de anemia apldsica surge com HPN previamente
diagnosticada, sendo que na aplasia medular com clone de HPN o tamanho deste é preditor
para desenvolvimento de hemdlise (Pu, 2011). O desenvolvimento de um clone HPN permitira
um escape ao sistema imune no contexto de anemia aplasica, podendo chegar a ser
responsdvel por 90% da hematopoiese ocorrida.

Na associacdo de anemia apldsica e HPN parece haver uma maior incidéncia de infecGes e
hemorragias, com a remissdo da doenca da medula dssea mais frequentemente associada a
cura para HPN.

Os protocolos para tratamento da anemia aplasica sugerem a administracio de
metilprednisolona, globulina anti-timécito e ciclosporina A, ponderando-se a utilizacdo de
alemtuzumab nos doentes refratdrios (Guinan, 2011). O transplante alogénico de medula
dssea € o Unico tratamento curativo, considerando-se como tratamento de primeira linha nos
doentes elegiveis, com anemia apldsica severa e com dador compativel, assim como na
eventual faléncia do tratamento com imunossupressores.

5.3.4. Insuficiéncia renal

O envolvimento renal, ndo sendo geralmente clinicamente evidente na HPN, quando ocorre,
varia entre disfungdo aguda reversivel e dano irreversivel (Hussain, 2013; Wijewickrama,
2013).

A intervencdo sobre dano renal deve ser precoce, para prevenir disfuncdo progressiva e/ou
dano permanente, os quais podem surgir ou agravar-se durante episédios paroxisticos de
hemoglobinuria, com tradugdo em oliguria, edemas e dor lombar.

Um doente com HPN com queixas subitas e faléncia renal podera apresentar ndo sé lesao
renal aguda (geralmente necrose tubular aguda), mas ainda sobreposicdo com doenca renal
cronica.

A prioridade, na lesdo renal aguda, é estimular a clearance do grupo heme (toxicidade
inerente) pela reposi¢do de volume, ndo incorrendo em sobrecarga hidrica. Casos com perda
de funcdo renal significativa, poderdo necessitar da realizacdo de hemodidlise. A insuficiéncia
observada é geralmente reversivel, sem ocorréncia de danos permanentes.

A instalacdo de danos permanentes é mais insidiosa, correlacionando-se com deposicdo de
ferro nos rins e indugdo dum estado de nefrite intersticial permanente. Constata-se pois a
importancia da monitorizacdo de marcadores de sobrecarga de ferro nos doentes com HPN,
particularmente na disfun¢ao renal.

Mesmo nos casos de doenca renal cronica em HPN, a evolucdo para necessidade de dialise
cronica ndo é frequente.
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5.3.5. Hipertensdo Pulmonar

A associacdo entre HTP nas anemias hemoliticas adquiridas e pior progndstico é perceptivel
(Hill, 2012).

Estudos no ambito de HPN com recurso a determinagdo do NT-ProBNP (N-terminal Pro-brain
natriuretic peptide), um biomarcador de disfun¢do cardiaca, ao Eco-Doppler cardiografico e a
RMN revelam que a HTP afeta uma proporcdo significativa de doentes, em percentagem
superior a estimada, pela existéncia de formas subclinicas, podendo mesmo culminar na
disfungao do ventriculo direito, situacdao frequente nos casos estudados (Hill, 2012).

A ocorréncia desta comorbilidade é mais frequente na HPN hemolitica, pelas consequéncias
fisiopatoldgicas do sequestro de éxido nitrico, podendo a DHL ser utilizada para rapidamente
estimar doentes em risco (valores 2 2 vezes superiores ao normal).

A qualidade de vida é significativamente afetada pela HPN, com a maioria dos doentes
apresentando queixas de dispneia, mais frequentemente classificada como moderada a
severa, e havendo um risco acrescido para morte subita por faléncia ventricular direita.

5.4. Qualidade de vida

A aplicagdo dos questionarios EORTC QLQ-C30 e FACIT-Fatigue revelam que a ocorréncia de
tromboses é um determinante para a perda de global de saude, qualidade de vida, autonomia
e bem-estar fisico e social nos doentes afetados (Weitz, 2013). Infere-se ainda que basta a
ocorréncia de um sintoma associado a doenca para haver perda significativa da qualidade de
vida, coexistindo ou ndo outros eventos, como necessidade de transfusdes (Hillmen, 2006-
Verificar).

As hospitalizacGes sdo comuns na HPN, mas mais frequentes quando ha histéria de trombose
ou a ocorréncia de sinais ou sintomas como conjuntivas ictéricas, dor toracica, disfagia, dor
abdominal, hemoglobinduria, dispneia ou fadiga nos 6 meses prévios ao internamento.

A HPN frequentemente condiciona absentismo laboral, referindo um numero significativo de
doentes nao trabalhar ou trabalhar menos por sua causa.
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6. CASOS PARTICULARES

6.1 Criancas e adolescentes

A HPN é uma condicdo particularmente rara em criancas, surgindo ai associada a outras
doencas da medula dssea, com faléncia medular (Van Den Heuvel-Eibrink, 2005). Na sua
etiologia evidencia-se assim um mecanismo de selec¢cdo externa, possivelmente imune.

As formas de apresentacdo de HPN mais tipicas nesta idade coadunam-se com a HPN
hipoplasica, em detrimento da classica. Discrasias hemorrdgicas e fadiga sdo frequentes na
apresentacdo da doenca, podendo ocorrer infe¢des. Contrariamente ao verificado em adultos,
a hemdlise intravascular com hemoglobinuria ndo é o quadro tipico (cerca de 15% dos casos).

A correlagdo forte verificada, na idade pediatrica, entre HPN e doengas da medula éssea como
SMD e anemia aplasica, justifica que no caso de diagndstico de qualquer uma destas seja
despistada a coexisténcia da primeira.

Fenémenos tromboembdlicos sdo menos frequentes na HPN pediatrica, particularmente a
nivel do sistema venoso. Dada esta maior raridade, pode haver casos pedidtricos de trombose
sem um diagndstico etiolégico exato, evocando-se um cuidado redobrado nestas situacdes
futuramente.

Face a causas de mortalidade ha uma distincdo clara entre as populacdes pediatrica e adulta,
com fendmenos tromboembdlicos surgindo a cabeca da ultima. Assim, temos uma maior
variabilidade de causas, com maior correlagdo com doencas da medula éssea, referindo-se,
entre outras, infecOes e neoplasias (nomeadamente pds-transplante).

O tratamento na HPN pediatrica, pela maior frequéncia de aplasia medular dirige-se mais as
causas da aplasia, privilegiando-se imunomoduladores — todavia, situagdes de HPN cldssica
parecem beneficiar do tratamento com eculizumab (Reiss, 2014). Hd uma maior necessidade
de transplante alogénico, pela coexisténcia de doengas da medula dssea, tendo como
vantagem a possibilidade de cura, mas sendo um procedimento a ponderar caso a caso, pelos
riscos associados.

Um estudo multicéntrico relativamente recente, com avaliagdo de 85 criangas com anemia
aplasica adquirida mostrou detecgao de clones HPN em 41% dos doentes ao diagndstico, 48%
dos doentes sob terapéutica imunossupressora e 45% dos doentes sem terapéutica (Timeus,
2014). Nesse estudo ndo foi encontrada relagdo entre a presenca de clone HPN e a resposta ao
tratamento com imunossupressores.

6.2 Gravidez

A abordagem a gravidez na HPN aparenta dividir-se em dois periodos, separados pelo inicio da
terapia com eculizumab.

Previamente a introdugdo do eculizumab, as complicagdes da HPN eram exacerbadas durante
a gravidez, com maiores taxas de mortalidade para a mae e crianca, prolongando-se o risco
para a primeira no pds-parto. Era frequente a trombocitopenia, com tromboembolismo e
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infegdo como principais causas de morte. Como terapéutica poderiam ser utilizados
anticoagulantes a partir do 62 més da gravidez e até 6 semanas apds o parto, ndo havendo
contudo garantia de prevencao de complicagées. Uma maior populacdo de células HPN parecia
associar-se a maior probabilidade de problemas durante a gravidez. No pds-parto surgiriam
também problemas hemorragicos, nomeadamente pela medicacdo anticoagulante. Apenas
metade das gravidezes seria de termo. Assim, a HPN podia mesmo ser considerada como uma
contra-indicagao relativa para engravidar.

A terapéutica com eculizumab aparenta vir a revolucionar este paradigma e a informacgao ja
obtida de seguimento de gravidezes sob terapéutica com eculizumab sdo muito animadoras.

Kelly e colaboradores publicaram, em 2010, um estudo sobre 7 mulheres que durante pelo
menos uma fase da gravidez fizeram terapéutica com eculizumab (Kelly, 2010), o qual indicava
para a eficacia da medicacdo e seguranca na gravidez. Um estudo mais recente, em que foram
avaliadas retrospetivamente 75 gravidezes de 61 mulheres com HPN tratadas com eculizumab
confirmou o beneficio desta terapéutica durante a gravidez, para a mae e o feto (Kelly, 2015).
Foi ainda demonstrado que, havendo alguma passagem de eculizumab através da barreira

placentaria, a concentracdo é insuficiente para causar bloqueio do complemento no feto
(Kelly, 2010; Hallstensen, 2015).

A terapéutica com eculizumab na gravidez parece prevenir algumas das complicagGes
associadas, ndo significando que ndo possa haver necessidade de transfusdes ou complicacdes
como pré-eclampsia. Pode ser necessario um reajuste da terapéutica no final da gravidez, pela
aparente tendéncia para ocorréncia de hemdlise nos dias prévios a uma nova administracdo de
farmaco. Tal poderd dever-se a uma maior ativacdo do complemento e a expansao do volume
plasmatico. A utilizacdo de eculizumab ndo exclui terapéutica anticoagulante, devendo ser
instaurada heparina de baixo peso molecular durante a gravidez.
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7. DIAGNOSTICO

A HPN classica cursa com hemoglobindria, mais evidente de manh3, considerando-se
inicialmente tal dever-se a acidose respiratdria ocorrida durante o sono. Isso levou o Dr.
Thomas Ham a desenvolver um método diagndstico para HPN baseado na provocacdo de
hemodlise em meio acido. Até cerca da década de 90 do século XX, os testes de Ham e da
sacarose eram os mais utilizados no diagndstico de HPN; doravante a citometria de fluxo veio a
tornar-se preponderante, sendo atualmente o método diagnéstico de elei¢ao (Preis, 2014).

7.1. Testes convencionais
7.1.1 Teste de Ham

Teste com incubacdo dos eritrocitos em meio de soro acidificado, com aqueles apresentando
fendtipo HPN tendo maior probabilidade de sofrer lise, sendo esta determinada pela
quantificacdo de hemoglobina livre por espetrofotometria

7.1.2 Teste da sacarose

Consiste na incubac¢do de amostras de sangue em solugdo hipotdnica de sacarose para activar
o sistema do complemento, com ocorréncia de hemdlise.

7.2. Citometria de fluxo

Os testes descritos anteriormente sé estabelecem um diagndstico para hemdlises superiores a
10%, ndo detetando populagdes relativamente pequenas de células mutadas. Adicionalmente,
ndo sdo especificos, positivando noutras situacdes de maior fragilidade eritrocitdria,
nomeadamente na anemia megaloblastica, anemia diseritropoiética congénita e esferocitose
hereditaria.

A citometria permite a imunofenotipagem de diferentes linhas celulares recorrendo a
anticorpos monoclonais especificos para proteinas expressas nas células, conjugados com
diferentes fluorocromos. A identificacdo da deficiéncia de CD55 e CD59 a superficie dos
eritrécitos de HPN, o estabelecimento de uma conexdo com alteragao da expressao da GPle o
desenvolvimento de anticorpos monoclonais especificos para outras moléculas ligadas ao GPI
expressas nos leucdcitos permitiram a introducdo da citometria de fluxo no diagndstico desta
doenga. Esta metodologia diagndstica é actualmente a mais utilizada, detectando frequéncias
de clones mutantes até 0.01%.

7.2.1 Quantificacdo de proteinas ligadas ao GPI

A utilizagdo da expressao deficiente de CD55 e CD59 nos eritrdcitos pode ser util para avaliar a
manifestacdo da doenca e para detetar casos com clones eritrocitarios tipo Il, mas, dada a
ocorréncia de hemdlise e de transfusdes, ndo é uma boa opc¢do para avaliar o tamanho basal
da populacdo de eritrécitos HPN. Para melhor detec¢do e avaliagdo da populagdo clonal
alterada pode analisar-se outras células no sangue periférico de doentes com HPN, como
neutrdéfilos e mondcitos. Os marcadores utilizados sdo diferentes dos previamente aplicados
para os eritrdcitos.
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No diagndstico de HPN sdo usados anticorpos monoclonais dirigidos contra proteinas ndo
ancoradas ao GPI para selecionar os diferentes tipos de células (por exemplo, CD33 e CD15 nos
neutréfilos e CD33 e CD64 nos mondcitos), e anticorpos monoclonais especificos para
proteinas ligadas a GPI (por exemplo, CD16 e CD24 nos neutrofilos e CD14 nos mondcitos) para
identificar e quantificar as células deficientes nestas proteinas, isto é, os clones HPN (Richards,
2007).

7.2.2 FLAER

A aerolisina (toxina bacteriana) liga-se especificamente as ancoras GPI, provocando hemdlise.
O FLAER (fluorescein-labeled proaerolysin) é uma aerolisina mutante (prd-aerolisina), ligando-
se as ancoras GPl sem provocar hemdlise, conjugada com um fluorocromo (Alexa 488), e
podendo utilizar-se para detetar clones HPN, por citometria de fluxo (Brodsky, 2000). Em
condicbes otimizadas, tem grande sensibilidade e especificidade na detecdo de clones HPN de
granuldcitos e mondcitos (mesmo na ordem dos 0.01%) (Dahmani, 2016). Contudo, ndo
permite detetar o clone HPN nos eritrdcitos, visto estes expressarem glicoforina, que
estabelece liga¢des fracas com a toxina (Sutherland, 2007).

7.3. Estudo da medula 0ssea

A andlise do sangue periférico permite uma determinacdo mais exacta da proporcao do clone
mutado face ao aspirado medular, habitualmente ndo utilizado para este fim, devido aos
diferentes graus de diferenciacdo das células medulares e expressdao mais heterogénea dos
diferentes marcadores. Contudo, o estudo medular é Gtil nos casos de suspeita de associacdo
de HPN a doenca da medula dssea, sendo ai o mielograma e a biépsia de medula dssea
essenciais para avaliar a coexisténcia de mielodisplasia e/ou aplasia medular.

7.4. Estudo genético

A determinagdo da mutagdo do gene PIGA pode utilizar-se na confirmagdo de um diagndstico
de HPN, mas o facto de continuar a ser necessario traduzir-se no desenvolvimento de uma
populagdo clonal mutada para a ocorréncia de doenga, a variabilidade das mutaces e a
presenga ocasional das mesmas em individuos saudaveis levam a que este método ndo seja
utilizado como técnica habitual no diagndstico de HPN.
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8. TRATAMENTO

Historicamente o tratamento da HPN era predominantemente de suporte e sintomatico, com
suplementacdo com acido félico e ferro e realizando-se transfusGes quando necessdrio
(Parker, 2005). A morbilidade e mortalidade eram elevadas, ndo havendo, a excecdo do
transplante alogénico de medula, nenhuma medida eficaz para travar a progressao da doenca.
O eculizumab alterou este paradigma (Devalet, 2015).

8.1. Opc¢oes terapéuticas frequentes
8.1.1. Eculizumab

O eculizumab é um anticorpo monoclonal humanizado, cujo mecanismo de agao consiste na
ligacdo a C5, impedindo a ativagdo de C5 convertase e inibindo o CAM.

Apds o primeiro estudo piloto realizado em 11 doentes com HPN, cujos resultados foram
publicados em 2004 (Hillmen, 2004), estudos subsequentes demonstraram que o eculizumab é
um medicamento eficaz e bem tolerado, diminuindo de forma significativa a hemdlise e as
necessidades transfusionais dos doentes com HPN, com impacto significativo na melhoria da
sintomatologia e qualidade de vida. Salientam-se os estudos TRIUMPH (Hillmen, 2006)5™" #
origem da referéneia ndo foi encontrada. o SLFPERD (Brodsky, 2008), ambos de fase 3, duplamente cegos e
controlados contra placebo, que incluiram 87 e 97 doentes com HPN, respetivamente.
Mencione-se ainda outro estudo publicado em 2007, incluindo 195 doentes dos estudos
anteriormente referidos, e que documentou a seguranca a longo prazo e a eficidcia do
eculizumab, assim como a redugdo dos eventos tromboembdlicos (Hillmen, 2007).

A acdo desta medica¢do na cascata da coagulacdo pode ter impacto em casos de doentes com
HPN com histéria de trombose, preconizando-se nestes a sua administracdo. Além da
prevencao da hemdlise, parece haver outras vias contribuindo para uma diminui¢do do risco
tromboético, com estudos prévios evidenciando uma reducdo significativa de marcadores de
activacdo endotelial e da coagulacdo nos doentes tratados com eculizumab. (Helley, 2010)
(Weitz, 2016).

Outros estudos documentaram a acao deste farmaco na diminuicdo da hipertensdo pulmonar
(Hill, 2010), na recuperacdo da funcdo renal (Hillmen, 2010) e na melhoria dos sintomas
resultantes de distonia do musculo liso (Hill, 2005). Finalmente, foi demonstrada a sua
tolerancia e eficacia a longo prazo, com diminui¢do da morbilidade e mortalidade (Kelly, 2011)
(Hillmen, 2013).

Refira-se que o eculizumab atua na porgdo terminal da via do complemento, compensando a
deficiéncia de CD59 na superficie dos eritrocitos de HPN, mas nada fazendo relativamente a
falta de CD55. Continua, portanto, a ocorrer uma opsonizag¢do por fragmentos de C3, com
fagocitose dos eritrocitos por macrdofagos (Risitano, 2011), ocorrendo uma hemdlise
extravascular iatrogénica, com positivacdo do teste de Coombs em mais de 50% dos doentes
(Hochsmann, 2012). Isto potencia-se ainda pela sele¢do de clones mutados que
frequentemente ocorre na sequéncia da terapéutica com eculizumab. Pode limitar-se a
recuperagao da anemia, frequente em doentes com HPN, mas que nem sempre é superada
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com recurso a este farmaco. Ha portanto doentes atingindo uma independéncia de
transfusdes, enquanto outros poderdao continuar a necessitar delas, ainda que em menor
frequéncia (Luzatto, 2011). Paradoxalmente, 10% dos doentes com HPN, apds inicio da terapia
com eculizumab, experimentam uma diminuicdo da populacao de eritrécitos CD59-.

No sudeste asidtico hd subpopulagdo de doentes de HPN com faléncia de resposta ao
tratamento com eculizumab. Tal foi atribuido a uma mutacéo no gene C5 (c. 2654G), com uma
alteracdo da estrutura de C5 impedindo a ligacdo do farmaco; na populagdo japonesa, a
prevaléncia deste polimorfismo é de 3.5% (Nishimura, 2014).

Esta medicacdo parece ter um bom nivel de seguranca, justificando-se todavia alguns
cuidados. Um dos maiores riscos é o aumento a suscetibilidade a infe¢des por Neisseria
meningitides, preconizando-se, nos doentes que fazem tratamento com eculizumab, a
administracdo da vacina anti-meningocdcica tetravalente (A/C/Y/W-135), que cobre todos os
meningococos exceto os da estirpe BErro! A origem da referéncia nao foi encontrada.
(Dmytrijuk, 2008). A vacina conjugada 4CMenB protege contra uma percentagem significativa
de estirpes do serogrupo B, mas factores como a variabilidade das estirpes, o efeito e a
duracdo da imunidade podem desafiar a fundamentacdo da instituicdo desta vacina (Simdes,
2014). Contudo, ela parece ter utilidade noutros grupos de risco (como criangas com idade
inferior a 12 meses), podendo ser razoavel considerar a sua aplicagdo em doentes sob
terapéutica com eculizumab. Existe ainda um risco de septicemia estimado em 0.5 casos por
cada 100 doentes / ano, havendo quem recomende também a antibioterapia profiladtica com
penicilina V, 500 mg duas vezes dia por via oral, ou eritromicina, 500 mg duas vezes por dia por
via oral, nos doentes alérgicos a penicilina (Kelly, 2011).

O eculizumab é uma medicacdo crénica onerosa, introduzida recentemente e ainda sem
critérios universais definidos para a sua administracdo. Assim, o contexto clinico e econdmico e
a experiéncia do médico assistente tém um papel na decisdo de inicio da terapéutica. Todavia,
ha sinais de alarme urgindo a sua prescricao, destacando-se anemia severa, trombose, dor
abdominal ou toracica, fadiga com impacto nas atividades da via diaria, insuficiéncia renal e
dispneia. Nao servindo, isoladamente, o tamanho do clone HPN de decisor terapéutico, clones
HPN superiores 50% nos granuldcitos e a 10% de eritrdcitos, com elevagao da DHL, podem
servir como indicadores, em individuos com boa reserva medular. Na HPN hipoplasica, uma
terapéutica orientada para a causa da faléncia medular poderd ser mais benéfica,
nomeadamente corticosterdides e imunossupressores.

A terapéutica é administrada por via endovenosa, com intervalos de 14 dias e na dose de 900
mg. Em alguns doentes (menos de 5% dos casos) pode ocorrer hemdlise subita, geralmente
nos dias prévios a nova administragdo do farmaco, precedida por um pico de DHL. Tal pode
decorrer de fatores de stress pontual (infecdo, cirurgia), ndo motivando ajuste terapéutico
salvo se ocorrer com regularidade, podendo ai justificar administracbes mais frequentes (12
em 12 dias) e aumento da dosagem (até 1200 mg).

A manutencdo da terapéutica é fulcral, pois ocorrendo frequentemente um aumento do clone
de eritrécitos de HPN circulante, a suspensdo pode despoletar uma crise hemolitica grave. A
monitorizacdo devera ser semanal no primeiro més e posteriormente mensal, incluindo
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hemograma, com contagem de reticuldcitos, e perfil bioquimico, com DHL. O estudo da
evolugdo do clone pode ser feito anualmente, por citometria de fluxo.

8.1.2 Terapéutica anticoagulante

Na HPN podem associar-se eculizumab e anticoagulantes orais, como varfarina ou
acenocumarol (Hall, 2006). Os anticoagulantes orais ndo devem ser administrados
profilaticamente em todos os doentes, pelos riscos hemorragicos, grau desconforto associado
a necessaria monitorizacdo do INR (International Normalized Ratio) e porque uma fracdo
significativa de doentes sem profilaxia nunca ird desenvolver fendémenos tromboembodlicos.
Assim, deve ser reservada para doentes com histéria de pelo menos um episddio de trombose.

A utilizacdo de heparina de baixo peso molecular deve reservar-se apenas para gravidezes.

Faltam estudos alargados sobre terapéutica com inibidores da trombina, sugerindo casos
presentes na literatura uma vantagem superior na sua utilizacdo, pela auséncia de controlos
de INR e menores complicagdes hemorragicas (Dragoni, 2015).

8.1.3 Suplementagdo de dcido félico

A estimulacdo da hematopoiese apds episddios paroxisticos de hemdlise gera uma
necessidade acrescida de acido fdlico, podendo ser suplementado em doses didrias de 5 mg
(Parker, 2005).

8.1.4 Suplementagdo de ferro

As necessidades de ferro na HPN apresentam variabilidade interindividual, podendo ser
necessaria suplementacdo (Parker, 2005). Nos casos de deficiéncia de ferro, pode recorrer-se a
administracdo de ferro, por via oral, na dose de 200 a 400 mg / dia. Para monitorizagdo das
reservas de ferro ndo devem ser usados os valores séricos da ferritina, pois esta encontra-se
frequentemente elevada na HPN, sendo uma saturagdo da transferrina inferior a 20% um
melhor indicador de necessidade de suplementagdo. A administracao de ferro pode, contudo,
condicionar um aumento da hemdlise, devido ao aumento da producdo de eritrdcitos
deficientes (Rosse & Gutterman, 1970).

8.1.5 Suporte transfusional

As necessidades transfusionais variam entre doentes (Parker, 2005). Alguns, mesmo sem
terapéutica com eculizumab, nunca precisaram de realizar transfusdes, enquanto outros
transfundem regularmente. Ha casos com periodos de anos entre transfusGes e mesmo
situacBes de necessidade pontual ao longo da vida. A transfusdo deve considerar-se em
doentes com uma queda subita dos valores de hemoglobina associada a aumento de
desconforto. Este desconforto ndo é diretamente proporcional ao grau de anemia, sendo
variavel entre casos. Pode, todavia, associar-se valores basais de hemoglobina inferiores a 8
mg/dl a doenca dependente de transfusdes. Valores de cut-off para a realizacdo de transfusdo
podem ser especificados para cada doente. Geralmente a individuos mais velhos atribui-se um
cut-off mais elevado, ndo por uma maior necessidade de hemoglobina nestes casos, mas pela
menor capacidade eritropoiética medular e mais comorbilidades associadas.
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8.1.6 Imunomoduladores

Os imunomoduladores sdo frequentemente necessdrias nos casos de HPN hipoplasica, pela
associacdo com doenca da medula éssea, mais concretamente anemia aplasica, mediada por
um processo autoimune. Sdo também utilizados nas associacdes com SMD. Sdo exemplos a
ciclosporina, a globulina anti-timdcito e o alemtuzumab.

8.1.7. Corticoterapia

Os corticosterdides sdo frequentemente administrados no tratamento da aplasia medular,
visto pretender suprimir-se a atividade autoimune subjacente. Contudo, sdo também
amiudadas vezes utilizados na HPN cldssica, nem sempre justificadamente (Parker, 2005). Ndo
ha evidéncia de que inibam a hemdlise intravascular mediada por complemento, ainda que
teoricamente possam ajudar a suprimir o estado inflamatério associado e a informacgao sobre
o seu papel na diminuicdo dos periodos de exacerbacdo é dubia, devendo o periodo de
administracdo ser curto. A corticoterapia cronica em casos de HPN ndo associados a
aplasia/hipoplasia medular é desaconselhada, pelos efeitos secundarios associados (Parker,
2005).

8.1.8 Quelantes de ferro

Na HPN pode ocorrer sobrecarga e deposicdo de ferro em diferentes drgaos, particularmente
figado e baco, traduzindo a atividade do sistema reticulo-endotelial, com papel predominante
na hemolise extravascular (Risitano, 2012). A deposicdo no figado condiciona um estado
inflamatério, podendo ocorrer fibrose e evolucao para cirrose e faléncia hepatica. A hemélise
extravascular aumenta na terapéutica com eculizumab, podendo aconselhar-se a avaliacdo dos
depdsitos de ferro por RMN antes do inicio da terapia. A sobrecarga de ferro pode também
ocorrer pela realizagao de transfusGes e abordar-se com quelantes do ferro, na tentativa de
minimizar a lesdo de érgdo. No entanto, ndo ha estudos que documentem a eficacia destes e o
beneficio em doentes com HPN.

8.2. Tratamento curativo
8.2.1 Transplante alogénico de medula éssea

O transplante alogénico de HSC permanece a Unica medida terapéutica curativa, com uma taxa
de cura a longo prazo superior a 60% (Saso, 1999; Matos-Fernandez, 2009; Santarone, 2010;
Brodsky, 2010). Ndo h4, contudo, estudos de caso-controlo estabelecendo uma comparacao
com a eficicia da terapéutica com eculizumab e, pelo grande risco de morbimortalidade no
pds-transplante, é necessario ponderar o risco/beneficio. As vantagens do transplante
alicercam-se na eliminacdo do clone de HPN, reintroducdo de uma populagdao de HCS
sauddveis e substituicdo do sistema imune do recipiente, sendo as duas ultimas as mais
relevantes no progndstico da associacdo de HPN com anemia aplasica.
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8.3. Terapéuticas adicionais
8.3.1 Transplante hepdtico

A sindrome de Budd-Chiari, relativamente frequente em doentes com HPN, pode traduzir-se
em grande alteragao estrutural e perda funcional hepdtica. Até recentemente ndo era
realizado transplante hepatico nos doentes de HPN independentemente do grau de faléncia
do 6rgao, pelo risco de recorréncia da sindrome. Porém, o transplante pode justificar-se
nalguns casos, sobretudo em doentes tratados com eculizumab (Yedibela, 2008; Singer, 2009).

8.3.2 Embolizacdo de artérias esplénicas

Na HPN, verifica-se frequentemente hiperesplenismo, podendo ocorrer por sequestro e
fagocitose das células sanguineas, ou trombose de veias abdominais. O aumento do tamanho
do baco pode ser assintomatico, mas outras vezes comporta desconforto e tem implicagOes
clinicas de relevo. Deve evitar-se a esplenectomia, pelos grandes riscos de trombose e infe¢des
pds-operatdrias, mesmo apds a instituicdo do eculizumab. A embolizacdo seletiva de artérias
esplénicas surge, em casos muito selecionados, como uma alternativa, sendo bem-sucedida na
reversao do hiperesplenismo sem expor o doente as complicagdes cirurgicas do procedimento
cladssico (Chang, 2007; lori, 2012; Krishnan, 2013; Araten, 2014). Diminui ainda a hemdlise
extravascular, nomeadamente na terapéutica com eculizumab, contribuindo para o aumento
da qualidade de vida.

8.3.3 Terapéutica trombolitica

Nalguns casos de eventos tromboembodlicos (dependendo do risco associado ao evento e
timing para inicio da terapéutica) pode adequar-se terapéutica trombolitica com ativador
tecidular do plasminogénio (tPA, tissue plasminogen activator) (Araten, 2012). Na sindrome de
Budd-Chiari esta abordagem é bem-sucedida em casos com uma evolugao de sintomatologia
até 3 semanas. A trombocitopenia é uma contra-indicacdo, mas ha centros estabelecendo
como limite a contagem de plaquetas inferior a 50 x 10° / dl. Porém, ha um risco hemorragico
associado, podendo ser mortal, reservando-se administracdo de tPA para casos selecionados.

8.3.4 Shunt transjugular intrahepdtico porto-sistémico

O shunt transjugular intra-hepdtico porto-sistémico (TIPS, Transjugular Intrahepatic
Portosystemic Shunt) foi efectuado nalguns casos de HPN com sindrome de Budd-Chiari para
contornar a perda de permeabilidade das veias hepaticas, sendo maioritariamente bem-
sucedido (Sharma, 2005; Vergniol, 2005). Todavia, este tratamento nao resolve o problema de
base, podendo estar associado a ativacdo adicional do sistema complemento.

8.4. Terapéuticas em investigacao

Atualmente, sdo alvo de estudo varios inibidores do complemento, como inibidores do C5 e do
C3b e da via alternativa. A coversina, pequena proteina inibidora do C5 prevenindo a clivagem
de C5 em C5a e C5b por a¢do da C5 convertase do C5, esta a ser testada em estudos de fase 2

em doentes resistentes ao eculizumab por polimorfismos de C5 (ensaio clinico NCT02591862).
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O Cp40, péptido sintético andlogo da compstatina inibindo a conversdo de C3 em C3b, esta
sendo igualmente estudado (Risitano, 2014), como acontece com os inibidores da C1 esterase,
ja comercializados para outros fins (DeZern, 2014).

A TT30 é uma proteina de fusdo do CR2 e fator H, inibindo a via alternativa de ativacdo do
complemento de forma semelhante a do CD55. Ao inibir a formacdo de C3 convertase (e
degradar a existente), pensa-se poder ter um papel na prevencdo da formacdo do CAM e na
opsonizacdo de células de HPN, intervindo portanto sobre as hemdlises intra e extravascular
(Risitano, 2012). Este farmaco foi recentemente alvo de estudos de fase 1, aguardando os
resultados publicacao.
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9. CONCLUSOES

A HPN é uma doenca rara, e ndo havendo ainda completo conhecimento de todos os
mecanismos implicados, ha ja uma noc¢do profunda da sua fisiopatologia. Esta informacao,
associada ao encadeamento de processos culminando em doenga e aos desenvolvimentos
tecnolégicos em Sadde, permitem tornar a abordagem a esta condicdo num paradigma de
sucesso dos novos ambitos da Medicina.

A introducdo da citometria de fluxo como metodologia diagndstica recomendada, cerca da
década de 90, tornou mais detalhada a caraterizacdo da doenca e identificacdo de subgrupos
de doentes. Adicionalmente, a monitoriza¢gdo da doenca e do sucesso da terapéutica é muito
mais abrangente e sensivel. Tal culmina na possibilidade do clinico adaptar o seguimento aos
doentes consoante as especificidades dos casos.

Na ultima década, o aparecimento do eculizumab como estratégia terapéutica revolucionou o
status quo na HPN. Houve um impacto significativo na morbilidade e, ndo tendo decorrido
muitos anos desde a introducdo no mercado, o mesmo parece verificar-se na mortalidade. No
caso particular da gravidez, esta terapéutica parece extremamente promissora. Contudo, é
uma medicacdo com muitos custos associados, devendo prescrever-se judiciosamente.

A terapéutica com eculizumab ndo tornou obsoletas estratégias terapéuticas de suporte,
permitindo antes otimizd-las. A associacdo a terapéutica anticoagulante é importante,
particularmente em histéria de fendmenos tromboembdlicos. Adicionalmente, medidas
terapéuticas anteriormente invidveis podem agora ser exploradas, como o caso do transplante
hepatico. A associacdo de diferentes opcdes no arsenal terapéutico contribui alids para um
melhor progndstico. Para além disso, nem todas as complicacbes sdo debeladas pelo
eculizumab. Por exemplo, a hemdlise extravascular, potenciada pela medica¢do, acaba por
assumir maior relevo e a faléncia medular na HPN hipopldsica ndo é corrigida, beneficiando de
tratamento apropriado. Todavia, o préprio estudo dos efeitos e limitagdes do eculizumab
podera ser preponderante no desenvolvimento de novas terapias para a HPN e mesmo para
outras doengas.

25



Hemoglobinuria Paroxistica Noturna: Revisdo de literatura
Carlos Freitas, Dissertacdo de Mestrado Integrado em Medicina, 2016

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Almeida, A. M., Murakami, Y., Layton, D. M., et al. (2006). Hypomorphic promoter mutation in
PIGM causes inherited glycosylphosphatidylinositol deficiency. Nature Medicine, 12, 846—851.

Araten, D. J,, lori, A. P., Brown, K., et al. (2014). Selective splenic artery embolization for the
treatment of thrombocytopenia and hypersplenism in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria.
Journal of Hematology and Oncology, 7, 27.

Araten, D. J.,, Notaro, R., Thaler, H. T., et al. (2012). Thrombolytic therapy is effective in
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: A series of nine patients and a review of the literature.
Haematologica. Haematologica, 97, 344-52.

Bessler, M., Mason, P.J., Hillmen, P., et al. (1994). Paroxysmal nocturnal haemoglobinuria
(PNH) is caused by somatic mutations in the PIG-A gene. EMBO Journal, 13, 110-7.

Brodsky, R. A. (2010). Stem cell transplantation for paroxysmal nocturnal hemoglobinuria.
Haematologica, 95, 855—-856.

Brodsky, R. A. (2014). Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood, 124, 2804-11.

Brodsky, R. A., Mukhina, G. L., Li, S., et al. (2000). Improved detection and characterization of
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria using fluorescent aerolysin. American Journal of Clinical
Pathology, 114, 459-66.

Brodsky, R. A., Young, N.S., Antonioli, E., et al. (2008). Multicenter phase 3 study of the
complement inhibitor eculizumab for the treatment of patients with paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. Blood, 111, 1840-7.

Chang, C. Y., Singal, A. K., Ganeshan, S. V., et al. (2007). Use of splenic artery embolization to
relieve tense ascites following liver transplantation in a patient with paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. Liver Transplantation, 13, 1532-7.

Costa, J. R., Caputo, V. S., Makarona, K., et al. (2014). Cell-type-specific transcriptional
regulation of PIGM underpins the divergent hematologic phenotype in inherited GPI
deficiency. Blood, 124, 3151-4.

Dahmani, A., Roudot, H., Cymbalista, F., et al. (2016). Evaluation of Fluorescently Labeled
Aerolysin as a New Kind of Reagent for Flow Cytometry Tests. American Journal of Clinical
Pathology, 145, 407-17.

Devalet, B., Mullier, F., Chatelain, B., et al. Pathophysiology, diagnosis, and treatment of
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: a review. European Journal of Haematology, 95, 190-8.

de Latour, R.P.,, Mary, LY, Salanoubat, C., et al; French Society of Hematology; French
Association of Young Hematologists (2008). Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: natural
history of disease subcategories. Blood, 112, 3099-106.

DeZern, A. E., Uknis, M., Yuan, X., et al. (2014). Complement blockade with a C1 esterase
inhibitor in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Experimental Hematology, 42, 857-61.

Dmytrijuk, A., Robie-Suh, K., Cohen, M. H., et al. (2008). FDA report: eculizumab (Soliris) for the
treatment of patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. The Oncologist, 13, 993—
1000.

Dragoni, F., Chiarotti, F., Lombardi, L., et al. (2015). Anticoagulant therapy with rivaroxaban in
a young patient with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Clinical Case Reports, 3, 790-2.

Gargiulo, L., Papaioannou, M., Sica, M., et al. (2013). Glycosylphosphatidylinositol-specific,

26



Hemoglobinuria Paroxistica Noturna: Revisdo de literatura
Carlos Freitas, Dissertacdo de Mestrado Integrado em Medicina, 2016

CD1d-restricted T cells in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood, 121, 2753-61.

Guinan, E.C. (2011). Diagnosis and management of aplastic anemia. Hematology Am Soc
Hematol Educ Program, 2011, 76-81.

Hall, C., Richards, S., & Hillmen, P. (2003). Primary prophylaxis with warfarin prevents
thrombosis in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH). Blood, 102, 3587-91.

Hallstensen, R. F., Bergseth, G., Foss, S., et al. (2015). Eculizumab treatment during pregnancy
does not affect the complement system activity of the newborn. Immunobiology, 220, 452-9.

Helley, D., de Latour, R. P., Porcher, R., et al. (2010). Evaluation of hemostasis and endothelial
function in patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria receiving eculizumab.
Haematologica, 95, 574-81.

Hill, A., Kelly, R. J., & Hillmen, P. (2013). Thrombosis in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria.
Blood, 121, 4985-96.

Hill, A., Platts, P.J., Smith, A., et al. (2007). The incidence and prevalence of paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria (PNH) and survival of patients in Yorkshire. Haematologica, 92(suppl
2), abstract 0067.

Hill, A., Rother, R. P., & Hillmen, P. (2005). Improvement in the symptoms of smooth muscle
dystonia during eculizumab therapy in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Haematologica,
90(12 Suppl), 111-3.

Hill, A., Rother, R. P., Wang, X., et al. (2010). Effect of eculizumab on haemolysis-associated
nitric oxide depletion, dyspnoea, and measures of pulmonary hypertension in patients with
paroxysmal nocturnal haemoglobinuria. British Journal of Haematology, 149, 414-25.

Hill, A., Sapsford, R. J., Scally, A., et al. (2012). Under-recognized complications in patients with
paroxysmal nocturnal haemoglobinuria: Raised pulmonary pressure and reduced right
ventricular function. British Journal of Haematology, 158, 409-14.

Hillmen P., Elebute M., Kelly, R., et al. (2010). Long-term effect of the complement inhibitor
eculizumab on kidney function in patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria.
American Journal of Hematology, 85, 553-9.

Hillmen, P., Hall, C., Marsh, J. C. W., et al. (2004). Effect of eculizumab on hemolysis and
transfusion requirements in patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. The New
England Journal of Medicine, 350, 552-9.

Hillmen, P., Lewis, S.M., Bessler, M., et al. (1995). Natural history of paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. New England Journal of Medicine, 333, 1253-8.

Hillmen, P., Muus, P., Dihrsen, U., et al. (2007). Effect of the complement inhibitor eculizumab
on thromboembolism in patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood, 110(12),
4123-8.

Hillmen, P., Muus, P., Roth, A., et al. (2013). Long-term safety and efficacy of sustained
eculizumab treatment in patients with paroxysmal nocturnal haemoglobinuria. British Journal
of Haematology, 162, 62—73.

Hillmen, P., Young, N. S., Schubert, J., et al. (2006). The complement inhibitor eculizumab in
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. The New England Journal of Medicine, 355, 1233-43.

Hochsmann, B., Leichtle, R., von Zabern, 1., et al. (2012). Paroxysmal nocturnal
haemoglobinuria treatment with eculizumab is associated with a positive direct antiglobulin

27



Hemoglobinuria Paroxistica Noturna: Revisdo de literatura
Carlos Freitas, Dissertacdo de Mestrado Integrado em Medicina, 2016

test. Vox Sanguinis, 102, 159-66.

Hugel, B., Socié¢, G., Vu, T., et al. (1999). Elevated levels of circulating procoagulant
microparticles in patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and aplastic anemia.
Blood, 93, 3451-6.

Hussain, S., Qureshi, A., & Kazi, J. (2013). Renal involvement in paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. Nephron - Clinical Practice, 123, 28-35.

lori, P., Brown, K., Araten, D. J., et al. (2012). Selective splenic artery embolization for the
treatment of thrombocytopenia and hypersplenism in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
(PNH). Blood, 120, 1-9.

Jankowska, A. M., Szpurka, H., Calabro, M., et al. (2011). Loss of expression of neutrophil
proteinase-3: a factor contributing to thrombotic risk in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria.
Haematologica, 2011, 96, 954-62.

Kelly, R. J., Hill, A, Arnold, L. M., et al. (2011). Long-term treatment with eculizumab in
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: Sustained efficacy and improved survival. Blood, 117,
6786-92.

Kelly, R. J., Hochsmann, B., Szer, J., et al. (2015). Eculizumab in Pregnant Patients with
Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria. The New England Journal of Medicine, 373, 1032-9.

Kelly, R., Arnold, L., Richards, S., Hill, A., et al. (2010). The management of pregnancy in
paroxysmal nocturnal haemoglobinuria on long term eculizumab. British Journal of
Haematology, 149, 446-50.

Kozuma, Y., Sawahata, Y., Takei, Y., et al. (2011). Procoagulant properties of microparticles
released from red blood cells in paroxysmal nocturnal haemoglobinuria. British Journal of
Haematology, 152, 631-9.

Krawitz, P. M., Héchsmann, B., Murakami, Y., et al. (2013). A case of paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria caused by a germline mutation and a somatic mutation in PIGT. Blood, 122,
1312-5.

Krishnan, S. K., Hill, A, Hillmen, P., Arnold, L. M., et al. (2013). Improving cytopenia with splenic
artery embolization in a patient with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria on eculizumab.
International Journal of Hematology, 98, 716-8.

Kvarnung, M., Nilsson, D., Lindstrand, A., et al. (2013). A novel intellectual disability syndrome
caused by GPI anchor deficiency due to homozygous mutations in PIGT. Journal of Medical
Genetics, 50, 521-8.

Lam, C., Golas, G. A., Davids, M., et al. (2016). Expanding the clinical and molecular
characteristics of PIGT-CDG, a disorder of glycosylphosphatidylinositol anchors. Molecular
Genetics and Metabolism, 115, 128—40.

Lazo-Langner, A., Kovacs, M. J., Hedley, B., et al. (2015). Screening of patients with idiopathic
venous thromboembolism for paroxysmal nocturnal hemoglobinuria clones. Thrombosis
Research, 135, 1107-9.

Lee, S. C. W., & Abdel-Wahab, 0. (2014). The mutational landscape of paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria revealed: New insights into clonal dominance. Journal of Clinical Investigation,
124, 4227-30.

Luzzatto, L. (2016). Recent advances in the pathogenesis and treatment of paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria. FLOO0OResearch, 5, 677-87.

28



Hemoglobinuria Paroxistica Noturna: Revisdo de literatura
Carlos Freitas, Dissertacdo de Mestrado Integrado em Medicina, 2016

Luzzatto, L., Gianfaldoni, G., & Notaro, R. (2011). Management of Paroxysmal Nocturnal
Haemoglobinuria: A personal view. British Journal of Haematology, British Journal of
Haematology, 153, 709-20.

Matos-Fernandez, N. A., Abou Mourad, Y. R., Caceres, W., et al. (2009). Current status of
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation for paroxysmal nocturnal hemoglobinuria.
Biology of Blood and Marrow Transplantation, 15, 656-61.

Meppiel, E., Crassard, ., Peffault de Latour, R., et al. (2015). Cerebral venous thrombosis in
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: a series of 15 cases and review of the literature.
Medicine, 94, e362.

Miyata, T., Takeda, J., lida, Y., et al. (1993). The cloning of PIG-A, a component in the early step
of GPl-anchor biosynthesis. Science, 259, 1318-20.

Miyata, T., Yamada, N., lida, Y., et al. (1994). Abnormalities of PIG-A transcripts in granulocytes
from patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. New England Journal of Medicine,
330, 249-55.

Mufoz-Linares, C., Ojeda, E., Forés, R., et al (2014). Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: A
single Spanish center’s experience over the last 40 yr. European Journal of Haematology, 93,
309-19.

Ninomiya, H., Hasegawa, Y., Nagasawa, T., et al. (1997). Excess soluble urokinase-type
plasminogen activator receptor in the plasma of patients with paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria inhibits cell-associated fibrinolytic activity. International Journal of
Hematology, 65, 285-91.

Ninomiya, H., Kawashima, Y., Hasegawa, Y., et al. (1999). Complement-induced procoagulant
alteration of red blood cell membranes with microvesicle formation in paroxysmal nocturnal
haemoglobinuria (PNH): Implication for thrombogenesis in PNH. British Journal of
Haematology, 106, 224-31.

Nishimura, J., Yamamoto, M., Hayashi, S., et al. (2014). Genetic variants in C5 and poor
response to eculizumab. The New England Journal of Medicine, 370, 632-9.

Noris, M., & Remuzzi, G. (2013). Overview of complement activation and regulation. Seminars
in Nephrology, 33, 479-92.

Packman, C. H., Rosenfeld, S. I, Jenkins, D. E., et al. (1979). Complement lysis of human
erythrocytes. Differing susceptibility of two types of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
cells to C5b-9. Journal of Clinical Investigation, 64, 428—-33.

Pakdeesuwan, K., Wanachiwanawin, W., Siripanyaphinyo, U., et al. (2000). Immunophenotypic
discrepancies between granulocytic and erythroid lineages in peripheral blood of patients with
paroxysmal nocturnal haemoglobinuria. European Journal of Haematology, 65, 8—16.

Parker, C., Omine, M., Richards, S. et al; International PNH Interest Group (2005). Diagnosis
and management of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood, 106, 3699-709.

Ploug, M., Plesner, T., Rgnne, E., et al. (1992). The receptor for urokinase-type plasminogen
activator is deficient on peripheral blood leukocytes in patients with paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. Blood, 79, 1447-55.

Preis, M., & Lowrey, C. H. (2014). Laboratory tests for paroxysmal nocturnal hemoglobinuria.
American Journal of Hematology, 89, 339-41.

Pu, J., Mukhina, G., Wang, H., et al. (2011). Natural history of paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria clones in patients presenting as aplastic anemia. European Journal of
Haematology, 87, 37-45.

29



Hemoglobinuria Paroxistica Noturna: Revisdo de literatura
Carlos Freitas, Dissertacdo de Mestrado Integrado em Medicina, 2016

Queirds, M. L., & Lima, M. (2011). Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna: varias faces da
mesma doenca, do diagndstico ao tratamento. Férum Hematoldgico do Norte, Ed. (1a edigao).
Pedacos de Cor - Artes Graficas, Lda.

Raza, A., Ravandi, F., Rastogi, A., et al. (2014). A prospective multicenter study of paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria cells in patients with bone marrow failure. Cytometry Part B -
Clinical Cytometry, 86, 175-82.

Reiss, U. M., Schwartz, J., Sakamoto, K. M., et al. (2014). Efficacy and safety of eculizumab in
children and adolescents with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Pediatric Blood &
Cancer, 61, 1544-50.

Richards, S. J., Hill, A., & Hillmen, P. (2007). Recent advances in the diagnosis, monitoring, and
management of patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Cytometry Part B -
Clinical Cytometry, 72, 291-8.

Risitano, A. M. (2013). Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and the complement system:
Recent insights and novel anticomplement strategies. In Advances in Experimental Medicine
and Biology, 734, 155-72.

Risitano, A. M., Notaro, R., Pascariello, C., et al. (2012). The complement receptor 2/factor H
fusion protein TT30 protects paroxysmal nocturnal hemoglobinuria erythrocytes from
complement-mediated hemolysis and C3 fragment. Blood, 119, 6307-17.

Risitano, A. M., Ricklin, D., Huang, Y., et al. (2014). Peptide inhibitors of C3 activation as a novel
strategy of complement inhibition for the treatment of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria.
Blood, 123, 2094-101.

Risitano, A.M., Imbriaco, M., Marando, L., et al. (2012). From perpetual haemosiderinuria to
possible iron overload: Iron redistribution in paroxysmal nocturnal haemoglobinuria patients
on eculizumab by magnetic resonance imaging. British Journal of Haematology, 158, 415-8.

Risitano, M., Perna, F., & Selleri, C. (2011). Achievements and limitations of complement
inhibition by eculizumab in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: the role of complement
component 3. Mini Reviews in Medicinal Chemistry, 11, 528-35.

Rosse, W. F., & Gutterman, L. A. (1970). The Effect of Iron Therapy in Paroxysmal Nocturnal
Hemoglobinuria. Blood, 36, 559-65.

Rother, R. P., Bell, L., Hillmen, P., et al. (2005). The clinical sequelae of intravascular hemolysis
and extracellular plasma hemoglobin: a novel mechanism of human disease. JAMA, 293, 1653—
62.

Roumenina, L. T. (2015). C3dg-CR3 interaction in erythrophagocytosis. Blood, 126, 828-9.

Sahin, F., Ozkan, M. C., Mete, N. G., et al. (2015). Multidisciplinary clinical management of
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. American Journal of Blood Research, 5, 1-9.

Sahin, F., Yilmaz, A. F., Ozkan, M. C., et al. (2015). PNH is a debilitating, fatal but treatable
disease: same disease, different clinical presentations. American Journal of Blood Research, 5,
30-3.

Santarone, S., Bacigalupo, A., Risitano, A. M., et al. (2010). Hematopoietic stem cell
transplantation for paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: Long-term results of a retrospective
study on behalf of the gruppo italiano trapianto midollo osseo (GITMO). Haematologica, 95,
983-8.

Saso, R., Marsh, J., Cevreska, L., et al. (1999). Bone marrow transplants for paroxysmal
nocturnal haemoglobinuria. British Journal of Haematology, 104, 392-6.

30



Hemoglobinuria Paroxistica Noturna: Revisdo de literatura
Carlos Freitas, Dissertacdo de Mestrado Integrado em Medicina, 2016

Schrezenmeier, H., Muus, P., Socié, G., et al. (2014). Baseline characteristics and disease
burden in patients in the international paroxysmal nocturnal hemoglobinuria registry.
Haematologica, 99, 922-9.

Sharma, A., Itha, S., Baijal, S. S., et al. (2005). Superior sagittal sinus thrombosis and Budd-
Chiari syndrome due to paroxysmal nocturnal hemoglobinuria managed with transjugular
intrahepatic portosystemic shunt: a case report. Tropical Gastroenterology, 26, 146-8.

Shen, W., Clemente, M. J., Hosono, N., et al. (2014). Deep sequencing reveals stepwise
mutation acquisition in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Journal of Clinical Investigation,
124, 4529-38.

Shichishima, T., & Noji, H. (2002). A new aspect of the molecular pathogenesis of paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria. Hematology. 2002, 7:211-27.

Simak, J., Holada, K., Risitano, A. M., et al. (2004). Elevated circulating endothelial membrane
microparticles in paroxysmal nocturnal haemoglobinuria. British Journal of Haematology, 125,
804-13.

Sim&es, M. J., Fernandes, T., Gongalves, P., Bettencourt, C., & Furtado, C. (2014). Doenga
meningocdcica do serogrupo B (MenB) em Portugal: uma reflexdo sobre estratégias de
imunizacdo, Boletim Epidemiolégico Observacdes, 10, 28—-32.

Singer, A. L., Locke, J. E., Stewart, Z. A,, et al. (2009). Successful liver transplantation for Budd-
Chiari syndrome in a patient with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria treated with the anti-
complement antibody eculizumab. Liver Transplantation, 15, 540-3.

Sloand, E. M., Pfannes, L., Scheinberg, P., et al. (2008). Increased soluble urokinase
plasminogen activator receptor (suPAR) is associated with thrombosis and inhibition of
plasmin generation in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) patients. Experimental
Hematology, 36, 1616-24.

Socie, G., Mary, J.Y., de GA, et al. (1996). Paroxysmal nocturnal haemoglobinuria: long-term
follow-up and prognostic factors. French Society of Haematology. Lancet, 348, 573-7.

Sutherland, D. R., Kuek, N., Davidson, J., et al. (2007). Diagnosing PNH with FLAER and
multiparameter flow cytometry. Cytometry Part B - Clinical Cytometry, 72, 167-77.

Takeda, J., Miyata, T., Kawagoe, K., et al. (1993). Deficiency of the GPI anchor caused by a
somatic mutation of the PIG-A gene in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Cell, 73, 703-11.

Timeus, F., Crescenzio, N., Longoni, D., et al. (2014). Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
clones in children with acquired aplastic anemia: A multicentre study. PLoS ONE, 9, e101948.

Valla, D., Dhumeaux, D., Babany, G., et al. (1987). Hepatic vein thrombosis in paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria. A spectrum from asymptomatic occlusion of hepatic venules to
fatal Budd-Chiari syndrome. Gastroenterology, 93, 569-75.

van Bijnen, S. T. A., van Heerde, W. L., & Muus, P. (2012). Mechanisms and clinical implications
of thrombosis in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Journal of Thrombosis and
Haemostasis, 10, 1-10.

Van Den Heuvel-Eibrink, M. M., Bredius, R. G. M., Te Winkel, M. L., et al. (2005). Childhood
paroxysmal nocturnal haemoglobinuria (PNH), a report of 11 cases in the Netherlands. British
Journal of Haematology, 128, 571-77.

Varela, J. C, & Tomlinson, S. (2015). Complement. An Overview for the Clinician.
Hematology/Oncology Clinics of North America, 29, 409-27.

Vergniol, J., Laharie, D., Drouillard, J., et al. (2005). Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and

31



Hemoglobinuria Paroxistica Noturna: Revisdo de literatura
Carlos Freitas, Dissertacdo de Mestrado Integrado em Medicina, 2016

Budd-Chiari syndrome: therapeutic challenge with bone marrow transplantation, transjugular
intrahepatic portosystemic shunt, and vena cava stent. Eur J Gastroenterol Hepatol, 17, 453-6.

Weitz, I. C. (2011). Thrombosis in patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria.
Seminars in Thrombosis and Hemostasis, 37, 315-21.

Weitz, I. C., Razavi, P., Rochanda, L., et al. (2016). Eculizumab therapy results in rapid and
sustained decreases in markers of thrombin generation and inflammation in patients with PNH
independent of its effects on hemolysis and microparticle formation. Thrombosis Research,
130, 361-8.

Weitz, I., Meyers, G., Lamy, T., et al. (2013). Cross-sectional validation study of patient-
reported outcomes in patients with paroxysmal nocturnal haemoglobinuria. Internal Medicine
Journal, 43, 298-307.

Wijewickrama, E., Gooneratne, L., De Silva, C., et al. (2013). Acute tubular necrosis in a patient
with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Saudi Journal of Kidney Diseases and
Transplantation, 24, 105-8.

Yedibela, S., & Hohenberger, W. (2008). Liver transplant for Budd-Chiari syndrome caused by
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Experimental and Clinical Transplantation, 6, 180-3.

32



