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RESUMO

A Hemoglobiniiria Paroxistica Noturna (HPN) € uma doenga clonal e adquirida da
célula-tronco hematopoética causada por uma mutagéo somatica no gene PIG-A, ligado ao
cromossomo X, que codifica uma proteina envolvida na sintese do
glicosilfosfatidilinositol (GPI), o qual funciona como ancora a muitas proteinas da
membrana celular. Este trabalho tem como objetivo analisar as caracteristicas clinico-
laboratoriais em portadores de HPN. Foram coletadas informagdes de quatorze pacientes
atendidos no ambulatorioc do Hospital Universitario Waiter Cantidio da Universidade
Federal do Cears (HUWC/UFC), no periodo de janeiro de 2006 a janeiro de 2007, atraves
de pronturios médicos. A analise dos dados obtidos foi feita por testes ndo parametricos,
utilizando-se o teste do x2 qui-quadrado. Dentre os pacientes estudados, 57% eram do
sexo feminino, com idade média de 35 anos. Os principais sintomas apresentados foram:
episodios de urina escura {100%), edema nos membros inferiores (86%), ictericia (57%),
palidez (57%), dor nos membros inferiores (50%), gengivorragia (50%), epistaxe (50%),
hipermenorréia (50%), cefaléia (43%), petéquias (43%), infecgdes freqiientes (43%),
esplenomegalia (28%), sonoléncia (28%), tonturas (28%), hepatomegalia (28%), dor
lombar (22%), hemorroida (14%) e episodios de trombose (7%). Houve associagio entre
HPN ¢ Anemia Aplastica em 38% dos pacientes. Dos pacientes, 57% eram
politransfundidos antes do diagnostico de HPN. Em relag3o ao hemograma, os resultados
mais frequientes foram: anemia (100%), com dosagem de hemoglobina < Tg/dl (50%),
morfologia das hemicias: macrociticas € hipocromicas (44%), leucopenia (57%) e numero
de plaquetas normais em namero (50%). Em relagio ao nimero de reticulocitos, 79%
apresentaram reticulocitose. No laudo do mielograma, 58% dos pacientes apresentaram
uma hiperplasia eritréide. No laudo da biopsia dssea, 72% dos pacientes apresentaram
uma hiperplasia eritréide. O resultado do teste de Coombs foi positivo em 80% dos
pacientes. Dentre os pacientes; 78% apresentaram um resultado de VHS > que os valores
de referéncia; 58% LDH > 480U/L; 86% BI > 0,6mg/dl; 79% e 64% apresentaram
elevagio de AST e ALT, respectivamente; e 100% apresentaram TAP e TPTa normais.
Em relagio ao metabolismo do ferro, 64% dos pacientes apresentaram ferro sérico
diminuido, 50% CTLFe aumentada, 57% IST diminuido e 50% apresentaram ferritina
diminuida. Todos os pacientes apresentaram episodios de hemoglobintria. O teste de Ham
teve resultado positivo em todos os pacientes. A citometria de fluxo foi realizada em
apenas 36% dos pacientes como método diagnostico, dentre estes foi observada auséncia
de CD55 e CD59 em 70% dos granulécitos e em 40% dos eritrocitos, auséncia de CD14
em 94% dos monocitos. O tempo de diagnostico foi de 1,5 ano. O tratamento com
prednisona e acido folico foi utilizado em 71% dos pacientes. Concluiu-se que os
resultados estdo de acordo com os dados da literatura e que a maioria dos pacientes obteve
conclusio diagnostica apenas com o resultado do teste de Ham.

Palavras-chave: Hemoglobiniria Paroxistica Noturna, clinica, laboratério.
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1 INTRODUCAO

A HPN também ¢é conhecida como sindrome de Marchiafava-Micheli® E uma doenga
clonal e adquirida da célula-tronco hematopoética com a conseqiiente produgio de células
sanguineas defeituosas®. E caracterizada por apresentar hemolise intravascular que € a
manifestagdo clinica primaria; tendéncia a trombose, que é a maior causa de morbi-

mortalidade e hipoplasia medular, devido & faléncia da medula 6ssea’.

Esta doenga teve uma descrigio inicial como uma entidade clinica distinta em 1882, por
Strubing, ficando reconhecida, diagnosticada ¢ nomeada de acordo com o seguinte aspecto
clinico: hemolise intravascular acompanhada por episodios recorrentes de emissido de urina
escura no periodo da manhi. Em 1928, Enneking deu o nome atual & doenga. Em 1930, Ham
mostrou que as células vermelhas da HPN eram anormais, pois quando o plasma era
acidificado in vitro ocorria hemélise, concluindo que o defeito das hemacias do paciente HPN
era devido a sua grande sensibilidade a agdo litica do complemento. Em 1949, Dacie
descobriu que ha duas populagbes de células, sendo uma normal. Em 1956, descobriu-se a
deficiéncia da enzima acetilcolinesterase nos eritrocitos dos pacientes, depois disso, muitas
outras moléculas, como a fosfatase alcalina, também foram identificadas como ausentes na

membrana plasmatica de varios tipos de células HPN*.

Em 1974, Rosse descobriu que ha trés populagdes de células: HPN I que sdo
aparentemente normais, HPN II que possuem sensibilidade intermediaria a acio do
complemento e HPN I que possuem sensibilidade intensa a a¢do do complemento. Em 1980,
descobriu-se que todas aquelas proteinas deficientes na superficie das células eram ancoradas
por uma glicoproteina, sendo resolvida a peculiaridade das células HPN. Em 1993, com a
clonagem do PIG-A (Phosphatydilinositol glycan class A), o defeito molecular da doenca foi
elucidado. Recentemente, a investigagdo de células GPI-presentes e GPl-deficientes foi
desenvolvida. Apos o entendimento do defeito molecular, o controle de uma hematopoese

normal por uma steam-cell hematopoética PIG-mutante tem sido um dilema”,

A HPN é causada por uma mutagio somatica que inativa o gene PIG-(A)
{(Phosphatydilinositol glycan class A), localizado no final do brago curto do cromossomo X
(Xp22.1), que codifica uma proteina que participa da formagéo de uma molécula glicolipidica
complexa, a glicosilfosfatidilinositol (GPI). Esta molécula funciona como ancora a um grande

numero de proteinas, sendo algumas destas, proteinas de membrana celular. A sintese de GP1
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na HPN ¢ deficiente nas células hematopoéticas €, como conseqiiéncia, as proteinas ligadas a

- - 3
GPI poderdo ter sua expressio diminuida ou ausente’™.

A GPI consiste em uma molécula de fosfatidilinositol que esta unida a um nicleo glicano,
formado por quatro agiicares: uma molécula de N-glucosamina e trés motéculas de manose; a

Gltima manose estd unida a carboxila terminal da proteina, através de uma

fosfatoetanolamina(Figura 1)°.

Pay . ~ Y
GPI-Imked proteln f

‘_ Y -

Figura 1 - Estrutura da GP1
Fonte: Diagnostico das Américas

O passo inicial da biossintese da GPI ¢ a construgdo do nucleo glicano, para o qual ha a
adicio enzimatica da molécula de N-acetilglucosamina provenienie do uridifosfato N-
acetilglucosamina (UDP-N acetil glucosamina) com a molécula de fosfatidilinositol. Nas
células anormais da HPN, este primeiro passo ¢ defeituoso, devido a mutagio somatica no
gene PIG-A® Este gene codifica a enzima 1-6-N-acetil-glucosamina-transferase necessaria
para a incorporagdo da N-acetilglucosamina ao fosfatidilinositol’. Em um mesmo paciente
podem existir dois ou mais clones como resultado de diferentes mutagdes do gene PIG-A.
Mais de 100 mutagdes do gene PIG-A tém sido descritas em pacientes afetados de HPN, a

maioria das quais sdo pequenas delegdes ou insercoes®.
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Este defeito bioquimico na sintese desta molécula é a causa da diminuigio ou auséncia da
expressio de proteinas de membrana em todas as células hematopoéticas anormais, o que
torna as células muito sensiveis a agfio litica do complemento’. Entretanto, dentre estas
multiplas proteinas, somente as seguintes possuem importancia clinica e séo mais estudadas

no diagnostico da HPN:

1. Fator acelerador de degradagio (DAF, CD55) que ¢ uma proteina de membrana que
intervém no controle da ativagio do complemento na superficie celular. Une-se com
os fragmentos C3b e C4b que recobrem a membrana, impedindo a ligagdo destes aos
fragmentos Bb e C2a respectivamente, inibindo assim a ativagio dos complexos C3
convertase (C4b2a e C3bBb). Sua deficiéncia ou auséncia favorece a agdo citolitica da
fracio C3b e C4b, além de acarretar uma maior fixagdo do complemento pelas células.
Portanto, o DAF protege as células autOlogas normais do ataque do sistema

complemento®.

2. Inibidor de membrana de lise reativa (MIRL, CD59) é outro fator deficiente ou
ausente na HPN. Blogueia 0 complexo de atague & membrana (C5b-9), inibindo sua
a¢do. A neutralizagio do MIRL com anticorpos gera células que se assemelham as
células HPN, o que sugere que esta proteina de controle do complemento € muito
importante na patogenia da doenca. A deficiéncia desta proteina também €

responsavel pelos efeitos tromboticos da doenga®.

3. CDI16 (receptor para a por¢do Fc da IgG nos neutrdfilos) € uma proteina que se
expressa na superficie dos neutrofilos, se une com a porgio Fc da molécula de IgG,
preparando-os para a fagocitose. Nos neutrofilos, este receptor de IgG esta unido a
membrana pela GPI, o qual estd ausente na HPN, o que pode contribuir pela

susceptibilidade destes pacientes as infeccdes™.

4. Receptor ativador do plasminogénio do tipo uroquinase (WPAR) que é uma proteina
que une-se com a enzima proteolitica uroquinase, que ativa o plasminogénio a
plasmina e inicia a fibrinolise, a qual se vé seriamente afetada quando esta proteina se

encontra diminuida ou ausente, favorecendo os fenémenos tromboticos* .




15

5. CDwS2 (Campath-1) esta localizado em linfécitos, mondcitos e neufrofilos, sendo
responsavel pela ativagiio linfocitaria T pela via CD2. A reagdo deste antigeno, que €
uma proteina de membrana, com anticorpo anti-CD52, resulta na ativagdo do
complemento, portanto, na lise da célula. Isto tem permitido o uso deste anticorpo
para a deplecio linfocitaria nas enfermidades auto-imunes, nos linfomas e na
enfermidade enxerto contra hospedeiro. Esta molécula esta deficiente ou ausente nas

células HPN'?,

6. Fator de restricdo homologa/C8bp é uma proteina de membrana que interfere na
ligagio C8 e C9 prevenindo a formagdo do complexo de ataque & membrana em
células homologas. Na HPN este bloqueio desaparece, ficando as células mais

expostas a agio do complemento™.

O que foi anteriormente exposto indica que a expressdo clinica da enfermidade depende do
tipo de proteina de membrana que esta ausente ou deficiente e do grau da alteragdo de sua

fungdo.

A sensibilidade de todos os globulos vermelhos ndo ¢ ignal. Por meio de testes especiais in
vitro (Ham e Sacarose) que quantificam a sensibilidade do eritrocito a lise mediada por
complemento, podem ser identificados trés fenodtipos diferentes de eritrocitos HPN: um dos
fendtipos (HPN 1) estd caracterizado por sensibilidade normal ou quase normal ao
complemento, o fendtipo HPN 1II é de 15 a 20 vezes mais susceptivel a lise, e um terceiro
fendtipo (HPN M) é de sensibilidade intermediaria, de 3 a 5 vezes maior que nas células
normais. Os eritrocitos HPN 11I podem dividir-se em dois grupos, Ila e IIIb, dos quais o
primeiro ¢ o mais sensivel  lise por complemento™. Um total de 78 % dos pacientes com
HPN exibe uma mistura de células HPN 1 e III. Isto constitui 0 que se denomina mosaico

fenotipico, descrito por Rosse e Dacie, como citado anteriormente ™.

As proporgdes entre as ¢élulas HPN I, HPN I e HPN III se mantém estaveis durante muito
tempo, porém no comego da enfermidade e na recuperagio espontdnea se observam
quantidades proporcionais. Nas células HPN III existe maior susceptibilidade a lise pelo
complexo de ataque & membrana (Csb-9). Este defeito adicional explica porque as células
HPN TII sdo ainda mais propensas & destruigio que as HPN T, Esta variedade na

sensibilidade a lise entre os diferentes fendtipos, também se explica pelas diferencas
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quantitativas na expressio do DAF e IRLM. As células HPN IIl sio completamente
deficientes do DAF e TRLM, as células HPN II sdo parcialmente deficientes, e as células HPN

1 ndio tém deficiéncia em nenhuma das duas proteinas reguladoras”.

A evolugio da HPN tende a ser prolongada e variavel. Essencialmente todos os pacientes
com HPN classico relatam episédios de hemdlise intravascular associados 4 hemoglobinuria
em algum ponto durante a doen¢a, mas este sintoma pode ser ausente nos pacientes com
HPN/Anemia Aplastica ou HPN/Sindrome Mielodisplasica, pois o tamanhc do clone €
frequentemente pequeno’®. Os episodios de hemélise estio associados a infecgdes,
menstruagio, administragio de medicamentos (como os sais de ferro), transfusBes, operagdes,
exercicios fisicos intensos e vacinagdes. A anemia aparece de forma brusca, com dor lombar,
ictericia e hemoglobiniria, sendo acompanhada de neutropenia e trombocitopenia em torno de
15 % dos pacientes, o que constitui o padrdo "hipoplastico” da HPN. Fenémenos trombéticos
estio presentes entre 12 e 40 % dos casos, sendo em sua maioria intra-abdominais,
principalmente das veias hepatica e mesentérica. A trombose da veia hepatica ou sindrome de
Budd-Chiari é o fendmeno mais grave, o qual se apresenta entre 15 e 30 % dos pacientes,
ocorrendo frequentemente durante uma crise hemolitica. As infecgBes sdo freqlientes. Pode
ocorrer trombocitopenia severa e complicagdes hemorragicas'. Aproximadamente 3% dos
pacientes apresentam insuficiéncia renal aguda associada com as crises hemoliticas, o que
explica a hematiiria, proteinaria, hipertensio e perda da capacidade de concentra¢do da urina.
Também sdo verificados sintomas como disfagia, impoténcia e sensacgio de fadiga, os quais
geralmente ocorrem durante os episodios de hemdlise intravascular e hemoglobinuria.
Palidez, ictericia, astenia, esplenomegalia moderada e hepatomegalia podem apresentar-se no

exame fisico do paciente HPN™.

A identificagdo correta da enfermidade demora em média entre 2,5 e 3 anos. As crises
leves podem passar desapercebidas, porém as mais sérias podem provocar dor subesternal,
lombar ou abdominal, sonoléncia, mal-estar geral, febre e cefaléias, que podem ser intensas e

persistir por varios dias’.

Ha relatos na literatura que a HPN pode estar associada a outras enfermidades
hematolégicas como as Sindromes Mielodisplasicas, as Sindromes Mieloproliferativas, as
Leucemias agudas e, principalmente, com a Anemia Aplastica. Entre 10 e 25 % dos pacientes
com HPN podem desenvolver uma Anemia Aplastica secundaria. Em torno de 50 % das

aplasias tem uma prova de Ham positiva e em alguns pacientes os precursores hematopoéticos
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sdo anormalmente sensiveis a lise mediada por complemento.
Se tem demonstrado a presenga de células deficientes de proteinas ligadas a GPI entre 10 e 75
% dos pacientes com AA o que nos faz pensar na existéncia de mecanismos patogeénicos

17
comuns entre estas duas doengas .

A HPN é uma doenca rara, com prevaléncia estimada entre 01 e 10 casos a cada 01 milthdo
de individuos, sendo sua freqiiéncia até entdo desconhecida’. Pode esta presente em todas as
idades e em ambos 0s sexos, embora mais freqiiente em adultos do sexo feminino. O
diagnostico se realiza geralmente entre a terceira e quinta décadas de vida'®. Est4 presente em
todo mundo, com maior freqiiéncia em alguns paises asiaticos como Taildndia ¢ China, onde
uma maior incidéncia de anemia aplastica também tiem sido observada. A média de
sobrevivéncia apés o diagnostico € aproximadamente 10 anos. Contudo, pode ocorrer

T a 4
remissido espontinea da doenga, 0 que acontece em apenas 15% dos casos .

Existem muitos exames conhecidos atualmente para um correto diagnéstico desta doenga,
embora isto ndo seja tarefa facil. Em geral a anemia é grave, Coombs-negativo, com cifras de
hemoglobina inferiores a 6g/dl, além de leucopenia e trombocitopenia associadas™. Como
evidéncia clinica da hemolise intravenosa observa-se reticulocitose, conceniragdo elevada de

LDH ¢ de bilirrubina indireta, além de uma concentragio baixa de haptoglobulina'®,

Existe ferropenia como conseqiiéncia da hemossideriniria crénica, com perdas diarias de
aproximadamente 15,9 mg de ferro. A medula dssea apresenta uma hiperplasia eritroide,
hipoplasia ou aplasia global, porém em muitos casos a celularidade € normal™.

Alguns testes sorologicos ainda sdo utilizados, embora estejam sendo cada vez mais
substituidos pela citometria de fluxo, pois apresenta uma menor sensibilidade. O teste do soro
acidificado ou teste de Ham e o teste da sucrose sio exemplos destes. O teste de Ham baseia-
se na deteccdo de hemdlise das células anormais quando o soro € acidificado, sendo este teste
bastante especifico, porém sua sensibilidade nio ¢ boa nos casos com pequenc namero de
células HPN. O teste da sacarose baseia-se no principio da ativagio do complemento,
consistindo na mistura do soro com um meio de baixa forga i6nica, apresentando uma boa
sensibilidade, porém baixa especificidade, pois pode ser positivo em outras doengas

hematolégicas, como na anemia hemolitica auto-imune e em leucemias”’.
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Como parte do processo do estudo do diagnostico dos pacientes portadores desta doenga,
pode-se realizar imunohistoquimica para a avaliagdo da presenca de acetilcolina nos

eritrocitos e de fosfatase alcalina nos neutrofilos, estando ambos ausentes ou deficientes no

caso de HPN'®,

A analise morfolégica do aspirado de medula Ossea, a biopsia e a citogenética sdo usadas
para a classificagio apropriada da doenca, pois a HPN pode estar associada com anemia
aplastica, sindrome mielodisplasica (MSD), ou outra mielopatia {como a mielofibrose, por
exemplo). Embora as anormalidades no cariotipo associadas com a HPN ndo sejam
identificadas, a analise da citogenética é recomendada pelas seguintes razdes. as
anormalidades doenca-especificas podem ser identificadas, além de analisar anormalidades no
caridtipo associadas com outros processos subjacentes da doenga, podendo ajudar na
categorizagio de pacientes individuais™.

A analise da citometria de fluxo, que utiliza anticorpos monoclonais direcionados as
proteinas ligadas ao GPI, é a técnica mais sensivel e especifica para o diagnostico da HPN
(Figura 01, 02 e 03). Este técnica, além de identificar a populagio de células com deficiéncia
ou auséncia das proteinas ligadas a GPI, determina a porcentagem das células que sfo
anormais e identifica as populagdes com graus diferentes de deficiéncia (particularmente os
eritrocitos). Saber a porcentagem e o tipo de células vermelhas deficientes ¢ dtil para controlar

a anemia da PNH'.

Figura 2 - Avaliagio por citometria de fluxo dos receptores CD16; CD14 ¢ CD24 em

granul6citos e mondcitos de individuos normais e de portadores de HPN
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Figura 3 - Avaliagdo por citometria de fluxo dos receptores CD55 ¢ CD59 em granulocitos de

individuos normais ¢ de portadores de HPN
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Figura 4 - Avaliagdio por citometria de fluxo do receptor CDS59 em eritrécitos de individuos

norimais e de portadores de HPN
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A identificagdo da mutagiio do gene PIG-A confirmaria e facilitaria o diagnostico mais
rapido e preciso da HPN, mas devido a desafios técnicos esta identificacio ainda estd limitada

. . 16
a pesquisa .

O tratamento ¢ instituido de acordo com as manifestagdes clinicas da doenga. A transfus@o
de hemocomponentes e a reposicdo de acido folico e ferro sdo freqiientemente necessarias,
embora a reposi¢io aguda de ferro possa resultar em aumento da hemolise devido a formagao
e liberagio de um novo clone de eritrocitos sensiveis. O uso de corticéides em baixas doses
diminui a taxa de hemélise em alguns pacientes’®. Devem ser administrados agentes como a
estreptoquinase, a uroguinase e o ativador de plasminogénio tissular para prevenir a trombose.
O paciente deve receber heparina em um episodio de trombose aguda e, logo apés a passagem
da crise, deve ser anticoagulado com derivados da warfarina por um periodo de no minimo
seis meses®’. Os androgenos podem ser utilizados nos pacientes com hipoplasia medular
proeminente, pois estimulam a hematopoese em alguns casos, sendo os mais utilizados

compostos como o danazol, a fluoximesterona e a oximetalona. Mais recentemente se tem
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utilizado citocinas recombinantes como a eritropoetina e o fator estimulador de colonias
granulociticas (CSF-G) para a estimulacio da hematopoese?®. Tendo em vista o conceito de
que os linfocitos T modificam a hematopoese podendo desempenhar um papel importante na
sua diminuicfio, se tem administrado globulina antitimocitica (GAT) nestes pacientes,
corrigindo a citopenia em até 70 % dos casos, principalmente a trombocitopenia®. No
entanto, o transplante alogénico de medula éssea ¢ o unico tratamento curativo disponivel,
embora esteja associado a altas taxas de morbi-mortalidade®®. O transplante singénico é o
transplante de escolha, pois suas complicagdes séo menores>'. O melhor entendimento acerca
da fisiopatologia e monitoramento cuidadoso destes pacientes possibilitard a decisdo

terapéutica mais adequada.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

O objetivo do presente estudo ¢ analisar as caracteristicas clinico-laboratoriais em
portadores de HPN, atendidos no ambulatorio do Hospital Universitario Walter Cantidio da
Universidade Federal do Ceara, no periodo de janeiro de 2006 a janeiro de 2007, com o

propésito de tragar um perfil desses pacientes no diagnostico.
2.2 Objetivos especificos

e Determinar o perfil dos pacientes em estudo (sintomatologia, idade, sexo, dentre

outros);
¢ Determinar o tempo entre primeira consulta e diagnostico;
e Avaliar a sensibilidade dos testes utilizados no diagnostico;

e Atualizacio do banco de Dados do Servigo de Hematologia — HPN do HUWC.
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3 MATERIAIS E METODOS
AREA DE ESTUDO

Através de uma analise minuciosa do perfil clinico-laboratorial realizado no ambulatorio
do Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade Federal do Cear4, foram estudados
quatorze pacientes portadores de HPN atendidos no periodo de janeiro de 2006 a janeiro de
2007.

METODOLOGIA

Foram analisados os dados contidos nos prontuarios médicos dos pacientes portadores de
HPN e os livros de registro dos resultados dos hemogramas do laboratorio de hematologia do
HEMOCE.

As variaveis estudadas foram: sexo, idade, sintomas clinicos, analise dos resultados dos
hemogramas ¢ exames complementares, namero de transfusGes sanglineas e tratamento

medicamentoso.

Tabela 1- Valores de referéncia para alguns pardmetros laboratoriais utilizados no trabalho:
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4 RESULTADOS
Um total de quatorze pacientes com diagnostico de HPN apresentou os resultados a seguir.
1. DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO A IDADE

A idade dos pacientes variou entre < 20 anos (8%), 20-30 anos (28%), 31-40 anos (28%),
41-50 anos (28%) e > 50 anos (8%).

30% - e gt
25% M, -8
20% A i de e Al _u < 20 anos :
. ' m 20-30 anos _
155 e 0 31-40 anos |
10% 041-50 anos
| a> 50_5!!‘°5_'
5% - ol
q'.'. b 7
0% L X = =

Gréfico 1-DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO A IDADE

2. DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO AO SEXO

O numero de pacientes do sexo feminino foi de 57% ¢ os de sexo masculino 43%.
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Grafico 2-DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO AO SEXO

3. SINTOMAS MAIS FREQUENTES ENTRE OS PACIENTES

Os pacientes apresentaram os seguintes sintomas: episodios de urina escura (100%), edema
nos membros inferiores (86%), ictericia (57%), palidez (57%), dor nos membros inferiores

(50%), gengivorragia (50%), epistaxe (50%), hipermenorréia (50%), cefaléia (43%),

25

petéquias (43%), infecgdes fregiientes (43%), esplenomegalia (28%), sonoléncia (28%),

tonturas (28%), hepatomegalia (28%), dor lombar (22%), hemorroida (14%) e episodios de

trombose (7%).
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Grafico 3-SINTOMAS MAIS FREQUENTES ENTRE OS PACIENTES
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4. PATOLOGIAS ANTERIORES AQ DIAGNOSTICO DE HPN

Anterior ao diagnostico de HPN, os pacientes apresentaram: anemia (42%), anemia

aplastica (38%), anemia hemolitica auto-imune (20%).
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Grafico 4-PATOLOGIAS ANTERIORES AO DIAGNOSTICO DE HPN

5. DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO A REALIZACAO DE
TRANFUSAQO DE HEMOCOMPONENTES ANTERIOR AO DIAGNOSTICO

DE HPN

Dentre os pacientes: 57% foram politransfundidos, 35% néo tinham realizado nenhuma

transfusio e 7% tinham realizado uma Gnica transfusio.
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Grafico 5-DISTRIBUICAQ DA AMOSTRA QUANTQ A REALIZACAO DE TRANFUSAO DE

HEMOCOMPONENTES ANTERIOR AQ DIAGNOSTICO DE HPN
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6. CLASSIFICACAO DA AMOSTRA QUANTO A PRESENCA DE ANEMIA

Todos os pacientes (100%) apresentaram anemia.
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Gréfico 6-CLASSIFICACAO DA AMOSTRA QUANTO A PRESENCA DE ANEMIA

7. DISTRIBUICAO DOS PACIENTES QUANTO A DOSAGEM DE
HEMOGLOBINA

A dosagem de hemoglobina estava distribuida entre os pacientes da seguinte forma: <
Tg/dl (50%), de 7-10g/dl (38%) e > 10-12g/di-M e >10-13g/dl-H (12%).
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Grafico 7-DISTRIBUICAO DOS PACIENTES QUANTO A DOSAGEM DE HEMOGLOBINA
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3. DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO A MORFOLOGIA DAS
HEMACIAS

Dentre os pacientes: 44% apresentaram hemaécias macrociticas hipocromicas, 28%

hemacias macrociticas normocromicas, 21% hemacias normociticas normocrémicas e 7%

hemacias microciticas hipocrdmicas.
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Grafico 8-DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO A MORFOLOGIA DAS HEMACIAS
9, DISTRIBUICAO DOS PACIENTES QUANTO AO NUMERO DE
LEUCOCITOS

O nimero de leucocitos estava distribuido enire os pacientes da seguinte forma: <

4.000/mm? (57%), de 4.000-10.000/mm?® (38%) € > 10.000/mm? (5%).
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Grafico 9-DISTRIBUICAO DOS PACIENTES QUANTO AQ NUMERO DE LEUCOCITOS

29

10. DISTRIBUICAO DOS PACIENTES QUANTO AO NUMERO DE

PLAQUETAS

O numero de plaguetas estava distribuido entre os pacientes da seguinte forma: 150.000-

450.000/mm? (50%), de 60.000-100.000/mm’ (28%) e < 10.000/mm? (22%).
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Grafico 10-DISTRIBUICAO DOS PACIENTES QUANTO AO NUMERO DE PLAQUETAS
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11. DISTRIBUICAO DOS PACIENTES QUANTO AO NUMERO DE
RETICULOCITOS

Entre os pacientes: 79% apresentaram reticulocitose, 14% tinham reticulocitos normais €

7% apresentaram reticulocitopenia.
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Gréfico 11-DISTRIBUICAO DOS PACIENTES QUANTO AO NUMERO DE RETICULOCITOS

12. CLASSIFICACAO DA AMOSTRA QUANTO AO LAUDO DO
MIELOGRAMA

Em relagiio ao laudo do mielograma: 58% dos pacientes apresentaram uma hiperplasia
eritroide, 21% um aspirado medular hipocelular, 7% um aspirado medular hipocelular com
leve deseritropoese, 7% uma hipoplasia megacariocitica e 7% um aspirado medular

normoplastico.
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13. CLASSIFICACAO DA AMOSTRA QUANTO AO LAUDO DA BIOPSIA

Em relagio ao laudo da bidpsia 0ssea: 72% dos pacientes apresentaram uma hiperplasia

eritroide, 21% apresentaram uma medula hematopoética hipocelular ¢ 7% nfio realizaram o

exame.
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Gréfico 12-CLASSIFICACAQ DA AMOSTRA QUANTO AO LAUDO DO MIELOGRAMA

OSSEA
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Grifico 13-CLASSIFICACAO DA AMOSTRA QUANTO AQ LAUDO DA BIOPSIA OSSEA
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14. DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO A POSTIVIDADE DO COOMBS —

DIRETO

Dentre os pacientes: 80% apresentaram Coombs-negativo e 20% Coombs-positivo.

80%
0%
60% &
50% |
0%
30%
20%
10% |
0%

@ negativo

@ positivo

32

Grifico 14-DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO A POSTIVIDADE DO COOMBS -DIRETO

15. DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DO VHS

Dentre os pacientes: 78% apresentaram um resultado > que os valores de referéncia e 22%

um resultado dentro dos valores de referéncia.
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Grifico 15-DISTRIBUICAQ DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DO VHS
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16. DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DO L.DH

Dentre os pacientes: 58% apresentaram um resultado aumentado e 42% um resultado

dentro do valor de referéncia.
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Grafico 16-DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DO LDH

17. DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DE TAP E TPTa

Todos os pacientes (100%) apresentaram TAP e TPTa normatis.
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Grifico 17-DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DE TAP E TPTa




)

) D) 3 ) o J o))

) ) D ) )

> D 33000230 ) )y d )

)

) J I

) 0 I I T I [ I

)

34

18. DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DE

BILIRRUBINA INDIRETA

Dentre os pacientes: 86% apresentaram BI aumentada e 14% apresentaram um resultado

dentro do valor de referéncia.
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Grafico 18-DISTRIBUICAQO DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DE BI

19. DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DE AST

Dentre os pacientes: 79% apresentaram um resultado aumentado e 21% um resultado

dentro do valor de referéncia.
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Grifico 19-DISTRIBUICAOQ DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DE AST
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20. DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DE ALT

Denire os pacientes: 64% apresentaram um resultado aumentado ¢ 38% um resultado

dentro do valor de referéncia.
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Grafico 20-DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO AQ RESULTADO DE ALT

21. CLASSIFICACAO DA AMOSTRA QUANTO AO METABOLISMO FERRO

35

Dentre os pacientes: 64% apresentaram ferro sérico diminuido, 50% apresentaram TIBC

aumentada, 57% apresentaram IST diminuido e 50% apresentaram ferritina diminuida.
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Grafico 21-CLASSIFICACAO DA AMOSTRA QUANTO AO METABOLISMO DO FERRO
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22. DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DO SUMARIO
DE URINA

Todos os pacientes (100%) apresentaram episodios de hemoglobinuria.
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Grafico 22-DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DO SUMARIO DE URINA

23. DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DO TESTE DE
HAM

Todos os pacientes (100%) apresentaram teste de Ham positivo.
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Grifico 23-DISTRIBUICAQ DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DO TESTE DE HAM
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24, DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO A REALIZACAO DA
CITOMETRIA DE FLUXO

Somente 36% dos pacientes realizaram citometria de fluxo como método diagnostico,
enquanto 33% s o fizeram apds o tratamento e 31% ndo realizaram o exame, obtendo seu

diagnéstico apenas com o resultado do teste de Ham.
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Gréfico 24-DISTRIBUICAO DA AMOSTRA QUANTO A REALIZACAO DA CITOMETRIA DE
FLUXO

25. CLASSIFICACAO DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DA
CITOMETRIA DE FLUXO

Nos pacientes que realizaram citometria de fluxo foi pesquisada a presenga de receptores
CD55 e CD59 em granuldcitos e eritrocitos ¢ CD14 em mondcitos. Todos os pacientes
(100%) que realizaram o exame ap0s o tratamento obtiveram resultado negativo. Dentre os
pacientes que realizaram o exame como método diagnostico foi observado que os receptores
CD55 e CD59 estavam ausentes em maior porcentagem nos granulocitos (média 70%) do que
nos eritrocitos (média 40%) e que o receptor CD14 estava ausente em uma porceniagem >

90% nos mondcitos de todos os pacientes (média 94%).
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GRAFICO 25-CLASSIFICACAO DA AMOSTRA QUANTO AO RESULTADO DA CITOMETRIA DE

FLUXO

26. CLASSIFICACAO DA AMOSTRA QUANTO AO TRATAMENTO

Dentre os pacientes: 71% utilizaram prednisona ¢ icido félico; 21% prednisona, acido

folico e sulfato ferroso; 14% realizaram transplante de medula 6ssea e 7% utilizaram

globulina anti-timocitica.
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Grafico 26-CLASSIFICACAO DA AMOSTRA QUANTO AOC TRATAMENTO




O perfil clinico-laboratorial do paciente HPN do HUWC obteve o seguinte padrdo em

relagdio 4 média dos pardmetros abordados (tabela 2}

Tabela 2-Perfil clinico-laboratorial do paciente HPN do HUWC em relagdo 4 média dos
parametros abordados
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5 DISCUSSAO

A maioria dos pacientes ¢ do sexo feminino (57%) e apresentou idade entre 20-50 anos
(84%). Socié, et. al. 1996 demonstraram em um estudo com 220 pacientes com HPN uma

freqiiéncia de 55% no sexo feminino € 79% com idade acima de 21 anos>.

Os seguintes sintomas foram encontrados: episodios de urina escura (100%), edema nos
membros inferiores (86%), ictericia (57%), palidez (57%), dor nos membros inferiores (50%),
gengivorragia (50%), epistaxe (50%), hipermenorréia (50%), cefaléia (43%), petéquias
(43%), infecgdes freqiientes (43%), esplenomegalia (28%), sonoléncia (28%), tonturas (28%),
hepatomegalia (28%), dor lombar (22%), hemorroida (14%) e episodios de trombose (7%).
Rosenfeld, et. al. 1995 obtiveram um resultado diferente, com uma freqiiéncia de apenas 25%
de episodios de urina escura nos pacientes estudados®®. A prevaléncia de hemoglobinuria na
sintomatologia é devida 2 hemolise intravascular que ocorre na doenga, o que também
esclarece a ictericia dos pacientes, podendo ser desencadeada ou exacerbada por diversos
fatores, tais como: infecgBes, transfustes sangilineas, procedimentos cirGrgicos, menstruagao,
exposigio ao frio e exercicios fisicos extenuantes>. Sonoléncia, tonturas e palidez sdo
comuns em qualquer tipo de anemia, particularmente quando € severa. Manifestagdo como
cefaléia é atribuida a trombose de microvasculatura cerebral. A hepatomegalia é causada pela
trombose das veias hepaticas®. A esplenomegalia ¢ explicada pelo excesso de destruigio de
hemacias defeituosas. InfeccSes fregiientes sio devido a hipoplasia medular. Fenbmenos
hemorrégicos estdo associados a plaquetopenia. A baixa freqiéncia de fendmenos tromboticos
¢ explicada pela moderada e nfio acentuada deficiéncia e/ou auséncia dos antigenos CD55 e
CD59, pois a sensibilidade das células do tecido hematopoético ao complemento ¢ resultado

da deficiéncia destes nas membranas celulares.

Os pacientes apresentaram a doenga associada a outras patologias ja diagnosticadas, entre
as quais se encontra a Anemia Aplastica, que deve ser destacada devido a sua comum
associacio com HPN. Dentre eles, 38% apresentaram esta doenga associada & HPN. Griscelli-
Bennaceur, ct. al. 1995 encontrou um resultado semelhante em um estudo em que 33% dos

pacientes com HPN apresentaram associagio com Anemia Aplastica®.

O hemograma dos casos estudados obteve o seguinte padrdo: anemia (100%), Hb<7g/dl
(50%), hemacias macrociticas hipocrdmicas (44%), nimero de leucocitos < 4.000/mm?® (57%)

e nimero de plaquetas 150.000-450.000/mm? (50%). Resuliado semelhante foi demonstrado
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em um estudo com 220 pacientes com HPN, onde 90% apresentaram anemia, 41%
leucocitopenia e 49% plaquetas normais em mimero®. O paciente HPN normalmente cursa
com anemia macrocitica, podendo ser normocitica ou mesmo microcitica se ocorrer caréncia
de ferro. Habitualmente também ocorrem plaquetopenia ¢ neutropenia (pancitopenia)’?. A
maioria dos casos (79%) apresentou reticulocitose, o que pode ser esclarecido pela resposta da
medula éssea frente as crises de hemdlise. A conclusio do mielograma e da biopsia Ossea,
respectivamente, foi: hiperplasia eritroide (58%) e medula hematopoética com hiperplasia

eritroide (72%), o que revela que a medula 6ssea dos pacientes ¢ solicitada para suprir a

destrui¢do das hemacias pelo sistema complemento.

O resultado dos exames laboratoriais realizados foi compativel com o esperado para a
doenga. Em relagéio ao Coombs-direto, 80% apresentaram resultado negativo e 20% positivo.
Todos os pacientes que obtiveram resultado positivo no teste, também apresentaram Anemia
Hemolitica Auto-imune. A triagem com o teste de Coombs ¢ Gtil para subdividir as anemias
hemoliticas em dois grandes grupos: anemia hemolitica imune e ndo imune. Quando o teste €
ndio reagente em fase de gel praticamente descarta anemia hemolitica auto-imune, apesar de
raros casos serem Coombs-negativo, devendo-se considerar, portanto, a presenca de anemia
hemolitica nfio imune*. Como a HPN trata-se de anemia hemolitica ndo imune, espera-se que
o resultado do exame seja negativo, o que foi compativel com o resultado de 80% dos

pacientes.

Em relacdo ao VHS, 78% apresentaram resultado aumentado que os valores de referéncia
(Homens < 50 anos: < 15mm; Mutlheres < 50anos: < 20mm; Homens de 50-85 anos: <20mm
e Mulheres de 50-85 anos: < 30mm) e 22% um resultado dentro dos valores de referéncia.
Estes resultados podem variar de acordo com a condigio clinica do paciente, como por
exemplo, a presenga ou nZo de anemia ou se o paciente apresenta ou ndo alguma doenga auto-
imune associada; isto porque o VHS ¢ influenciado pelos niveis séricos de fibrinogénio, de
imunoglobulinas, de outras proteinas de fase aguda, pela presenga de anemia; além de fatores
inespecificos como a idade, o sexo, a cor e o eventual uso de contraceptivos orais, penicilina e
outras drogas, sendo usado apenas como auxiliar no diagnostico, tratamento e

acompanhamento de diversas condi¢Ges clinicas por se tratar de um exame inespecifico™.

Em rela¢io ao LDH, 58% apresentaram resultado aumentado > 480U/L e 42% dentro do
valor de referéncia (240-480U/L). E facilmente esclarecido o motivo pelo qual a maioria

destes pacientes apresentou uma elevagio deste exame, visto que as hemécias apresentam
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uma grande quantidade desta enzima em seu interior ¢ que os episodios de hemolise

intravascular, comuns nesta doenga, acarretam a liberagio desta para o plasma®'.

O TAP ¢ utilizado na triagem para deficiéncia de fatores da via extrinseca € comum da
coagulagio [I (fibrinogénio), 1I (protrombina), V, X e VII}, no controle da anticoagulagdo oral
e avaliago pré-operatoria. O TPTa é utilizado na triagem para deficiéncia de fatores da via
intrinseca e comum da coagulagio (1, 1L, V, X, VII, IX, X1 e XII), no controle do uso de
heparina e na avaliagdo pré-operatoria. Portanto, € justificado o fato de que todos os pacientes

(100%) apresentaram TAP e TPTa normais no diagndstico™.

A bilirrubina é o principal produto do metabolismo do heme da hemoglobina.
A hemoglobina é metabolizada no bago e no sistema reticuloendotelial dando origem a
biliverdina, que é reduzida a bilirrubina pela enzima biliverdina redutase. A bilirrubina recém-
formada circula no sangue ligada & albumina sérica, sendo chamada de bilirrubina indireta,
encontrando-se elevada, dentre outros fatores, na anemia hemolitica®. Isto evidencia porque
os pacientes (86%) apresentaram aumento de bilirrubina indireta. As aminotransferases
também apresentaram resultado aumentado, 79% dos pacientes tinham elevagio de AST e
64% de ALT. Embora estas enzimas sejam mais utilizadas para o diagnostico de outras
alteragtes, como doenga hepatica e doenga cardiaca, podem apresentar niveis $€ricos

aumentados em crises de hemolise, pois também esido presentes no interior dos eritrocitos.

Um dado muito importante no diagnéstico da patologia ¢ o estudo do metabolismo do
ferro. Os pacientes apresentaram ferro sérico diminuido (64%), TIBC aumentada (50%j), IST
diminuido (57%) e ferritina diminuida (50%). A deficiéncia de ferro verificada € devido aos

episodios de hemoglobiniria € hemossidenuiria.

O teste de Ham ¢ utilizado na rotina dos laboratdrios para o diagnostico de HPN embora
ndo seja suficientemente sensivel ¢ nem demonstre a verdadeira propor¢fo de células
anormais™. A citometria de fluxo ¢ indiscutivelmente o método mais especifico e sensivel que
os métodos tradicionais (teste de Ham e sacarose), pois além de revelar a deficiéncia ou
auséncia das proteinas ligadas a GPI, determina a porcentagem das células que s&o anormais e
identifica as populagSes com graus diferentes de deficiéncia®®. Qutra vantagem oferecida pela
citometria de fluxo é a possibilidade de se realizar o diagnostico mesmo apds crises
hemoliticas severas ou apos transfusdes, através da andlise de granulocitos e monocitos.

Apenas 36% dos pacientes realizaram citometria de fluxo como método diagnostico, enquanto




43

hemoliticas severas ou apos transfusdes, através da analise de granulécitos e mondcitos.
Apenas 36% dos pacientes realizaram citometria de fluxo como método diagndstico, enquanto
33% s6 o fizeram apds o tratamento e 31% n#o realizaram o exame, obtendo seu diagnéstico
apenas com o resultado do teste de Ham. Todos os pacientes (100%) apresentaram teste de
Ham positivo. Resultado semelhante foi encontrado em um trabalho em que 100% dos
pacientes com HPN apresentaram teste de Ham positivo?>. Nos que realizaram citometria de
fluxo foi pesquisada a presenga de receptores CD55 e CD59 em granuldcitos e eritrocitos e
CD14 em mondcitos. Todos (100%) que realizaram o exame apds o tratamento obtiveram
resultado negativo. Dentre os pacientes que realizaram o exame como meétodo diagnostico foi
observado que os receptores CD55 ¢ CD59 estavam ausentes em maior porcentagem nos
granulocitos (média 70%) do que nos eritrocitos (média 40%) e que o receptor CD14 estava
ausente em uma porcentagem > 90% nos mondcitos de todos os pacientes (média 94%).
Resultado semelhante foi encontrado por Hall e Rosse (1992) que compararam a proporgio de
granulocitos € eritrocitos anormais através de estudo de CD55 e CD59 por citometria de fluxo
e demonstraram que: 23/35 (65,7%) apresentaram percentual de granulocitos anormais maior
que percentual de eritrocitos anormais, 7/35 (20,0%) nio apresentaram diferenca significativa
entre os dois tipos celulares e 5/35 (14,3%) apresentaram percentual de granulécitos anormais
menor que o de eritrocitos anormais®. Muitas vezes o percentual de eritrocitos anormais esté
reduzido devido a graus variaveis de hemolise, além da possibilidade de presenga variavel de
hipoplasia medular. Ja a sobrevida média dos granulocitos anormais € normal, portanto, o
percentual de granulocitos anormais deve refletir melhor a proporgdo de células anormais

liberadas para a circulagéo.

O tratamento desses pacientes era instituido de acordo com suas manifestagoes clinicas.
Para a grande maioria, 71%, fora instituido o tratamento com prednisona e acido folico; 21%,
com prednisona, icido folico e sulfato ferroso; 14% realizaram transplante de medula 6ssea ¢
7% realizaram tratamento com globulina anti-timocitica. O uso de prednisona proporcionou
uma melhor qualidade de vida aos pacientes devido a sua capacidade de inibigio e tratamento
das crises hemoliticas, pois com o uso da droga as células dos pacientes ficavam menos
susceptiveis 4 agdo litica do complemento. O acido folico foi utilizado como terapia de
reposigdo. O sulfato ferroso era utilizado nos pacientes que estavam desenvolvendo anemia
ferropriva devido & excessiva perda de ferro por hemoglobiniria®®. Os pacientes que
realizaram transplante de medula Gssea obtiveram bons resultados, sendo considerado como

tratamento de cura?®. A utilizagdo de globulina anti-timocitica proporcionou uma corregao das
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citopenias dos pacientes, visto que os linfocitos T modificam a hematopoese podendo

desempenhar um papel importante na sua diminuigio™,

Quando o tratamento dos pacientes ndo tem sucesso ou ¢ impossibilitada, podem precisar
de uma transfusdo. A transfusio de hemacias é a mais comum nesta patologia, pois como ja
explicado, as células dos pacientes ficam mais susceptiveis a ag¢do do complemento®®, Na
amostragem estudada 57% dos pacientes eram politransfundidos, 35% nfio receberam
nenhuma transfusdo e 7% havia recebido uma transfusdo anterior ao diagnostico de HPN. O
que foi verificado era que muitas transfusdes, além dos fatores ja mencionados, foram

realizadas devido a ndo conclusio diagnostica, sendo usada como tratamento exclusivo.




45

6 CONCLUSAQ

A maioria dos pacientes estudados era do sexo feminino e tinham uma idade média de 35

anos. O tempo de diagnostico foi de 1,5 ano,

Os sinais e sintomas mais prevalentes foram: episodios de urina escura, edema nos
membros inferiores, ictericia, palidez, dor nos membros inferiores, gengivorragia, epistaxe,

hipermenorréia,

Em relagdo aos pardmetros do hemograma e contagem de reticulocitos, os resultados mais
freqiientes foram: anemia, dosagem de hemoglobina < 7g/dl, morfologia das hemacias:
macrociticas ¢ hipocrdmicas, leucopenia, mimero de plaquetas dentro dos valores de

referéncia e reticulocitose;

O mielograma e a biopsia 6ssea foram caracterizados por hiperplasia eritréide na maioria

dos casos;

Todos os pacientes apresentaram episddios de hemoglobinuria. O ferro circulante se
apresentou diminuido, com CTLFe aumentada , IST diminuido e ferritina diminuida na

maioria dos ¢casos;

O teste de Ham teve resultado positivo em tedos os pacientes. A citometria de fluxo foi
realizada em apenas 36% dos pacientes como método diagnostico, enquanto 33% so6 o fizeram
apds o tratamento e 31% n#o realizaram o exame. Portanto, ndo foi possivel avaliar a
sensibilidade dos dois testes (Ham ¢ citometria de fluxo), pois a maioria dos pacientes obteve

conclusdo diagnostica apenas com o resultado do teste de Ham;

O tratamento com prednisona e acido folico foi o mais utilizado pelos pacientes.
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ANEXO

Abreviaturas utilizadas no trabalho:

VHS- Velocidade de hemossedimentagio
LDH- Lactato-desidrogenase

TAP- Tempo de protrombina

TPTa- Tempo parcial de tromboplastina ativado
BI- Bilirrubina indireta

AST- Aspartato-aminotransferase

ALT- Alanina-aminotransferase

TIBC- Capacidade total de ligaciio do ferro

IST- indice de saturagio da transferrina
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