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NOTA INTRODUTORIA

A Medicina vive hoje um tempo de profunda transformacdo. A investigacao laboratorial, alicercada nos avancos da biologia
molecular e celular, deixou de ser apenas um suporte do diagnadstico para assumir um papel central na pratica clinica.

0 futuro da Medicina é, cada vez mais, o da integracdo entre ciéncia laboratorial e acompanhamento clinico, numa colabo-
racdo estreita que permite terapias mais eficazes e personalizadas.

Neste contexto, o0 médico patologista clinico tem uma funcao insubstituivel. Mais do que um especialista de bastidores, é
um verdadeiro intérprete da linguagem da doenca. E ele quem traduz a complexidade dos resultados laboratoriais em
informacao til e rigorosa, indispensavel ao clinico na tomada de decisdes. O seu trabalho nao se esgota na precisao técnica
de um resultado: estende-se a reflexdo conjunta, ao didlogo com os colegas assistentes e ao apoio na definicao das melho-
res estratégias terapéuticas.

E esta visdo que inspira a atividade do Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa. Aqui, ciéncia e clinica
caminham lado a lado, unidas pelo compromisso de oferecer diagndsticos sélidos e solu¢des personalizadas para cada
doente. O nosso Laboratério de Patologia Clinica é, acima de tudo, um espaco de partilha e colaboracdo, onde diferentes
saberes se encontram em beneficio da sadde.

0Os casos clinicos que este livro reline sdo expressao clara dessa missao. Cada exemplo reflete ndo apenas o rigor técnico,
mas também a proximidade entre patologistas clinicos e médicos assistentes, demonstrando como a interdisciplinaridade
se traduz em melhores cuidados e num acompanhamento mais humano. Que estas paginas possam servir de inspiracdo
para todos os profissionais de satide que acreditam, como nés, que a Medicina se constréi no didlogo entre ciéncia, experi-
éncia e dedicacao as pessoas.

Director Clinico
Médico Patologista Clinico, 0.M. 11322
Administrador e Fundador do Grupo Germano de Sousa
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CASO N.° 1

Bacteriemia Streptococcus gallolyticus
num doente com endocardite aortica
e espondilodiscite lombar

Maria Favila Menezes, MD'

Margarida Albuquerque, MD'3

Maria José Rego de Sousa, MD, MSc, PhD'
Paulo Paixdo, MD, PhD'?

José Germano de Sousa, MD'

Germano de Sousa, MD'

1 Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa
2 Hospital CUF Descobertas
3 Hospital CUF Tejo

SUMARIO

Os autores apresentam o caso de uma associacdo rara entre a endocardite adrtica por Streptococcus gallolyticus, subespécie-
-gallolyticus e a espondilodiscite lombar.

Em janeiro de 2018, uma doente com 78 anos de idade foi admitida para esclarecer um quadro de febre intermitente e dor
lombar incapacitante e persistente, desde novembro de 2017. Os primeiros parametros analiticos revelaram um componente
inflamatério significativo e foi inicialmente assumida, como mais provavel, uma doenca inflamatéria ndo-infeciosa. Ao 10° dia
de internamento, uma estripe de Streptococcus gallolyticus/bovis serotipo 1 foi isolada em varias hemoculturas e a hipdtese de
endocardite foi posteriormente confirmada pelo ecocardiograma transesofagico (vegetacao na valvula aértica).

Devido a persisténcia da lombalgia, foi realizada uma nova Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), (quatro semanas apds a
primeira), mostrando sinais de espondilodiscite com um abscesso associado. Para excluir carcinoma colorretal foi realizada
uma colonoscopia que permitiu detetar um pélipo de grandes dimensoes.

Aidentificacao do agente nas hemoculturas desencadeou tanto a colonoscopia como a investigacao da endocardite subjacente,
permitindo a retirada de um pélipo e o diagndstico de valvulopatia adrtica.

ABSTRACT

The authors present a case of a rare association between aortic endocarditis caused by Streptococcus gallolyticus, subspecies
gallolyticus, and lumbar spondylodiscitis.

In January 2018, a 78-year-old female patient was admitted to investigate a condition, observed since November 2017,
involving intermittent fever and persistent, incapacitating lower back pain. Initial analytical parameters revealed a significant
inflammatory component, and the most likely diagnosis was initially assumed to be a non-infectious inflammatory disease. On
the 10th day of hospitalization, a strain of Streptococcus gallolyticus/bovis serotype 1 was isolated from several blood cultures,
and the hypothesis of endocarditis was confirmed by transesophageal echocardiography (aortic valve vegetation).

Given the persistence of low back pain, a new magnetic resonance imaging (MRI) scan was performed (four weeks after the first),
that revealed signs of spondylodiscitis with an associated abscess. A colonoscopy was performed to exclude the presence of
colorectal carcinoma, which led to the detection of a large polyp.

The identification of the agent in blood cultures led to both the colonoscopy and the investigation of the underlying endocardi-
tis, allowing the removal of a large polyp and the diagnosis of aortic valve disease.



INTRODUCAO

Existem vdrios casos descritos na literatura que referem a
associacdo entre a infegdo por Streptococcus gallolyticus subes-
pécie-gallolyticus, tumores colorretais e endocardite infeciosa.
No entanto, a infecdo combinada deste microrganismo com
patologia colorretal e espondilodiscite é rara.

Este caso ilustra a marcha de diagndstico ap6s a identificacdo
inesperada de bactérias com consequente antibioterapia
especifica e evolucdo clinica favoravel.

CASO

Doente do sexo feminino, 78 anos, internada em janeiro de
2018 para esclarecer febre intermitente acompanhada de
calafrios e lombalgia intensa e incapacitante, esta dltima
instalada desde novembro de 2017. Os registos médicos
prévios destacam como comorbilidades: hipertensio, insufi-
ciéncia renal e bronquite cronica. Histéria de procedimentos
cirdrgicos prévios com instrumentacdo da coluna lombar e
sindrome compressiva cervical realizados hd 20 e 7 anos,
respetivamente.

Os parametros analiticos iniciais revelaram uma insuficiéncia
renal ligeira (uremia 86 mg/dl e creatinina 1.64 mg/dl), e uma
componente inflamatéria acentuada, com uma velocidade de
sedimentacdo de 115 mm/hora, PCR de 8,7mg/dL e eletrofo-
rese de proteinas com padrdo inflamatério. A RMN lombar
ndo mostrou sinais que sugerissem espondilodiscite ou outros
processos inflamatérios e a electromiografia (EMG) excluiu
lesdo neuroldgica significativa do membro inferior. Neste
contexto, presumiu-se que este quadro clinico era provavel-
mente uma doenca inflamatéria ndo-infeciosa, tendo sido
iniciada terapéutica antialgica, corticoterapia e reabilitacio.
No 10° dia de internamento, foi isolada uma estirpe de
Streptococcus gallolyticus/bovis serotipo | em quatro hemocul-
turas (Quilaban® BACTEC 9500°), identificada pela metodolo-
gia MALDI-TOF (BioMérieux VITEK MS®). Foi colocada a hipéte-
se de um quadro de endocardite, embora a ecocardiograma
transtoracico fosse negativo na época. No dia seguinte, o
ecocardiograma transesofagico confirmou a endocardite de
valvula aértica, com regurgitacio moderada e possivel envol-
vimento da vélvula mitral (imagem sugestiva de vegetacio na
vélvula mitral). A antibioterapia com ceftriaxona foi iniciada
de imediato.

Foi realizada uma colonoscopia para excluir tumores colorre-
tais, tendo sido detetado um pélipo de grandes dimensdes-
sem lesGes ulcerativas.

Devido a dor lombar persistente, com agravamento, acompa-
nhada por incapacitacdo da marcha e elevacdo dos parame-
tros inflamatérios (VS e PCR) nos dias seguintes, foi realizada
nova RMN da coluna na zona lombar, revelando espondilo-
discite nos segmentos L5-S1 com abscesso do espaco epidural
associado, evoluindo para os niveis L4-L5. Foram também
observadas alteragbes inflamatérias/infeciosas nas facetas
articulares L5-S1. Foi iniciada antibioterapia com vancomici-
na e meropenem, posteriormente alterada para linezolide e
meropenem, durante quatro semanas. Ndo houve indicacio
para drenagem cirtirgica.

Apos o tratamento com antibiéticos, a doente evoluiu favora-
velmente, com remissdo da dor nas costas e da incapacidade
na marcha. O controlo por ecocardiograma transesofdgico
revelou vegetacdo valvular aértica residual sem insuficiéncia

valvular significativa e regressdo completa da vegetacdo da
vdlvula mitral. A RMN lombar melhorou substancialmente e a
doente teve alta ap6s dois meses de internamento.

INVESTIGACAO

Hemograma: anemia normocitica e normocrémica;

Funcdo hepatica: sem alteracoes relevantes;

Funcdo renal: ureia e creatinina elevadas;

Aumento da PCR e da velocidade de sedimentacdo;
Hemoculturas: positivas para Streptococcus gallolyticus spp
gallolyticus;

Ecografia abdominal: sem alteracoes significativas;

Ecografia renal: discreta assimetria entre o rim direito (RD) e
o rim esquerdo (RE) (RE <RD);

Ecografia cardiaca transtoracica: sem vegetacdo valvular;
Eletromiografia com velocidade de conducdo: sem alteracdes
neuroldgicas;

Ressonancia magnética nuclear da coluna lombar: processo
de espondilodiscite com abscesso;

Colonoscopia: remocdo cirdrgica de pélipos grandes;
Ecografia ginecoldgica e vesical: sem alteracdes relevantes;
Sorologias reumatoldgicas negativas. Factor reumatéide e
reacdo negativa de Waaler-Rose;

Imunoglobulinas séricas: dentro dos valores de referéncia;
Imunoeletroforese sérica: sem alteracges;

Ecografia cardiaca transoesofagica: mostrou endocardite da
vdlvula adrtica e compromisso da valvula mitral;

Fracdes (3 e (4 do complemento sem alteracdes significati-
vas.

TRATAMENTO

Antibioterapia com vancomicina e meropenem, posterior-
mente alterada para linezolide e meropenem, durante
quatro semanas.

RESULTADOS E SEGUIMENTO

Apos o tratamento com antibiéticos, a doente evoluiu favora-
velmente, com remissdo da dor nas costas e da incapacidade
na marcha. O controlo por ecocardiograma transesofdgico
revelou vegetacdo valvular adrtica residual sem insuficiéncia
valvular significativa e regressdo completa da vegetacio da
valvula mitral. ARMN lombar melhorou substancialmente e a
doente teve alta ap6s dois meses de internamento.

DISCUSSAO

0 Streptococcus gallolyticus (anteriormente Streptococcus
bovis@), pertence ao Grupo D do Streptococcus, e € um agente
anaerébico facultativo Gram-positivo, catalase negativo, que
faz parte da flora do trato digestivo em 2,5-15% @ das pessoas
saudaveis.

Existem vdrias espécies de Streptococcus do Grupo D, sendo a
mais importante a Streptococcus gallolyticus subespécie galloly-
ticus (anteriormente Streptococcus bovis 1), Streptococcus
gallolyticus subespécie pasteurianus (anteriormente Streptococ-
cus bovis Il | 2) e Streptococcus infantarius (anteriormente
Streptococcus bovis 11 [ 1), que inclui duas subespécies: coli e
infantarius.

A Streptococcus gallolyticus é uma importante causa de bacte-
riemia e de endocardite infeciosa no adulto ™. Sio0 menos
frequentes outras apresentacdes clinicas, como as infecdes do



trato urinario, as infecdes do sistema nervoso central ou as
infecdes vertebrais. A associacdo bem documentada entre
endocardite infeciosa de S. gallolyticus e tumores colorretais
justifica a indicacdo clinica para colonoscopia, quando a S.
gallolyticus spp gallolyticus é identificada nos casos de bacte-
riemia ou de endocardite. Apesar da existéncia de varios
artigos sobre esta associacdo, o tema permanece controverso;
25-80% dos doentes com bacteriemia por S. gallolyticus tém
tumores colorretais concomitantes e 18-62% dos doentes com
endocardite por S. gallolyticus apresentam tumores colorre-
tais, sendo a grande maioria S. gallolyticus spp gallolyticus @ .
A endocardite infeciosa por S. gallolyticus afeta principalmen-
te doentes idosos com comorbilidades. A apresentacdo é
frequentemente subaguda, multivalvular e com presenca de
vegetacdo. No entanto, 43-72% dos doentes afetados nao
apresentam doenca valvular cardiaca ™.

Neste caso, a identificacdo laboratorial de S. gallotyticus spp
gallolyticus, em quatro hemoculturas, levou aos achados no
ecocardiograma, primeiro transtoracico e posteriormente
transesofagico, revelando a endocardite infeciosa (lesdes
vegetativas na vdlvula adrtica e compromisso da valvula
mitral), e a colonoscopia com resseccao de um pélipo (tumor
benigno).

REFERENCIAS

1. Aortic endocarditis and spondylodiscitis due to Streptococcus bovis in a patient
in his eighties with colon cancer. Scientific letters /rev Esp Geriatr Gerontol.2010;
45(4): 241-245.

2. Ahmed S Abdulamir, Rand R Hafidh, and Fatimah Abu Bakar. The association
of Streptococcus bovis/gallolyticus with colorectal tumors: The nature and the
underlying mechanisms of its etiological role. / Exp Clin Cancer Res. 2011;
30(1): 11.

A persisténcia das queixas lombares, dolorosas e incapacitan-
tes, com febre e parametros inflamatérios elevados, mesmo
ap6s o inicio da antibioterapia, levou a investigacdo da
imagem da coluna lombar, mostrando espondilodiscite com
abscesso, tratada com antibioterapia especifica. Como a
doente ndo apresentava indicacdo formal para drenagem
cirdrgica do abscesso, ndo houve estudos de cultura do
agente etioldgico. Contudo, a resolucdo clinica e a imagiolo-
gia favoravel, apos antibioterapia direcionada para S. galloly-
ticus spp gallolyticus, fez-nos considerar este agente como
causa provavel das lesdes na coluna.

PONTOS A DESTACAR

« A associacdo entre Streptococcus gallolyticus subespécie
gallolyticus, endocardite aértica e espondilodiscite lombar é
rara.

* A bacteriemia por Streptococcus gallolyticus subespécie
gallolyticus, deve levar a investigacdo da endocardite subja-
cente.

* A bacteriemia por Streptococcus gallolyticus subespécie
gallolyticus ou endocardite, devem levar a colonoscopia ©.

3. Mary E. Hensler. Streptococcus gallolyticus, Infective Endocarditis, and Colon
Carcinoma: New Light on an Intriguing Coincidence. The Journal of Infectious
Diseases, Volume 203, Issue 8, 15 April 2011, Pages 1040-1042.



CASO N.° 2

Anomalia de May-Hegglin

Noélia Piteira, PharmD, MSc'

Marta Prata, MD'

Ana Cristina Margal, MD?

Maria José Rego de Sousa, MD, MSc, PhD'
José Germano de Sousa, MD'

Germano de Sousa, MD'

1 Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa
2 Hospital CUF Descobertas

SUMARIO

Reportamos o caso de uma mulher de 23 anos, natural de Timor, referenciada a consulta de Hematologia por trombocitopenia
crénica assintomatica, conhecida desde 2007. No esfregaco de sangue periférico foram observadas plaquetas gigantes e
inclusdes citoplasmaticas basofilicas nos neutréfilos (tipo corpos de Ddhle). A contagem plaquetaria variou entre 32.000 a
89.000/uL, dependendo do método utilizado, sugerindo interferéncia da morfologia plaquetaria na contagem. A funcdo
plaquetaria revelou alteracdes ligeiras atribuiveis a trombocitopenia. Funcdes renal e hepatica normais; anticorpos antipla-
quetarios negativos. Estes achados permitiram a suspeita clinica de Anomalia de May-Hegglin, uma entidade rara do espectro
das doencas relacionadas com mutacdes no gene MYH9, caracterizada por macrotrombocitopenia e inclusdes leucocitdrias,
geralmente de curso benigno e sem necessidade de terapéutica especifica.

ABSTRACT

We report the case of a 23-year-old woman from Timor, referred to the Haematology consultation for chronic asymptomatic
thrombocytopenia, diagnosed in 2007. The peripheral blood smear revealed giant platelets and basophilic cytoplasmic
inclusions in the neutrophils (Dohle bodies). Platelet counts ranged from 32,000 to 89,000/L, depending on the method used,
suggesting an interference of platelet morphology in the count. Platelet function revealed slight changes attributable to throm-
bocytopenia. Normal renal and hepatic function; negative antiplatelet antibodies. These findings have led to clinical suspicion
of May-Hegglin anomaly, a rare entity within the spectrum of diseases related to mutations in the MYH9 gene, characterised by
macrothrombocytopaenia and leukocyte inclusions, which generally has a benign course, not requiring specific treatment.



INTRODUCAO

A Anomalia de May-Hegglin, a Sindrome de Sebastian e a
Sindrome de Fechtner sao doencas hereditarias autossémicas
dominantes raras, caracterizadas pela triade de plaquetas
gigantes, trombocitopenia e inclusdes citoplasmaticas nos
granuldcitos (tipo corpos de Déhle) . Estas doencas resultam
de uma mutacao no gene MYH9, gene da cadeia pesada da
miosina ndo muscular da classe 1A (NMMHCA), do cromosso-
ma 22q12.3-q13.2 @.

A macrotrombocitopenia é secundaria a um defeito da matu-
racdo e fragmentacdo megacariocitica, que ndo altera a
funcdo das plaquetas. As inclusdes sdo precipitados de
cadeias pesadas de miosina que se encontram no citoplasma
dos neutrdfilos, eosinéfilos, mondcitos e basofilos ©.

A maioria dos doentes ndo apresenta hemorragia clinicamen-
te significativa, ndo sendo necessario tratamento. Nos raros
casos em que ocorre hemorragia grave podera ser necessaria
transfusdo de plaquetas ©. O tratamento com corticoides e a
esplenectomia sao ineficazes. Deve ser evitada medicacao
que interfira com a funcao das plaquetas, como a aspirina .
Alguns doentes podem apresentar outras manifestacdes
clinicas como surdez neurosensorial, cataratas e insuficiéncia
renal.

CASO

Doente do sexo feminino com 23 anos, natural de Timor,
recorre a consulta de Hematologia para seguimento de
trombocitopenia, conhecida desde 2007. Sem queixas e sem
evidéncia de discrasia hemorragica.

Analiticamente apresentava: hemoglobina 13.3 g/dL, leucdci-

Figura A: Neutréfilos com inclusdes basofilicas
tipo corpos de Dohle e plaquetas gigantes

Figura D: Neutrofilos com inclusdes basofilicas
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Figura B: Plaquetas macrociticas e gigantes
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Figura E: Neutrofilo com inclusdo basofilica

tos 6200/uL (contagem diferencial sem alteracdes) e plaque-
tas 32000/uL (por método de impedancia) e 89000/uL (por
método de fluorescéncia Gtica) [valores de referéncia 150 a
400000/uL]. No esfregaco sanguineo, corado com a coloragao
de May Griinwald-Giemsa, confirmou-se a presenca de
trombocitopenia, observaram-se plaquetas maioritariamente
gigantes (figuras A, B e () e inclusdes basofilicas no citoplasma
dos neutrdfilos e baséfilos, tipo corpos de Dohle (figuras D, E
e F). Funcdo renal e hepatica sem alteracdes. Anticorpos
anti-plaquetarios IgG negativos (<120).

Os hemogramas realizados anteriormente apresentaram
nimero de plaquetas que oscilou entre 26 - 46000/uL, quanti-
ficadas por método de impedancia e 77 - 89000/uL, por
método de fluorescéncia 6ptica ou por contagem estimada
em esfregaco de sangue periférico. A avaliacdo da funcao
plaquetaria (PFA-100), com os agonistas Colagénio/ADP e
Colagénio/Epinefrina, apresentou uma ligeira alteracdo
compativel com a trombocitopenia.

Perante uma trombocitopenia com plaquetas gigantes e
inclusdes citoplasmaticas nos neutréfilos e baséfilos, tipo
corpos de Dohle, considerou-se a hipotese diagndstica de
Anomalia de May-Hegglin.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

A observacdo das inclusdes citoplasmaticas, tipo corpos de
Dohle, na presenca de macrotrombocitopenia é o achado que
ajuda a excluir outras causas de macrotrombocitopenia
hereditaria, como a Sindrome de Bernard-Soulier, Sindrome
das plaquetas cinzentas ou doenca de von Willebrand tipo 11B,
ou macrotrombocitopenia adquirida, como a Pirpura Trom-
bocitopénica Imune ©,

¢

Figura C: Plaqueta gigante

Figura F: Neutréfilo com inclusdo basofilica



DISCUSSAO

0 caso apresentado reflete o papel determinante do laboraté-
rio de Hematologia no diagnéstico diferencial de uma
trombocitopenia. A observacdo criteriosa do esfregaco de
sangue periférico revela-se essencial para evitar diagnosticos
incorretos e tratamentos desnecessarios ou inadequados.
Numa situac¢do de trombocitopenia confirmada, é fundamen-
tal proceder a avaliacao morfolégica das plaquetas ao micros-
cOpio, com especial atencdo as suas caracteristicas citologi-
cas, como o tamanho e a presenca de granulos. A identifica-
¢do de plaquetas gigantes no esfregaco deve levantar a
suspeita de que a contagem automatica possa estar subesti-
mada, uma vez que estas podem ser confundidas com eritré-
citos e, por isso, excluidas da contagem plaquetaria. Nestes
casos, recomenda-se a utilizacdo de métodos complementa-
res mais fidveis, como a contagem éptica fluorescente ® ou a
contagem manual estimada em esfregaco de sangue periféri-
co.

Os autores salientam a importancia de, perante uma trombo-
citopenia e a presenca de plaquetas gigantes, ser ponderada
a hipotese de estarmos perante o diagnadstico de Anomalia de
May-Hegglin ou outra alteracdo genética do MYH9. Nesses
casos, a pesquisa cuidadosa de inclusdes citoplasmaticas
basofilicas nos neutréfilos — tipo corpos de Dohle — pode
ser determinante para a orientacdo diagnoéstica.

REFERENCIAS

1. Shinji Kunishima. May Hegglin anomaly-from genome research to clinical

Jaboratory. Rinsho Byori. 2003 Sep;51(9):898-904.

N

. S Kunishima , T Matsushita, T Kojima, N Amemiya, Y M Choi, N Hosaka, M

PONTOS A DESTACAR

« A contagem automatica de plaquetas pode ser subestimada
na presenca de plaquetas gigantes, sendo recomendada a
confirmag¢do por métodos complementares, nomeadamente
a contagem manual estimada.

« A presenca de trombocitopenia associada a plaquetas gigan-
tes e inclusoes citoplasmaticas basofilicas nos granuldcitos,
do tipo corpos de Dohle é fortemente sugestiva da anomalia
de May-Hegglin.

* 0 diagnéstico definitivo é estabelecido através da identifica-
¢do da mutagdo no gene MYH9.

« A anomalia de May-Hegglin caracteriza-se por um curso
clinico geralmente benigno, sendo habitualmente suficiente
uma abordagem conservadora. O reconhecimento correto da
anomalia é fundamental para evitar terapéuticas desnecessa-
rias ou potencialmente prejudiciais.

4. Steven M. Ruhoy, Amanda Yates MLS. Macrothrombocytopenia With Déhle

Body--Like Granufocyte Inclusions: A Case Report of May-Hegglin Anomaly in a

33-Year-0ld White Woman with an Update on the Molecular Findings of
MYH9-Related Disease. Laboratory Medicine 47:3:246-250.
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SUMARIO

Reportamos um caso clinico de uma mulher de 40 anos, gravida de 35 semanas, que, sem histoéria clinica de hemorragias
espontaneas ou durante trabalhos de parto anteriores, apresentou um prolongamento do tempo de tromboplastina
parcial ativada (aPTT) em andlises de rotina no terceiro trimestre. Através do teste de mistura, foi possivel verificar a correc-
¢ao do aPTT, indicando um défice de um factor de coagulacdo. Subsequentemente, o doseamento dos fatores de coagula-
¢ao revelou um défice de factor XI, confirmando o diagnéstico de Hemofilia C.

ABSTRACT

We report a clinical case of a 40-year-old woman, 35 weeks pregnant, without a clinical history of spontaneous bleeding or
bleeding during previous labours, who presented a prolonged activated partial thromboplastin time (@aPTT) in routine tests
during the third trimester. Through the mixing test, it was possible to verify the correction of the aPTT, which indicated a
deficiency of a coagulation factor. Subsequently, the coagulation factor tests revealed a factor Xl deficiency, confirming the
diagnosis of haemophilia C.
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INTRODUCAO

A Hemofilia C é uma doenca genética rara causada pelo défice
da proteina de coagulacao fator XI.

Esta doenca afeta 1 em cada 100.000 pessoas, mas é mais
frequente em judeus Ashkenazi e descedentes (prevaléncia de
8% nesta comunidade). Esta baixa prevaléncia explica-se pelo
seu padrao de transmissao genético autossémico recessivo. A
Hemofilia C pode ser causada por uma diversidade de muta-
¢cdes genéticas, o que justifica a grande variabilidade no
quadro clinico. Ao contrario das classicas Hemofilias A e B, a
Hemofilia C afeta de igual forma homens e mulheres, uma
vez que o gene mutado esta localizado no cromossoma 4.

A gravidade dos sintomas desta doenca ndo se correlaciona
diretamente com o nivel do fator XI, o que dificulta a previsao
da gravidade e frequéncia dos episddios hemorragicos.

Os episodios hemorragicos podem ocorrer apds trauma fisico
nomeadamente apo6s cirurgias que envolvem a mucosa oral,
nariz ou trato urinario, mas raramente de forma espontanea.
A extracdo dentdria, amigdalectomia e histerectomia ou
prostatectomia s3o exemplos de cirurgias que acarretam
maior risco hemorragico, podendo ser neste contexto a
primeira manifestacdo da doenca. Estes doentes tém uma
grande tendéncia para ter epistaxis e hematomas, mas,
raramente, para desenvolverem hemartroses ou hemorragia
intracraniana espontanea.

CASO

Doente do sexo feminino, 40 anos de idade, gravida de 35
semanas, sem histéria clinica de hemorragias espontaneas
e/ou durante o trabalho de parto anterior, faz analises de
rotina no 3° trimestre, nas quais se destacou um prolonga-
mento do aPTT (63,5 seg). Neste contexto, a médica assistente
contacta o Laboratério de Patologia Clinica no sentido de
compreender este resultado. Fez-se, imediatamente, um teste
de mistura obtendo-se uma correcdo do aPTT (25,3 seg),
resultado compativel com diagnéstico de um défice de factor
de coagulacdo. Nesta fase, o médico patologista clinico
informa a médica assistente do resultado e da inicio a um
doseamento sequencial dos factores de coagulacdo da via
intrinseca, acabando por detectar um défice de fator XI
(9,5%). Perante o diagndstico a médica assistente opta pela
inducdo do trabalho de parto com apoio do servico de
imunohemoterapia. E efetuado um despiste de défice do
fator XI ao recém-nascido que ndo se confirmou [FXI=31%
(valores de referéncia: 10-66%)].

DISCUSSAO

0s doentes com Hemofilia C sdo, geralmente, assintomaticos;
as manifestacdes hemorragicas ocorrem apoés traumatismo. A
histéria clinica e familiar de episédios hemorragicos é muito
importante para o diagnéstico. E, também, crucial a realiza-
cdo de testes de screening de coagulacdo (TP, aPTT e fibrinogé-
nio) para despiste desta e de outras patologias da coagulacdo
em contexto pré-operatério. As mulheres, principalmente
gravidas e puérperas, constituem um grupo de risco. A
maioria s6 é diagnosticada por menorragias ou hemorragia
poés-parto.

Sempre que é detetada uma alteracdo nos testes de screening
da coagulacao devem ser efetuados os testes complementares
para diagnéstico diferencial. Neste caso clinico, a doente

apresentava um prolongamento isolado do aPTT. Este prolon-
gamento isolado do aPTT sugere um défice de factor da via
intrinseca ou a presenca de um inibidor. O diagnéstico
diferencial assenta na realizacdo de um teste de mistura que
consiste na determinacdo do aPTT apés mistura do plasma do
doente com uma pool de plasmas normais. A correcio do
aPTT ap6s a mistura sugere o diagndstico de défice de fator
(ao adicionarmos um plasma normal ao plasma do doente
corrigimos o défice do(s) fator(es)). A ndo correcao do aPTT
ap6s a mistura sugere a presenca de um inibidor. No caso
reportado, como houve correcao do aPTT efetuou-se o dosea-
mento sequencial dos fatores de coagulacdo da via intrinseca
(por se tratar de um prolongamento isolado do aPTT), por
ordem de frequéncia da prevaléncia dos défices.

A Hemofilia C ou défice de fator XI é uma doenca rara, mas
que necessita de um diagnéstico precoce para que as hemor-
ragias resultantes de cirurgias ou traumatismos sejam preve-
nidas ndao colocando em risco a vida do doente. O seu
diagnéstico é dificil porque, na maioria dos casos, os doentes
nao sangram espontaneamente, mas é imprescindivel antes
de intervencoes cirdrgicas. A gravidade da doenca nao se
correlaciona com os niveis de fator XI. O tratamento ou
prevencdo dos episédios hemorragicos pode ser efectuado
com concentrados de fator XI, plasma fresco congelado,
agentes antifibrinoliticos ou desmopressina, consoante o tipo
de intervencao.

PONTOS A DESTACAR

» A Hemofilia C (défice de fator XI) é uma coagulopatia rara,
muitas vezes assintomatica, cuja gravidade clinica ndo se
correlaciona com os niveis plasmaticos do fator XI.

«Pode ser diagnosticada incidentalmente em exames de
rotina, como aconteceu neste caso com um prolongamento
isolado do aPTT numa gravida sem antecedentes hemorragi-
Cos.

« O teste de mistura é essencial no diagnéstico diferencial de
um aPTT prolongado, permitindo distinguir entre défice de
fator e presenca de inibidor.

« Nas mulheres, especialmente durante gravidez ou parto, é
fundamental suspeitar e investigar alteracdes da coagulacao,
dado o risco acrescido de hemorragias obstétricas.

«» 0 diagnostico precoce permite planear medidas preventivas
e terapéuticas adequadas antes de intervengoes ciriirgicas ou
parto, reduzindo o risco de complicacdes graves.

REFERENCIAS
http://Itd.aruplab.com/Tests/Pub/0030110.

https://ghr.nIm.nih.gov/condition/factor-xi-deficiency.
https://rarediseases.org/rare-diseases/factor-xi-deficiency/.

https://www.hemophilia.org/Bleeding-Disorders/Types-of-Blee-
ding-Disorders/Other-Factor-Deficiencies/Factor-XI.

https://www.hemophilia.ca/factor-xi-deficiency-hemophilia-c/.
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SUMARIO

As paraproteinémias interferem com os doseamentos de metabolitos no soro produzindo resultados laboratoriais espirios.
Estes eventos podem resultar de uma interferéncia analitica ou pré-analitica pela presenca de paraproteinas monoclonais em
elevadas concentracdes. Existem varios exemplos descritos na literatura de interferéncias em analitos tao comuns como glicose,
bilirrubina, gama-glutamiltransferase, ureia, natrémia, fosforémia, proteina C reactiva e ferritina. Indicadores de hemélise,
lipémia ou ictericia (indices HIL) sdo ferramentas comuns na pratica actual como alarmes para deteccao de interferéncias nas
amostras processadas pelos grandes autoanalisadores de quimioluminescéncia.O verdadeiro desafio é identificar mecanismos
que possam detectar e evitar resultados erréneos, ou testes desnecessarios. E determinante reconhecer os fenémenos que
produzem um diagnéstico inesperado.

Os autores apresentam dois casos em que o doseamento do dcido urico , revelou resultados alterados e inesperados causados
pela presenca de uma paraproteinémia. A investigacdo laboratorial exaustiva destes resultados permitiu a identificacdo de
uma gamapatia monoclonal occulta em ambos os doentes.

ABSTRACT

Paraproteinaemias interfere with serum metabolite assays, producing spurious laboratory results. These events can be caused
by analytical or pre-analytical interference due to the presence of monoclonal paraproteins in high concentrations. There are
several examples described in the literature of interference in analytes as common as glucose, bilirubin, gamma-glutamyltrans-
ferase, urea, sodium, phosphorus, C-reactive protein, and ferritin. Indicators of haemolysis, icterus or lipaemia (HIL index) are
common tools in current practice to detect interference in samples processed by large chemiluminescence autoanalysers. The
real challenge is to identify mechanisms that can detect and avoid erroneous results or unnecessary tests. It is crucial to recog-
nise the phenomena that produce an unexpected diagnosis.

The authors present two cases in which uric acid measurement revealed altered and unexpected results caused by the presence
of paraproteinaemia. Exhaustive laboratory investigation of these results led to the identification of occult monoclonal gammo-
pathy in both patients.
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INTRODUCAO

Existem varios mecanismos de interferéncia descritos na
literatura ®4. Apesar dos analisadores actuais detectarem
alteracdes na absorcao durante o curso de uma reaccao, e
assim a formacdo de turvacdo devido a proteinas M, nao
existem mecanismos validados para analisar amostras em
laboratérios de alta produtividade. A interferéncia de
paraproteinas é relativamente comum na pratica laboratorial
e a presenca de resultados laboratoriais esptrios inexplica-
veis deveria levar a pesquisa de uma paraproteina subjacen-
te. Por outro lado, é espectavel que doentes com diagndstico
de mieloma miiltiplo possam ter resultados anémalos pela
presenca de paraproteinas em elevadas concentracoes.

CASO N°1

Um homem de 79 anos foi observado pelo seu médico de
familia por tonturas, cefaleias e fadiga. Nao foi referida
historia prévia de cancro ou gota e o doente ndo tomava
qualquer tipo de medicacdo, para além de uma estatina por
elevacdo do colesterol.

Os resultados laboratoriais revelaram uma elevacao extrema
da uricémia (16,3 mg/dl), fora do contexto clinico com uma
discreta anemia normocitica e normocrémica (12,5 g/dl).
Apds varios testes de confirmacdo, com varios doseamentos
do acido drico sérico (Tabela 1), depardmo-nos com a possibi-
lidade de uma interferéncia analitica para este metabolito.
Realizamos uma eletroforese capilar das proteinas plasmati-
cas e encontramos um pico na regido das gamaglobulinas
com um componente M de 36,1 g/dl. Por eletroforese capilar
com imunosubtraccdo, foi identificada uma gamapatia
monoclonal do tipo IgM lambda.

A gamapatia oculta com sindrome de hiperviscosidade foi a
verdadeira causa para os doseamentos alterados da uricémia
e explica a sintomatologia do doente com tonturas e
cefaleias.

Nao foi identificada nenhuma interferéncia analitica noutros
parametros.

0 doente foi encaminhado para a consulta de hematologia,
para futuras investigacoes.

CASO N°2

Um homem de 75 anos foi examinado pelo seu médico de
familia, num exame anual de rotina.

0 doseamento da uricémia revelou varios erros e incapacida-
de de doseamento no autoanalisador de rotina (ADVIA®

Chemistry XPT, Siemens). Apés duas etapas confirmatérias
noutros autoanalisadores com outras metodologias (Dimen-
sion® EXL, Siemens), obtivemos doseamentos normais deste
metabolito (3,4/3,8 mg/dl) (Tabela 1). Foi mais uma vez
considerada a possibilidade de uma interferéncia analitica
neste parametro. Foi feita uma eletroforese capilar de protei-
nas plasmaticas, que revelou um pico na regido das gamaglo-
bulinas, com um componente M de 30 g/dl, identificado por
eletroforese capilar com imunoabsor¢ao, como sendo uma
gamapatia monoclonal do tipo de IgG kappa.

Esses achados foram comunicados e discutidos com o médico
de familia, e o doente foi encaminhado para a consulta de
hematologia, para futuras investigacdes.

RESULTADO

Ambos os doentes foram encaminhados para a consulta de
hematologia, para futuras investigacdes.

DISCUSSAO

A gamapatia monoclonal é caracterizada pela presenca de
uma imunoglobulina monoclonal ou paraproteina no soro ou
na urina e ocorre no mieloma miiltiplo, macroglobulinémia
de Waldenstrom, plasmocitoma, amiloidose e gamapatia
monoclonal de significado indeterminado (MGUS) .

As paraproteinas resultam da proliferacdo de um tGnico clone
de plasmécitos e sao geralmente detectadas pelo apareci-
mento de uma Gnica banda bem definida na eletroforese das
proteinas séricas. A paraproteina mais comum é a IgG (aproxi-
madamente 70%), sendo a IgM e a IgA menos comuns (aproxi-
madamente 17% e 11%, respectivamente) @,

A presenca de uma grande quantidade de proteina monoclo-
nal no soro pode levar a uma série de resultados laboratoriais
incomuns. Um dos mecanismos pode ser considerado pré-
analitico, relacionado com a interacao da paraproteina com
uma gama de analitos, incluindo catides, anides, enzimas,
hormonas ou lipidos. O outro é a interferéncia analitica
resultante da precipitacio ou aumento da viscosidade,
interferindo com as leituras opticas.

Existem varios exemplos, relatados na literatura, da interfe-
réncia da gamapatia em analitos como glicose, bilirrubina,
gama-glutamiltransferase, ureia, natrémia, fosforémia,
proteina C reactiva, HDL e ferritina ®. Adicionalmente, as
interferéncias causadas por paraproteinas sao relativamente

TABELA 1. RESUMO DE INVESTIGACAO LABORATORIAL E RESPECTIVAS METODOLOGIAS

ANALISADOR METODOLOGIA
ADVIA®
Chemistry XPT, Reaccdo enzimatica
Siemens Uricase Fossati

Doseamentos de Ac. tirico
Doente 1 Doente 2

< Conc. Range, less
than 0: no result

< Conc. Range, less
than 0: no result

Dimension® EXL, Reaccdo enzimatica

Siemens modificada de Uricase
Kalckar
Arquitect® Reaccdo enzimatica
Abbot modificada de Uricase

Trivedi e Kabasakalian

16,3 mg/dl 3.8 mg/dI
15,3 mg/dl 3,4 mg/dl
8,8 mg/d| -

15



comuns e parecem ser dependentes da metodologia utilizada
e da sua concentracdo sérica. Song, Yang e cols ® acompanha-
ram alguns doentes, verificando que como as concentracoes
de paraproteinas tendem a normalizar ap6s o tratamento, as
interferéncias também desaparecem. A progressao da doenca
e o aumento das concentracdes de proteina monoclonal
causam o aumento das interferéncias.

Os resultados laboratoriais inesperados, como nos casos
agora apresentados, podem ser confusos ou enganadores.
Podem desencadear exames laboratoriais adicionais, outros
testes de diagnéstico ou até mesmo um plano de tratamento
incorreto.

REFERENCIAS

iy

. King IR, Florkowski C. How paraproteins can affect laboratory assays: spurious
results and biological effects, Pathology 2010; 42:5, 397-401.

2. Kyle RA, Therneau TM, Rajkumar SV, et al. Prevalence of monoclonal
gammopathy of undetermined significance. N Engl | Med 2006; 354: 1362-9.

. Bakker AJ, Miicke M. Gammopathy interference in clinical chemistry assays:
mechanisms, detection and prevention Clin Chem Lab Med 2007;45:1240-3.
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PONTOS A DESTACAR

* As paraproteinas sao causas comuns de resultados laborato-
riais inesperados.

* Os laboratérios devem identificar rapidamente os resulta-
dos destes parametros e garantir que os clinicos estdo cientes
do potencial das interferéncias analiticas nos testes laborato-
riais.

* Por outro lado, é de suma importancia reconhecer que a
investigacdo laboratorial cuidada destes resultados pode
passar por técnicas laboriosas como a eletroforese capilar, a
eletroforese por imunoabsorcao ou a imunofixacdo em gel de
agarose, revelando um diagndstico inesperado.

4. Song et al. Interference in a Conjugated Bilirubin Assay. Arch Patho/ Lab Med.
2014; 138:950-954; doi: 10.5858/ arpa.2013-0042-0A.

5. Yang et al.Paraprotein Interferences With Automated Methods. Arch Patho! Lab
Med—Vol 132, February 2008.
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SUMARIO

Os recentes avancos tecnoldgicos permitiram melhorias significativas na precisao dos testes laboratoriais utilizados para os
doseamentos séricos das hormonas da funcdo tiroideia.

Perante a discordancias entre os resultados de TSH, T4 e T3 livres, na auséncia de sinais clinicos ou sintomas de hipotiroidismo,
deve ser considerada a presenca de uma interferéncia analitica. Os anticorpos heteréfilos ou a presenca de uma forma de
macro-TSH resultante de um complexo imune Ig G ligado a autoanticorpos anti-TSH, podem induzir uma interpretacao clinica
errénea dos resultados. Durante a gravidez, a tiroide esta sob uma consideravel demanda, exigindo altera¢des fisioldgicas
maternas significativas, particularmente importantes se ha antecedentes de doenca tiroideia. A presenca de autoanticorpos
anti-tiroideus deve ser excluida nestes casos, uma vez que as Ig G passam a barreira feto-placentar induzindo hipotiroidismo
no feto. Realizimos uma revisao de literatura e encontramos uma pequena casuistica documentada nos Gltimos 10 anos. A
prevaléncia de TSH elevada devido a presenca de macro-TSH foi de 0,6%. Usamos como método de separacdo do monémero
TSH do imunocomplexo, o teste de precipitacao com polietilenoglicol (PEG). Relatamos o caso de uma gestante de 33 anos que
na avaliacdo laboratorial do segundo trimestre revelou um ligeiro aumento da TSH,5.850 mUl / L, medido por um imunoensaio
de quimiluminescéncia de 4° geracao (Advia Centaur XP™, Siemens), com fraccoes livres de T4 e T3 normais, sem sinais ou
sintomas de hipotiroidismo. Apds o método de precipitacdo com PEG, a taxa de recuperacdo foi de 56%, o que sugere a presen-
ca de uma interferéncia analitica no doseamento de TSH pela presenca de imunocomplexos.

ABSTRACT

Recent technological advances have led to significant improvements in the accuracy of laboratory tests used for serum thyroid
hormone assays.

The presence of analytical interference should be considered in case of discrepancies between TSH, free T4 and free T3 results
in the absence of clinical signs or symptoms of hypothyroidism. Heterophile antibodies or the presence of a macro-TSH form
resulting from an 1gG immune complex bound to anti-TSH autoantibodies can lead to an erroneous clinical interpretation of
the results. During pregnancy, the thyroid gland is under considerable demand, requiring significant maternal physiological
adaptations, which are particularly important in case of thyroid disease history. The presence of anti-thyroid autoantibodies
should be excluded in these cases, as Ig G crosses the foeto-placental barrier, inducing hypothyroidism in the foetus. We
conducted a literature review and found a small number of cases documented in the last 10 years. The prevalence of elevated
TSH due to the presence of macro-TSH was 0.6%. We used the polyethylene glycol (PEG) precipitation test as a method for
separating the TSH monomer from the immunocomplex. We report the case of a 33-year-old pregnant woman who, in the
second trimester laboratory evaluation, revealed a slight increase in TSH, 5,850 mIU/L, measured by a 4th generation chemilu-
minescence immunoassay (Advia Centaur XP™, Siemens), with normal free T4 and T3 fractions, without signs or symptoms of
hypothyroidism. After the PEG precipitation method, the recovery rate was 56%, suggesting the presence of analytical interfe-
rence in TSH measurement due to the presence of immune complexes.

17



INTRODUCAO

Nas tltimas quatro décadas, os avancos tecnolégicos permiti-
ram um aumento na sensibilidade e na especificidade dos
testes laboratoriais utilizados para os doseamentos séricos
das hormonas da funcao tiroideia.

A utilizacdo dos ensaios de terceira e quarta geracoes para a
hormona estimulante da tiréide, TSH ou tirotropina, bem
como a estabelecida relacdo log-linear com a tiroxina livre
(T4), estabeleceram a TSH como o marcador mais sensivel
para testar a funcao tiroideia. A discordancia entre os resulta-
dos de TSH e das fraccdes livres T4 e T3, sem sintomas ou
sinais clinicos de hipotiroidismo devem fazer o laboratério
suspeitar de uma interferéncia analitica. A presenca de
anticorpos heteréfilos ou de anticorpos anti-TSH, formam
imunocomplexos macromoleculares, resultando numa forma
de macro-TSH, sem actividade bioldgica, mas que produz
doseamentos alterados de TSH 279, Este complexos analito-
-anticorpo sdo uma causa bem conhecida de ma interpreta-
cdo clinica de resultados laboratoriais. Este fenémeno é
igualmente referido como causa de macroprolactinemia ® ou
até de interferéncia nos doseamentos séricos de enzimas
como a creatinina quinase (CK) ou amilase, exigindo um
elevado grau de suspeicdo na identificacdo destes achados
laboratoriais.

Este fenémeno é especialmente importante durante a
gravidez, uma vez que os imunocomplexos Ig G como os de
macro-TSH ou dos anticorpos anti-tiroideus passam a barreira
feto placentar, induzindo hipotiroidismo fetal ©9,
Realizamos uma revisao de literatura dos Gltimos 10 anos e
encontramos um pequeno nimero de casos documentados. A
prevaléncia de TSH elevada por macro-TSH foi de 0,6% na
populacdo em geral @ e ndo ha dados na literatura sobre a
prevaléncia durante a gravidez.

CASO

Examinamos uma mulher de 33 anos, gravida de 20 semanas,
saudavel, sem antecedentes de doenca tiroideia, com uma
elevacao discreta de TSH,5.850 mUl / L (0,2-3.0), T3 livre e T4
livre normais 3,51 pg /mL (2,30-4,20) e 0,99 ng /dL (0,80-1,75),
respetivamente, sem sinais ou sintomas de hipotiroidismo. Os
anticorpos anti-tiroideus, anti-tiroglobulina, anti-peroxidase
e anti-receptores da TSH (TRAB’s), eram negativos. Apés o
teste de precipitagdo com PEG, a concentracdo de TSH foi
novamente doseada e a presenca de macro-TSH na concentra-
¢do total de TSH foi calculada. A taxa de recuperagdo foi de
56%, com um valor corrigido de TSH para 2,100 mUI/L, o que
sugere a presenca do mondmero de TSH e da interferéncia
analitica no doseamento de TSH pela presenca de imunocom-
plexos.

INVESTIGACAO

Utilizimos o imunoensaio de quimiluminescéncia TSH de
quarta geracdo, no autoanalisador Advia Centaur XP™,
Siemens, para o doseamento da TSH, tiroxina livre (FT4) e
triiodotironina livre (FT3).

Para os anticorpos anti-tiroideus, anti-tiroglobulina e anti-pe-
roxidase, utilizimos o ensaio imunométrico quimiolumines-
cente de dois locais, Immulite 2000™, DPC.

Os anticorpos anti-receptor de TSH (TRAb) foram analisados
por radioimunoensaio (RIA).

Como método de separacdo do imunocomplexo utilizimos o
teste de precipitacao com polietilenoglicol (PEG), o PEG 6000
(Wako Junyaku kogyo k.k.™, Téquio, Japdo).

Resumimos na Tabela 1, as investigacdes laboratoriais
realizadas.

DISCUSSAO

A interferéncia do ensaio na medicao da TSH € relativamente
comum. Alguns autores referem que em cerca de 0,5 a 5% das
amostras testadas para funcdo tiroideia, o doseamento de
TSH é analiticamente suspeito de estar alterado por uma
interferéncia analitica @. A eleva¢do espdria da TSH deve ser
considerada e investigada quando incongruentes com a
apresentacao clinica, particularmente em elevacées superio-
resa 10 mUI/L @, No entanto, pequenas alteracdes aos valores
de referéncia devem ser igualmente investigados com
métodos laboratoriais adicionais e fora da rotina habitual,
sob pena de serem feitas investigacdes clinicas e tomadas
decisoes terapéuticas desnecessarias.

0 valor de referéncia geralmente aceite para a TSH no sangue
circulante é de 0,350-5,500 mUI / L ©, A secrecdo de TSH esta
sob o controle do nivel T3 e da hormona libertadora da
tireotropina (TRH). Em algumas situacdes, a rela¢do reciproca
entre a TSH sérica e as concentracdes das fraccdes livres é
interrompida. A interferéncia no ensaio, como a presenca de
anticorpos anti-TSH, é uma dessas situagoes 78919,

A doenca da tiréide na gravidez é uma entidade clinica
comum (13567919 20% das gestantes apresentam anticorpos
anti-tiroideus positivos, 2 a 3% tém hipotiroidismo nao
diagnosticado e 0,3 a 0,5%, hipertiroidismo ©.

A interpretacdo dos valores de TSH na gravidez deve ser feita
de acordo com os valores ajustados a idade gestacional,
conforme sugerido por Stagnaro-Green et al ©, e referidos
como evidéncia Ill b na Norma da Direccdo Geral da Satide
em 2011: no 1° trimestre: 0,1 — 2,5 mU/L; no 2° trimestre: 0,2
—3,0 mU/L e no 3° trimestre: 0,3 — 3,0 mU/L ©.

A presenca de macro-TSH parece afetar a maioria dos ensaios
de TSH disponiveis comercialmente. As causas de interferén-
cia analitica referidas na literatura incluem a presenca na

TABELA 1. Resumo dos resultados

Investigacoes laboratoriais

1. Sem tratamento

TSH, Advia™ Centaur-Siemens
F T3, Advia™ Centaur-Siemens
F T4, Advia™ Centaur-Siemens

2. Precipitacao com PEG e reanalise do sobrenadante

TSH, Advia™ Centaur-Siemens
% de recuperacgao TSH 56%
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Resultados

5.850 mUI/L (0,2-3.0)
3,51 pg/mL (2,30-4,20)
0,99 ng/ dL (0,80-1,75)

2,10 mUI/L (0,2-3.0)

Conclusoes

Elevagdo da TSH com eutiroidismo
clinico e laboratorial.
Sugestivo de interferéncia analitica

Interferéncia analitica por
macromoléculas



amostra de anticorpos heteréfilos, anticorpos humanos
anti-rato ou anti-coelho e a presenca de fator reumatoide
positivo #782.19 0 mecanismo comum para a interferéncia
positiva neste ensaio € a reticulacdo dos anticorpos de captu-
ra e de sinal do imunoensaio em sanduiche, gerando
falsamente o sinal de deteccdo com aumento do resultado da
TSH @8, Paralelamente, por ser uma macromolécula ,a
depuracdo renal da macro-TSH é marcadamente reduzida,
com aumento da sua concentracdo sérica e elevacao do
doseamento de TSH. A atividade bioldgica atribuida a presen-
ca de macro-TSH é reduzida @789 pelo que os pacientes
permanecem clinica e laboratorialmente, eutiroideus.

Todos os laboratdrios de diagnéstico clinico devem realizar
testes de investigacdo adicionais, acompanhando resultados
alterados de TSH, inconsistentes com o estado clinico do
paciente e / ou com valores de tiroxina livre normais. Esta
questdo é particularmente importante na monitorizacdo
laboratorial da gravida com doenca tiroideia e no screening
neonatal, mas devera ser aplicada a qualquer situacdo.

Um dos métodos de eleicdo é o teste de precipitacdo com
polietilenoglicol (PEG) %7899, O PEG actua como substancia
quelante, adsorvendo os eventuais anticorpos heteréfilos e
outras imunoglobulinas presentes nestas amostras, permitin-
do discriminar as substancias de interferéncia de verdadeiros
casos de TSH elevada.

No nosso laboratério, realizamos o teste de precipitacdo com
PEG, de acordo com o procedimento descrito por Sakai et al ©,
dissolvendo 2,5 g de PEG 6000 (Wako Junyaku kogyo K.k.,
Téquio, Japao) em 10 mL de dgua destilada. Volumes iguais
de uma solucado de 25% de PEG e soro do paciente sdo mistu-
rados e centrifugados a 3000 g por 5min. O sobrenadante é
separado e o nivel de TSH é doseado pelo Advia Centaur XP ™,
Siemens. A taxa de recuperacdo do TSH é calculada pela
seguinte formula ©:

Taxa de recuperacdo de TSH (%) = 2 x TSH (ap6s absorcdo) /
TSH (antes da absorcao) x100.

REFERENCIAS

Ainterpretacdo dos resultados é feita de acordo com o seguin-
te algoritmo ©:

Taxa recuperacaoTSH

(%)
[ | ]
< 40% 40 - 60% >60%
Presenca de Sugestivo de
proteinas de presenca de Auséncia de
elevado peso proteinas de moléculas
molecular, p.e. elevado peso interferentes

imunoglobulinas molecular

Neste caso, a taxa de recuperacao foi de 56%, com um valor
corrigido de TSH para 2,100 mUI/L, normal para a idade
gestacional, o que sugere a presenca do monémero de TSH e
da interferéncia analitica no doseamento de TSH pela presen-
¢a de imunocomplexos. O reconhecimento precoce desta
interferéncia no ensaio da TSH pode evitar erros de diagndsti-
co e investigacdo e / ou tratamentos desnecessarios.

PONTOS A DESTACAR

« A macro-TSH é uma interferéncia analitica sub-diagnostica-
da.

* As técnicas laboratoriais descritas podem diagnosticar esta
entidade rara, causa de elevacao isolada do TSH em individu-
os clinicamente eutiroideus.

* A doenca da tiréide na gravidez é uma entidade clinica
comum e as pacientes com macro-TSH devem ser acompa-
nhadas, especialmente aquelas com anticorpos anti-tiroideus
positivos.

« Um didlogo préximo entre o clinico e o laboratério é deter-
minante na abordagem desses casos, permitindo a deteccao
de casos de macro-TSH, prevenindo o inicio de terapia de
substituicdo hormonal para um eventual caso de hipotiroidis-
mo subclinico.
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SUMARIO

A miiase humana é mais prevalente em regides rurais ', devido a maior exposicao a animais hospedeiros e condi¢des sanita-
rias propicias ao ciclo de vida dos dipteros causadores. No entanto também estdo descritos casos em dreas urbanas 7#. As larvas
podem invadir ou infestar diferentes tecidos humanos, sendo classificadas como oftalmomiiase ou miiase ocular quando
invadem o olho ou a regido ocular, podendo causar lesdes significativas 2,

Os autores relatam o caso de um homem de 26 anos, de férias no sul de Portugal (Algarve), que, durante uma caminhada numa
zona rural, “sentiu algo bater no olho”, seguido por uma sensacdo de corpo estranho e dificuldade em abrir o olho. No servico
de urgéncia hospitalar, foram observadas doze larvas, associadas a uma leve inflamacao da conjuntiva. Uma das larvas foi
identificada morfologicamente como pertencente a espécie Oestrus ovis (familia Oestridae) e classificada como oftalmomiiase
externa ®4. Foi tentada a confirmacao molecular da amostra da larva de inseto por amplificacido do DNA mitocondrial da
subunidade | do Citocromo Oxidase (COI), utilizando os primers LCO1490 e HC02198 . No entanto, ndo teve sucesso, muito
provavelmente devido a qualidade e a pequena quantidade de material que chegou ao laboratério.

0 diagnéstico precoce permitiu uma rapida intervencao com a remocao das larvas para evitar lesdes residuais, com menos
complicacdes e destruicao das estruturas oculares. Até onde sabemos, este é o primeiro caso descrito de miiase ocular em
Portugal, causado pela espécie Oestrus ovis. O caso serve de alerta para o diagnéstico dessas infestacdoes em paises do sul da
Europa, especialmente em areas rurais ¥, bem como para a importancia do diagnéstico precoce.

ABSTRACT

Human myiasis is more prevalent in rural areas ©'" due to the increased exposure to host animals and sanitary conditions
favourable to the life cycle of the causative diptera. However, cases have also been reported in urban areas 7®. The larvae can
invade or infest different human tissues and the condition is classified as ophthalmomyiasis or ocular myiasis when they invade
the eye or ocular region, causing significant damage #612,

The authors report the case of a 26-year-old man, on holidays in southern Portugal (Algarve) who, while walking in a rural area,
‘felt something hitting his eye’, followed by a foreign body sensation and difficulty in opening his eye. In the hospital emergency
department, twelve larvae were observed, associated with mild inflammation of the conjunctiva. One of the larvae was
morphologically identified as belonging to the species Oestrus ovis (Oestridae family) and classified as external ophthalmomyia-
sis @4, Molecular confirmation of the insect larva sample was attempted by amplifying the mitochondrial DNA of cytochrome
oxidase subunit | (COI) using LCO1490 and HCO2198 primers . However, the attempt was unsuccessful, most likely due to the
quality and small quantity of material received by the laboratory.

Early diagnosis allowed for rapid intervention with removal of the larvae to prevent residual lesions, reducing complications
and destruction of ocular structures. To our knowledge, this is the first reported case of ocular myiasis in Portugal caused by
Oestrus ovis. The case serves as a warning for the diagnosis of these infestations in southern European countries, especially in
rural areas "%, as well as for the importance of early diagnosis.
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INTRODUCAO

Miiases sdo parasitoses dos tecidos de vertebrados causadas
por larvas de ectoparasitas dipteros (ordem Diptera) @. Diver-
sas espécies de moscas causam mifase traumdtica ou de
feridas, incluindo moscas das familias Calliphoridae, Musci-
dae, Oestridae, Phoridae e Sarcophagidae. A ocorréncia e
prevaléncia da miiase estdo associadas a fatores ambientais,
nomeadamente a abundancia e distribuicdo da populacao de
moscas e a suscetibilidade dos hospedeiros vertebrados.

A mifase humana ocorre geralmente em areas rurais, onde as
pessoas vivem em contato direto com animais, mas também
pode ocorrer em dreas urbanas. As larvas das espécies acima
mencionadas afetam diferentes tecidos humanos. A oftalmo-
mifase ou miiase ocular representa menos de 5% de todos os
casos de mifase. Esta patologia pode ser dividida em formas
externas (99,62% dos casos descritos nos paises mediterrani-
cos) e internas (cerca de 0,38%).

A oftalmiiase € tipicamente observada em agricultores, pasto-
res e viajantes em areas rurais. Oestrus ovis € a causa mais
comum de oftalmiiase externa.

Dado que esta condicdo é muito incomum em Portugal, os
médicos podem nao considerar este diagnéstico.

No caso descrito, a identificacdo das larvas sé foi possivel com
base nos dados clinico-epidemioldgicos e na morfologia do
esqueleto cefalofaringeo da larva L1.

CASO

Homem de 26 anos, residente nos EUA e de férias no sul de
Portugal (Algarve), sofreu um trauma sibito no olho direito
durante uma caminhada numa zona rural, seguido de sensa-
cdo de corpo estranho e dificuldade em abrir o olho. No
mesmo dia, o paciente dirigiu-se ao servico de urgéncia do
hospital de Lagos com quadro de dor ocular.

0 exame fisico revelou a presenca de doze larvas vivas na
cornea, juntamente com uma leve inflamacao da conjuntiva.
As larvas foram removidas com a ajuda de uma zaragatoa e
colocadas em tubo estéril e seco para analise microbioldgica.
0 olho foi lavado e aplicado antibiético tépico. Apos 24 horas
com o olho protegido, o paciente foi referenciado a consulta
de oftalmologia onde foi confirmado que todas as larvas
haviam sido removidas. Nao houve evidéncia de lesdo tecidu-
lar, e o paciente teve alta medicado com antibiético e
corticoide topicos.

A identificacdo molecular da larva foi tentada por meio da
subunidade | do citocromo oxidase (COl). Foi realizada a
amplificacdo por biologia molecular (PCR) do DNA mitocon-
drial utilizando os primers LCO1490 e HC02198. A amostra de
larva recebida no laboratério foi homogeneizada com 200 pl
de tampao de lise utilizando um Mixer Mill MM400® (Retsch
GmbH, Haan, Alemanha) com uma esfera de aco de 3 mm. Os
acidos nucleicos foram extraidos do homogeneizado obtido
(NUCLISENS® easyMAG, Biomérieux). A extracdo total dos
acidos nucleicos foi feita na plataforma automatizada NUCLI-
SENS® easyMAG (Biomérieux) e eluida em 60 ul de solucdo
tampado.

Para a amplificacdo por PCR, foram utilizados 10 ul de DNA e
10 pmol de cada primer, adicionados ao reagente FastStart
PCR master, com volume final de reagdo de 25 ul (Roche,
Basileia, Suica). As condicdes de PCR foram as seguintes:
desnaturacdo a 95 °C por 3 minutos, 40 ciclos de 94 °C por
20's, 50 °C por 20 s e 72 °C por 30 s, com uma extensao final a
72 °C por 5 minutos.

Como a amplificacdo resultou numa banda fraca (observada
por eletroforese em gel de agarose a 1,5% - TAE 1x), foi realiza-
da uma segunda rodada de amplificacao com o mesmo proto-
colo de PCR. Os amplicons obtidos foram purificados com o
kit JETquick PCR Product Purification Spin (GENOMED GmbH,
Lohne, Alemanha) e sequenciados com o analisador genético
ABI Prism 3130® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

A identificacdo molecular ndo foi possivel devido a baixa
concentracdo de DNA obtida a partir da extracdo de uma
tnica larva. Os resultados da sequéncia ndao apresentaram
qualidade suficiente para obtencado da sequéncia do COI.

Um traco larval foi estudado sob um estereomicroscépio
utilizando chaves de identificacdo para larvas de terceiro
estadio de moscas causadoras de miiase. As placas espiracula-
res posteriores ndo estavam presentes no traco larval, pelo
que a identificacao foi baseada no esqueleto cefalofaringeo.
Ambas as estruturas sdo comumente utilizadas na identifica-
cdo morfologica.

A larva foi morfologicamente identificada como larva de
Oestrus ovis (familia Oestridae), e o diagnéstico de oftalmomii-
ase foi confirmado (Figura 1).

Figura 1

RESULTADO E SEGUIMENTO

0 doente regressou aos EUA, ndo tendo relatado consequén-
cias a longo prazo.

DISCUSSAO

A miiase humana tem uma distribuicdo mundial, com maior
nimero de espécies e maior abundancia nas regides tropicais
e subtropicais de paises com baixos niveis socioecondmicos.
Os principais fatores de risco sao a falta de higiene e a presen-
ca de lesdes supurativas (fator importante para a deposicao
de ovos). A maioria dos casos é diagnosticada de forma
acidental e o verdadeiro impacto da mifase é desconhecido
devido a subnotificacdo e a auséncia de identificacdo do
agente causador.

A mifase pode ser classificada em: miiase hematéfaga
(alimentacdo de sangue), mifase cutanea (formas de ferida,
furuncular e migratéria), mifase cavitaria (ex.: ocular, oral,
nasofaringea), miiase urogenital e intestinal. A pseudomiiase
é caracterizada pela ingestao acidental de larvas. A forma
mais frequente é a miiase cavitaria, onde a infestacdo recebe
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0 nome do 6rgdo atingido, como no caso da oftalmomitase.
A miiase ocular ocorre com mais frequéncia na primavera e
no verdo, sendo mais comumente causada por Oestrus ovis,
mas outras espécies ja foram descritas, como Gasterophilus
sp., Wohlfahrtia magnifica, Chrysomya bezziana, Cordylobia
anthropophaga e Dermatobia hominis, entre outras.

Oestrus ovis € uma espécie de mosca amplamente distribui-
da, conhecida pelo seu parasitismo, que pode ter grande
impacto na satide veterindria ®'%, com perdas significativas
na producdo animal. Afeta principalmente ovelhas, cervos e
cabras, mas pode ser encontrada de forma ocasional em
bovinos, cavalos, caes e humanos.

0 ciclo de vida de Oestrus ovis inicia-se com a postura dos
ovos, que sao fecundados e eclodem dentro do corpo da
fémea, formando larvas com cerca de 1 mm. A fémea deposi-
ta algumas larvas, numa pequena gota de muco, diretamente
na narina do animal hospedeiro. As larvas de primeiro
estadio atravessam a mucosa nasal, entram nos seios nasais e
evoluem para o segundo estadio larval. As larvas de segundo
estadio crescem até cerca de 20 mm (4/5 de polegada) de
comprimento. Quando estdao completamente desenvolvidas,
descem pelo canal nasal e caem no solo, onde se enterram
para pupacdo. O ciclo de vida depende da temperatura
ambiente — pode durar de 25 a 35 dias em clima quente,
mas até 10 meses em climas frios. A pupa leva de 3 a 9 sema-
nas para maturar, apos o que emerge a mosca adulta.

A oftalmomiiase é considerada externa “7'3 (ou superficial)
quando a infestacdo ocorre nos tecidos superficiais do olho, e
interna quando ha invasdo intraocular. Na forma externa, a
miiase conjuntival é a mais frequente. Oestrus ovis é o princi-
pal agente da oftalmomiiase externa, e a maioria dos casos é
observada em areas rurais do norte e sul com clima mais
fresco. Os sintomas sao agudos e relacionados ao movimento
e a resposta inflamatéria induzida pela larva. O niimero de
larvas observadas varia (entre 5 e 18).

A oftalmomiiase interna pode ser uma complicacao da forma
externa, com menor niimero de larvas envolvidas (geralmen-
te uma) e sintomas mais severos: olho vermelho, dor ocular,
perda de visdo e escotomas. Outras espécies de moscas asso-
ciadas a oftalmomiiase interna sdo Dermatobia hominis e
Hypoderma spp.

REFERENCIAS

. Folmer, O.; Black, M.; Hoeh, W.; Lutz, R.; Vrijenhoek, R. DNA primers for
amplification of mitochondrial cytochrome c oxidase subunit | from diverse
metazoan invertebrates. Mol. Mar. Biol. Biotechnol. 1994, 3, 294-299.

-

N

University Press; 2008. p. 289.

w

propasito de um caso clinico por Oestrus ovis Linnaeus. Revista Portuguesa de
Doengas Infecciosas, Lishoa, v. 18, n.1, p. 75-82, 1995.

4. James A. Cameron, Nader M. ShouKrey, Abdullah A. Al-Garni. Conjunctival
Ophthalmomyiasis Caused by the Sheep Nasal Botfly (Oestrus ovis). American
Journal of Ophthalmology, 112: 331 -334, 1991. 1

. André Marques, Ant6nio Rodrigues, Silvana Belo, Marta Esteves Guedes. CASE
REPORT Unusual panuveitis in a child: toxocariasis associated with ocular
myiasis.

v
—

(=2

. Suzzoni-Blatger, L. Villeneuve, B. Morassin, J. Chevallier, Un cas
d'ophtalmomyiase externe humaine a OEstrus ovis L. a Toulouse (France),
Volume 1076, Issue 10, 12/2000, Pages 975-1069.

22

7.

Service M. Medical entomology for students. 5th ed. Cambridge: Cambridge 8.

. Bizarro, ]. M. S; Nina, ). S.; Ribeiro, H.; Faustino, M. R. M. Miases: Revisdo a 9.

10.

12.

13.
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miiase ocular externa com base no contexto epidemioldgico e
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de corpo estranho e dor ocular. A visualizacao macroscépica
de doze larvas no olho afetado e posterior identificacao
morfologica da espécie Oestrus ovis em laboratério de
referéncia confirmaram o diagnéstico. A identificacdo
molecular foi tentada apés a identificacdo morfoldgica, mas a
quantidade de material bioldgico disponivel era pequena e
de baixa qualidade, inviabilizando a extra¢cdo de DNA, ampli-
ficacdo por PCR e, consequentemente, a sequenciacdo do
gene COIl.

Complica¢des como dlceras de cérnea, descolamento de
retina, celulite orbitaria e perda de visdo sdo raras e nao
ocorreram neste paciente.

0 tratamento da miiase ocular externa consiste na aplicacao
de anestésico local (que também reduz a atividade das
larvas), seguida da sua remo¢do mecdnica. Anti-histaminicos
e antibidticos topicos podem ser prescritos, se necessario.
Embora alguns casos tenham sido descritos em diversos
paises europeus, em Portugal existem apenas dois casos de
miiase previamente publicados. Este é o primeiro caso descri-
to de miiase ocular com identificacdo da espécie em Portugal,
e serve como alerta para a possibilidade destas infestacdes
em paises do sul da Europa ¥, especialmente em areas rurais.
Destaca, ainda, a importancia do diagndstico e tratamento
precoce, com remocao rdpida das larvas, de forma a evitar
lesdes residuais.

PONTOS A DESTACAR

* Este caso serve como chamada de atencdo para um diagnés-
tico pouco comum em paises do sul da Europa.

» A remocao precoce da larva é crucial para reduzir o processo
inflamatdrio e evitar lesdes oftalmicas.

* 0 diagnéstico de miiase cavitaria é desafiador, especialmen-
te para clinicos que ndo estdo familiarizados com esta
doenca.
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SUMARIO

As anomalias cromossémicas estruturais equilibradas, em particular as translocacdes reciprocas, constituem uma das causas
genéticas mais frequentemente associadas a perda gestacional recorrente. Apresentamos o caso de uma mulher de 38 anos,
com dois abortos espontaneos e histéria familiar sugestiva, nomeadamente mdltiplas perdas gestacionais na mae e na irma
portadora de uma translocacao equilibrada familiar. A presenca de translocacbes equilibradas pode originar gametas com
desequilibrios cromossémicos, resultando em infertilidade, abortos ou descendéncia com malformacoes. A identificacdo deste
tipo de alteracdo permite ndo sé estabelecer a causa das perdas reprodutivas, como também orientar adequadamente o
aconselhamento genético e considerar estratégias reprodutivas como o diagndstico genético pré-implantacdo ou o diagnéstico
pré-natal em futuras gestacoes.

ABSTRACT

Balanced structural chromosomal abnormalities, particularly reciprocal translocations, are one of the genetic causes most
frequently associated with recurrent pregnancy loss. We present the case of a 38-year-old woman with two spontaneous
abortions and a suggestive family history, namely multiple pregnancy losses in her mother and sister, who is a carrier of a
balanced familial translocation. The presence of balanced translocations can lead to gametes with chromosomal imbalances,
resulting in infertility, miscarriages or offspring with malformations. Identifying this type of disorder not only allows the cause
of reproductive losses to be established, but also enables appropriate genetic counselling and consideration of reproductive
strategies such as pre-implantation genetic diagnosis or prenatal diagnosis in future pregnancies.
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INTRODUCAO

Varios estudos sobre perturbacoes da gravidez indicam que o
aborto espontaneo é uma das complicagdes frequentes,
totalizando cerca de 10-15% das gestacdes clinicamente
reconhecidas. No entanto, o aborto recorrente, atualmente
estabelecido pela ESHRE (European Society of Human Repro-
duction and Embriology) como a ocorréncia de 2 ou mais
perdas gestacionais, ndo é tao frequente e ocorre apenas em
cerca de 1-2% das mulheres . Embora sejam conhecidos
alguns dos fatores de risco para a perda gestacional recorren-
te, tais como o Sindrome Anti Fosfolipidico, altera¢des
enddcrinas, alteracdes cromossémicas, algumas anomalias
uterinas entre outros, a grande maioria dos casos permane-
cem sem etiologia conhecida.

As alteracdes cromossomicas sdo a causa genética mais
frequente, responsavel pelas perdas gestacionais recorren-
tes @,

Em cerca de 2-8% dos casais com perdas gestacionais
recorrentes, pelo menos um deles é portador de uma anoma-
lia cromossémica, sendo as mais frequentes as anomalias
cromossoémicas estruturais equilibradas. Em casais jovens
com histéria familiar de abortos recorrentes aumenta a
probabilidade de um dos elementos do casal poder ser porta-
dor de uma alteracao cromossémica equilibrada. As anoma-
lias cromossémicas estruturais equilibradas incluem as
translocacdes reciprocas (61%), as translocacdes Robertsonia-
nas (16%), as inversdes pericéntricas (8%) e as inversdes
paracéntricas (8%) ©4.

A translocacdo reciproca, a mais frequente das alteracdes
cromossémicas estruturais, € uma anomalia que envolve pelo
menos duas quebras em dois cromossomas diferentes e a
troca entre eles dos segmentos respetivos. Essa alteracdo
pode ser equilibrada ou desequilibrada, ocorrer de novo ou
ser herdada. Geralmente, um portador de uma translocacdo
equilibrada nao apresenta anomalias fenotipicas, no entanto
tem um risco aumentado, em relacdo ao ndo portador, de
apresentar alteracdes reprodutivas tais como: infertilidade,
abortamentos de repeticdo e descendéncia com malforma-
¢Oes e/ou atraso mental.

CASO

Apresentamos o caso clinico de uma mulher de 38 anos de
idade, saudavel, a quem foi solicitado o estudo citogenético
por ter uma histéria pessoal de 2 abortos espontaneos. O
primeiro ocorreu em 2008, numa gestacdo de cerca de 10
semanas, e o segundo ocorreu em 2019, as 7 semanas de
gestacdo.

Tem um filho de 4 anos de idade, do sexo masculino, aparen-
temente, com um desenvolvimento psicomotor adequado
para a idade.

Na histéria familiar, ha a realcar, que nos antecedentes obsté-
tricos da sua progenitora, atualmente com 70 anos de idade,
existe referéncia a 4 abortos espontaneos, os quais ocorreram
sempre entre as 6 e as 8 semanas de gestacdo e, no intervalo
de outras gestacoes eficazes ©. Ha ainda a referir que a sua
irma, de 48 anos de idade, no intervalo de duas gestacdes
normais, teve tambhém ela 2 abortos espontaneos, os quais
ocorreram as 6 e 7 semanas de gestacdo respetivamente.
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METODO

A realizacdo do cariétipo a partir de sangue periférico foi
efetuada de acordo com um protocolo standard; os cromos-
somas foram corados pela técnica de G-banding; foram
analisadas 20 metafases através do sistema de cariotipagem
automatizado Cytovision (Leica) e a altera¢do identificada no
estudo citogenético realizado foi reportada de acordo com o
International System for Human Cytogenomic Nomenclature
(2020).

RESULTADO

0 estudo citogenético realizado ao casal, revelou na mulher,
a existéncia de uma translocacdo reciproca e aparentemente
equilibrada entre o braco longo de um dos cromossomas 9 e
0 braco longo de um dos cromossomas 16 com pontos de
quebra em 9q34.1 e 16q22 — (Figura 1).

Posteriormente foi realizado o estudo citogenético aos seus
pais confirmando que a translocacdo (9;16) foi herdada do
seu pai - (Figura 2). A irma do caso index que apresentava
histéria de abortos recorrentes mostrou também ser portado-
ra da mesma translocacgao familiar - (Figura 3).
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Figura 3. Cariotipo: 46,XX,1(9;16)(q34.1;922).
DISCUSSAO

A perda gestacional é sempre uma situacdo que acarreta um
forte impacto fisico e emocional para qualquer casal pelo
que, a identificacdo das suas causas é extremamente impor-
tante para um adequado acompanhamento destas familias.
Apresentdmos o caso de uma familia, portadora de uma
translocacdo reciproca e equilibrada entre o cromossoma 9 e
o cromossoma 16, com histéria de abortos recorrentes em
pelo menos 2 geracgoes.

As translocacdes cromossomicas equilibradas sdo a causa
genética mais frequente em casais que experienciam perda
gestacional recorrente.

Os portadores de translocacdes reciprocas apresentam risco
aumentado de descendéncia com alteracées cromossémicas
equilibradas, portanto iguais as dos seus progenitores, ou
desequilibradas, resultantes da presenca de monossomias
e/ou trissomias parciais dos cromossomas envolvidos.
Algumas das altera¢des desequilibradas nao serdo compati-
veis com uma gestacdo de termo, sendo tambhém previsivel
uma incidéncia aumentada de abortos espontaneos e nados
vivos com sindromes especificos resultantes de anomalias
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miltiplas congénitas e/ou com alteracbes do desenvolvimen-
to psico-motor.

Algumas das alteracoes desequilibradas ndo serdo compati-
veis com uma gestacdao de termo, sendo também previsivel
uma incidéncia aumentada de abortos espontaneos e nados
vivos com sindromes especificos resultantes de anomalias
miltiplas congénitas e/ou com alteracbes do desenvolvimen-
to psico-motor.

Identificar a presenca de alteracdes cromossémicas em casais
com abortos recorrentes permite conhecer a causa dos
mesmos, permite avaliar o risco de recorréncia em futuras
gravidezes, bem como oferecer a possibilidade de um
diagnostico pré-natal de anomalias cromossémicas nessas
mesmas gestacoes.

Neste contexto, sempre que seja diagnosticada uma alteracao
cromossémica num dos elementos do casal, estard indicada
uma consulta de Aconselhamento Genético, com indicacdo da
realizacdo de Diagnéstico Pré-Natal e, em casos particulares,
proposto o recurso ao Diagndstico Genético Pré-Implantacao,
em futuras gestacoes.

Esta também indicado o estudo citogenético dos progenitores
no sentido de estabelecer a heranca da alteracdo cromossé-
mica encontrada, de modo a poderem ser identificados
eventuais familiares em risco ©.

PONTOS A DESTACAR

*Translocacgdes reciprocas equilibradas sdo uma causa genéti-
ca frequente e silenciosa de aborto recorrente — o portador
é geralmente fenotipicamente normal, mas tem risco repro-
dutivo aumentado.

A necessidade de aconselhamento genético ap6s a identifica-
cao de uma translocacdo equilibrada, para avaliar risco
reprodutivo futuro e informar sobre opc¢des reprodutivas tais
como diagnostico genético pré-implantacio (DGPI) ou
diagnéstico pré-natal (DPN).

*Este estudo mostra a importancia de incluir a histéria
familiar nos casos de aborto recorrente — um dado muitas
vezes negligenciado.

4. M.T.M. Franssen et al. Reproductive outcome after PGD in couples with recurrent
miscarriage carrying a structural chromosome abnormality: a systematic review.

Human Reproduction Update, Vol.17, No.4 pp. 467475, 2011.

Abnormalities in Recurrent Miscarriage. The American Journal of Human Genetics

105, 1102—1111, December 5, 2019.
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. Pal AK, Ambulkar PS, Waghmare JE, Wankhede V, Shende MR, Tarnekar AM.
Chromosomal aberrations in couples with pregnancy loss: A retrospective study. |

5. Gardner RJM, Sutherland GR. Chromosome abnormalities and genetic
counselfing. 5th ed. (Oxford Monographs on Medical Genetics); 2018.
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SUMARIO

0 teste pré-natal nao invasivo tem vindo a assumir um papel central no rastreio de aneuploidias fetais, oferecendo elevada
sensibilidade para as trissomias 13, 18 e 21. Contudo, a sua crescente utilizacdo como alternativa a técnicas invasivas levanta
preocupacdes quanto a compreensdo das suas limitacdes. Apresentamos o caso de um recém-nascido com fenétipo dismérfico
e diagnoéstico pds-natal de tetrassomia 18p, apesar de um resultado NIPT pré-natal de baixo risco. A tetrassomia 18p é uma
condicdo rara, associada a idade materna avancada, e manifesta-se por dismorfias craniofaciais, atraso do neurodesenvolvi-
mento e outras alteracées. Este caso reforca a importancia de um aconselhamento genético pré-teste claro e completo, alertan-
do que o NIPT, apesar de valioso, ndo substitui o diagnéstico citogenético nem exclui anomalias raras.

ABSTRACT

Non-invasive prenatal testing has increasingly taken on a central role in foetal aneuploidy screening, with high sensitivity for
trisomies 13, 18, and 21. However, its growing use as an alternative to invasive techniques raises concerns about the understan-
ding of its limitations. We present the case of a newborn with a dysmorphic phenotype and a postnatal diagnosis of tetrasomy
18p, despite a low-risk prenatal NIPT result. Tetrasomy 18p is a rare condition associated with advanced maternal age, manifes-
ted by craniofacial dysmorphia, neurodevelopmental delay, and other abnormalities. This case reinforces the importance of
clear and comprehensive genetic counselling prior to testing, emphasising that NIPT, although valuable, does not replace
cytogenetic diagnosis nor does it rule out rare anomalies.
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INTRODUCAO

Desde 2012, que o teste pré-natal nao invasivo (NIPT— Nonin-
vasive Prenatal Testing) é utilizado, em todo o mundo, como
teste de primeira linha ou aplicado de forma contingente no
rastreio das trissomias 13, 18 e 21. O teste é baseado em
métodos moleculares de elevada complexidade que analisam
o DNA placentar livre, a partir de plasma de sangue materno.
Estudos recentes sugerem que o NIPT pode substituir o
rastreio combinado convencional para as sindromes de
Patau, Edwards e Down realizado a todas as gravidas, a partir
das 10 semanas. Os varios testes, disponiveis comercialmente,
utilizam diferentes metodologias, todas elas altamente
complexas e podem representar um desafio para os profissio-
nais de satde no que diz respeito ao aconselhamento genéti-
Co aos casais que optam por realizar NIPT, tendo em conta
que esta é uma area em continua e rapida evolugao (23,
Neste artigo descrevemos o caso de uma mulher de 39 anos
de idade que optou por fazer um teste pré-natal nao invasivo
as 15 semanas de gestacao, como teste de rastreio para as
principais aneuploidias. Este teste foi realizado em alternati-
va a amniocentese devido a idade materna avancada e
resultou num baixo risco para as principais aneuploidias. As
37 semanas e 6 dias de gestacdo, nasceu um bebé do sexo
masculino por cesariana eletiva devido a uma restricdo de
crescimento fetal.

METODOS

0 estudo genético efectuado ao recém-nascido apés o
nascimento foi um array (aCGH) e o mesmo foi completado
por citogenética convencional (cariétipo). Ambos os testes
foram realizados através de amostra de sangue periférico.

a) aCGH:

A amostra foi hibridada com uma amostra comercial de
referéncia de DNA humano masculino (Promega biotech).
Para a deteccdo de variacdes no nimero de cdpias (CNV),
relacionadas com o atraso mental e/ou sindromes dismérfi-
cas, foi usado o Agilent array-CGH (fabricado por Agilent
Tech). A anilise dos dados foi realizada usando o genoma de
referéncia hg19 e a analise estatistica foi realizada com o
software ADM-2. A andlise do aCGH define como 5 o niimero
minimo de sondas consecutivas para considerar como validas
as CNVs detectadas. As regies sindromaticas incluidas neste
formato sdo cobertas por uma resolucao média estimada de
aproximadamente 100 kb e de 350bp para o resto do genoma
b) Cariétipo:

Para a caracterizacdo citogenética do resultado obtido por
arrayCGH, foram realizadas 2 culturas independentes de
linfécitos estimulados por fitohemaglutinina a partir de uma
amostra de sangue periférico. A colheita das culturas foi
realizada ap6s 72 horas de incubacdo a 37°C com colcemid e
foram cariotipadas 30 células através do sistema automatiza-
do de cariotipagem Cytovision (Leica). Os cromossomas foram
previamente corados por bandas GTG e a analise citogenética
foi realizada de acordo com os parametros disponibilizados
pelo Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética
Humana (ISCN 2016).

RESULTADO

O NIPT realizado as 15 semanas de gestacdo revelou um baixo
risco de trissomia dos cromossomas 13, 18 e 21. Ap6s o parto

e perante um fenétipo dismérfico no recém-nascido, incluin-
do facies peculiar, hipospadias, orelhas baixamente implan-
tadas, hipertonia dos membros e palato em ogiva, foi solicita-
do um aCGH.

A analise de aCGH detectou uma triplicacdo de todo o braco
curto do cromossoma 18 (Figura 1).

A andlise citogenética realizada revelou a presenca de um
cromossoma metacéntrico marcador supranumerario em
todas as células analisadas, constituido por dois bracos curtos
do cromossoma 18 (47,XY,+mar) (Figura 2), confirmando a
presenca de um isocromossoma 18p.
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Figura 1. Perfil anormal do arrayCGH (Agilent 60K) - triplicagdo de todo o
braco curto da chr18. arr [hg19] 18p11.32p11.21 (14.316-14.915.809) x4
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Figura 2. Anlise citogenética do recém-nascido do sexo masculino,
mostrando dois cromossomas 18 normais (a esquerda) e o isocromossoma
18p supranumerario (a direita).

Aos progenitores foi efectuado estudo citogenético no sentido
de determinar a hereditariedade do isocromossoma 18p e
para avaliar com precisao o risco de recorréncia em futuras
gestacdes. Ambos tinham cariétipos normais.

CONCLUSAO

Os isocromossomas Ssao Cromossomas supranumerarios,
constituidos por duas cépias do mesmo braco do cromossoma
formando cada braco uma imagem em espelho do outro
braco, resultando numa tetrassomia do brago envolvido.

0 isocromossoma 18p resulta na tetrassomia 18p (OMIM#
614290) e foi descrito pela primeira vez em 1963 por Froland.
E uma alteraciio cromossémica rara com poucos casos descri-
tos ndo mosaicos, com uma sobrevivéncia média além dos
dois anos de idade. Ocorre com uma frequéncia de 1 em
140.000 nados vivos, afectando sexo feminino e masculino de
igual modo.

A maioria dos casos descritos de tetrassomia 18p € detetada
ap6s o nascimento e tem uma incidéncia de casos de novo
muito associada a idade materna avancada. Estudos cientifi-
cos sugerem que o isocromossoma 18p ocorre por nao disjun-
cdo na meiose Il, frequentemente observada em mulheres
com idade avancada “.

As principais caracteristicas da tetrassomia 18p sdo: baixo
peso ao nascimento, hipotonia, défice cognitivo moderado a
severo, atraso da linguagem acentuado, pouca ou nenhuma
capacidade de autoalimentagdo. Apresentam também micro-
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cefalia, dolicocefalia e alteracdes craniofaciais tais como face
de forma oval, orelhas de implantacdo baixa, estrabismo,
nariz pequeno, filtro longo, o labio superior central sobre-
pondo-se ao labio inferior, boca pequena e arco palatino
acentuado ©9,

A incorporacdo do NIPT na pratica obstétrica tem apresenta-
do um grande impacto. O NIPT permite alcancar sensibilida-
des e especificidades mais elevadas no rastreio pré-natal de
aneuploidias dos cromossomas 13, 18 e 21, com taxas mais
baixas de falsos-positivos, em comparacdo com os marcado-
res séricos maternos. Adicionalmente, o NIPT permite obter
resultados de forma mais precoce, ainda no primeiro trimes-
tre, e resulta num decréscimo de procedimentos invasivos,
associados a um risco de perda gestacional ap6s o mesmo.
Embora seja claro que esta nova opcdo de rastreio possa
oferecer grandes beneficios para as mulheres preocupadas
com o risco de ter um bebé com uma aneuploidia comum, o
aconselhamento genético adequado, antes do teste, é essen-
cial para garantir que as futuras maes sao informadas das
limitacdes limitagdes do NIPT.

As mulheres gravidas que optam pela realizacao de NIPT
necessitam de informacdo sobre as vantagens e as limitacdes
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* 0 aconselhamento pré-teste é fundamental para uma
adequada compreensdo das limitacdes e vantagens da
realizacdo do teste.

0 diagndstico genético, citogenético ou molecular, continua
indispensavel nos casos com anomalias ecograficas, mesmo
apos rastreios “negativos”.

«Este caso ilustra o risco da falsa sensacdo de seguranca
proporcionada por um resultado de NIPT de baixo risco.
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SUMARIO

Os autores descrevem um caso de uma doente do sexo feminino diagnosticada com lupus eritematoso sistémico (LES) com uma
apresentacao clinica exuberante num contexto de febre e alteracdes mucocutaneas. A investigacdo laboratorial revelou altera-
¢des na morfologia do aspirado da medula 6ssea compativeis com as células descritas em 1948 por Hargraves, a que chamamos
células LE. Apesar de na altura ser considerado critério de diagndstico, atualmente é considerado um teste de baixa sensibilida-
de, sendo substituido pela deteccdo de anticorpos antinucleares (ANA) por imunofluorescéncia Indirecta em células Hep2. Em
casos clinicos nao suspeitos de LES (nomeadamente, para esclarecimento de citopenias), identificar células LE pode fornecer
uma orientacdo importante para o diagndstico e nao deve ser desvalorizada na pratica clinica.

ABSTRACT

The authors describe a case of a female patient diagnosed with systemic lupus erythematosus (SLE) with an exuberant clinical
presentation in the context of fever and mucocutaneous manifestations. Laboratory investigation revealed changes in bone
marrow aspirate morphology consistent with the cells described in 1948 by Hargraves, which we call LE cells. Although at the
time it was considered a diagnostic criterion, it is now considered a low sensitivity test and has been replaced by antinuclear
antibody (ANA) detection by indirect immunofluorescence in Hep2 cells. In clinical cases where SLE is not suspected (namely, to
clarify cytopenia), identifying LE cells can provide important guidance for diagnosis and should not be underestimated in
clinical practice.
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CASO

MOPR, sexo feminino, 53 anos, leucodérmica, com quadro
clinico de anorexia, astenia marcada, emagrecimento, odino-
fagia e febre alta com cerca de 1 més de evolucdo. No exame
objectivo apresentava edema do palato, tlceras da mucosa
oral, lesdes exantematicas urticariformes da regido do dorso e
membros inferiores e pequenas adenopatias cervicais e
inguinais.

INVESTIGACAO LABORATORIAL

Dos exames complementares de diagndstico, salienta-se:
anemia normocitica e normocrémica, hiporregenerativa (Hb
—8.6 g/dL, VGM — 88,5 fL, HGM — 29.1 pg, reticuldcitos — 0.04
x 10712/L), leucopenia com linfocitopenia (GB — 3.0 x 10" 9/L,
L — 0.47 x 1079/L), plaquetas em nimero normal (230 x
1079/L), VS elevada (63 mm), ferritina elevada (1217 ng/mL;
valor de referéncia 10 a 291 ng/mL).

No esfregaco de sangue periférico observaram-se rouleaux
eritrocitarios, sem outras alteracdes significativas. O estudo
imunoldgico revela, consumo da fracdo C3 e C4 do comple-
mento, 48,25 mg/dl (90-180) e 7,20 mg/dl (20-40) respetiva-
mente, com ds-DNA a positivo ap6s confirmacao por metodo-
logia de referéncia (imunofluorescéncia indireta em Crithidia
luciliae) (figura 1).

A pesquisa de anticorpos antinucleares por Imunofluorescén-
cia indireta (IFI) em células Hep2, foi positiva em titulo eleva-
do (640), revelando um padrdo homogéneo e um padrao
citoplasmatico fino granular denso (figura 2).

Figura 1. Imunofluorescéncia indireta em Crithidia luciliae.

¢

Figura 4.e 5. Esfregaco de sangue medular com Células LE, neutréfilos
com inclusdes citoplasmaticas de material nuclear amorfo. Coloragdo Hema-
toxilina e Eosina. Ampliagdo 1000X.
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0 estudo dos autoanticorpos especificos pela metodologia de
imunoblot revela a presenca de autoanticorpos anti—histo-
nas, anti-nucleossomas e de anticorpos anti-ribossomal P,
todos em titulos elevados (figura 3).

A avaliacdo da funcdo renal revela uma diminuicdo acentua-
da da clearance da creatinina 64 ml/min (88-128), bem como
a presenca de proteindria, 0,26 g/24h (<0,15).

Realizou bidpsia cutanea que nao excluiu Lupus Eritematoso
Subagudo.

Para esclarecimento de bicitopenia e do quadro febril foi
efectuado estudo morfolégico da medula 6ssea. No aspirado
de medula 6ssea (MO), colheita efectuada para tubo com
anticoagulante (EDTA), observaram-se algumas células LE
(neutréfilos com inclusdes citoplasmaticas de material
nuclear amorfo) (figura 4 e 5) e massas de material nuclear
amorfo rodeadas por varios neutréfilos (rosetas) (figura 6 e 7).

DISCUSSAO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenca autoimune
multisistémica complexa de gravidade variavel e que pode
apresentar sinais e sintomas inespecificos. Em alguns indivi-
duos podem predominar as alteracdes cutaneas e osteoarti-
culares e noutros pode afectar quase todos os 6rgaos e
sistemas. Pela sua variabilidade e complexidade de apresen-
tacdo, o American College of Rheumatology (ACR) estabeleceu
em 1982, critérios de diagnostico que foram posteriormente
revistos em 1997 e, mais tarde reavaliados em 2012 pelo
Systemic Lupus International Collaborating Clinics.

Figura 2.Imunofluorescéncia indireta em células Hep2 positiva com padrdo
homogéneo e padrao citoplasmatico fino granular denso num titulo de 640.
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Figura 3. Imunoblot com autoanticorpos anti-histonas, anti-nucleossomas
e anti- ribossomal P, positivos.

Figura 6 e 7.Esfregaco de sangue medular com massas de material nuclear
amorfo rodeadas por varios neutrofilos (rosetas). Coloragao Hematoxilina e
Eosina. Ampliagao 1000X.



Os sinais e sintomas devem estar presentes consecutiva ou
simultaneamente:
1. Exantema malar: erupcdo no nariz e regidao malar em
forma de borboleta
2. Exantema discéide: eritema disperso por todo o corpo,
incluindo couro cabeludo
3. Fotossensibilidade
4. Ulceras na mucosa oral e nasal, geralmente indolores
5. Artrite ndo erosiva em duas ou mais articulacdes, com
edema e derrame intra-articular.
6. Serosites
7. Alteracdes no sistema nervoso: convulsdes e/ou psicose
8. Alteracdo funcdo renal: proteindria > 0,5 g/24 h ou
cilindros celulares
9. Alteracoes Hematoldgicas: anemia hemolitica, leucopenia
ou trombocitopenia
10. Alteragdes Imunoldgicas
* Anti ds-DNA, ou
* Anti-Sm, ou
* Anticorpos anti-fosfolipido (APL) baseado em:
- Niveis anormais de anticorpos anti-cardiolipina 1gG ou IgM
- Anticoagulante Lipico positivo em método padronizado
- Teste seroldgico falso positivo confirmado para Treponema
palidum, durante pelo menos 6 meses
11. ANA (anticorpos antinucleares) na auséncia de terapéutica
farmacolégica (2.
Para confirmacdo do diagndstico de LES é necessaria a
presenca de 4 ou mais destes critérios (pelo menos 1 clinico e
1 laboratorial) ou biépsia renal positiva para nefrite lipica
com ANA’S ou anticorpo anti- ds DNA positivos 2.
O LES afeta individuos de todas as faixas etarias, etnias e sexo.
No entanto, em mais de 75% dos casos, os pacientes sao do
sexo feminino, a maioria entre os 15 e 0s 44 anos de idade. A
faixa etaria mais frequente para o inicio da doenca é entre os
18 e 0s 55 anos, no entanto pode manifestar-se em qualquer
idade. Os familiares de pacientes com doencas autoimunes
tém um risco superior de desenvolverem a doenga, existindo
assim uma predisposicao familiar @.
Para o diagnéstico inicial de LES devem ser solicitados os
seguintes testes laboratoriais:
1. Screening de ANA por IFI

REFERENCIAS

2. Anticorpos anti-dsDNA

3. Anticorpos anti-Sm; U1 nRNP; SS-A; SS-B

4. Anticorpos anti-fosfolipido

5. Factores do complemento (3 e (4, e se ambos normais,
CH50

6. Outros anticorpos com interesse: Anti-histonas, associado
ao lupus induzido por farmacos), Anti-ribosomal P, associado
a manifestacdes neuropsiquiatricas e Anti-nucleossomas 4,
0 método de referéncia para o estudo dos ANA é a Imunofluo-
rescéncia indirecta (IFl) em substracto de células Hep2 (linha-
gem celular derivada de células do carcinoma da laringe
humana). Estas células, pela sua elevada sensibilidade e
especificidade, permitem observar um elevado nimero de
padrdes nucleares e citoplasmaticos, com destaque para o
estudo de estruturas celulares de elevada importancia
decisional, como por ex. o elevado nimero e as dimensdes
das mitoses ., O padrdo nuclear descrito como homogéneo,
i.e, com uma distribuicdo homogénea da fluorescéncia por
todo o nucleoplasma das células Hep2, com acentuada
imunofluorescéncia dos cromossomas na placa equatorial da
célula mitética, esta associado a presenca de anticorpos anti
-histonas e a anticorpos anti -ds DNA, que estdo presentes em
95% dos casos com Lupus induzido por farmacos e em 50 a
80% dos doentes com LES ativo ou inativo ©.

Uma célula LE é um leucdcito, quase sempre um neutrdfilo,
que fagocitou material nuclear desnaturado de outra célula
em resultado da actividade antinuclear existente no plasma®.
Este fendmeno foi descrito pela primeira vez por Hargraves et
al., na medula 6ssea, em 1948 7).

CONCLUSAO

A pesquisa de células LE foi considerada, durante décadas e
antes da pesquisa dos autoanticorpos, um teste de rastreio e
o teste mais especifico para o diagnéstico do LES ©9. Embora
atualmente seja considerado um teste redundante e de haixa
sensibilidade, a observacdo das células LE num aspirado de
medula 6ssea, sobretudo em casos clinicos nao suspeitos de
LES (nomeadamente para esclarecimento de citopenias),
pode fornecer uma orientacao importante para o diagnéstico
e ndo deve ser desvalorizada na pratica clinica ©9.
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SUMARIO

Reportamos um caso clinico de uma mulher de 59 anos residente em Angola, que se apresentou na consulta externa de Ortope-
dia por gonartrose. Durante os exames pré-operatarios, foi realizado um hemograma que revelou uma flag indicando a presen-
¢a de eritrdcitos parasitados, além de uma distribuicao celular atipica no citograma. Um teste imunocromatografico confirmou
a infeccao por maldria, detectando antigénio de todas as espécies humanas do parasita. O esfregaco de sangue mostrou eritré-
citos parasitados por Plasmodium malariae. Ao contactar o médico assistente, este informou que a paciente apresentava febre
nas Gltimas semanas, e, embora suspeitasse de malaria, ndo solicitou analises especificas, interpretando o quadro clinico como
relacionado a gonartrose.

ABSTRACT

We report a clinical case of a 59-year-old woman residing in Angola who presented at the orthopaedic outpatient clinic for
gonarthrosis. During preoperative assessment, a CBC revealed a flag indicating the presence of parasitised erythrocytes, in
addition to atypical cell distribution in the cytogram. An immunochromatographic test confirmed malaria infection, detecting
antigens from all human species of the parasite. The blood smear revealed erythrocytes parasitised by Plasmodium malariae.
When contacted, the attending physician reported that the patient had had a fever in recent weeks and, although he suspected
malaria, he did not request specific tests, interpreting the clinical picture as related to gonarthrosis.
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INTRODUCAO

A maldria é uma doenca infeciosa que causa centenas de
milhares de mortes por ano, principalmente em zonas
endémicas. Em 2018 estima-se que ocorreram 228 milhdes de
casos de maldria no mundo e cerca de 405000 mortes nesse
ano causadas por esta infecao . A utilizacdo dos novos conta-
dores hematoldgicos pode ser Gtil no diagnéstico de malaria,
principalmente nos casos em que ndo ha suspeita clinica e
em areas nao endémicas @. Apesar do esfregaco de sangue
periférico ser o método gold standard para o diagnéstico, os
novos contadores hematoldgicos estdo dotados de tecnologia
que nos faz suspeitar da presenca deste parasita no sangue
através de flags e de uma distribuicdo celular especifica no
citograma quando é realizado o hemograma.
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Figura 1. Hemograma com flag “pRBC”

CASO

Doente do sexo feminino, 59 anos, recorre a consulta externa
de Ortopedia da CUF Alvalade por uma gonartrose. E solicita-
do hemograma em contexto de analises pré-operatérias. Apos
detecdo de flag pRBC W (parasitic red blood cell) e visualizacao
de uma distribuicdo celular atipica no citograma ® do hemo-
grama efectuou-se um teste imunocromatografico para
deteccdo rapida e qualitativa de plasmaédio ® que foi positivo
para o antigénio comum (pLDH) as quatro espécies de
plasmédio que causam doenca no ser humano (P. falciparum,
P. vivax, P. ovale e P. malariae). No esfregaco de sangue
periférico © observaram-se raros eritrdcitos parasitados por
plasmédio com morfologia sugestiva de Plasmodium
malariae (trofozoitos e esquizontes).
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Figura 2. Teste imunocromatografico Malaria

Figura 3. Esfregago de sangue periférico: trofozoitos (seta verde) e esquizon- tes (seta laranja) de Plasmodium malariae.



Foi contactado médico assistente, que referiu tratar-se de
uma doente residente em Angola, febril nas tGltimas semanas.
Este quadro tera sido interpretado no contexto da gonartrite
e, apesar de ter colocado hipdtese de malaria, ndo requisitou
exames complementares nesse sentido. A doente foi encami-
nhada para a Consulta de Infeciologia.

DISCUSSAO

Uma vez que a maldria ndo é endémica na Europa, a pesquisa
de plasmédio, s6 é efetuada quando ha suspeita clinica. Os
fluxos migratérios e 0 aumento das viagens a regides tropicais
tém contribuido para um aumento significativo dos casos de
malaria pelo que é fundamental ter parametros que nos
facam considerar esta hipétese diagndstica, mesmo quando
nao ha suspeita clinica (o doente apresenta muitas vezes
sintomatologia inespecifica).

Alguns dos novos contadores hematolégicos (p.e. Sysmex
XE-2100) fazem a diferenciagdo dos glébulos brancos conju-
gando 3 sinais distintos: a forward scatter light (FSC), a side
scatter light (SSC) e a side fluorescence light (SFL). A intensidade
da FSC indica o volume da célula enquanto a SSC traduz a
complexidade e contetido da célula (p.e. niicleo e granulos). A
SFL indica a quantidade de DNA e RNA presente na célula.
Estas determinacdes sdo feitas em diferentes “canais” do
contador hematoldgico, sendo que no canal white blood cell
differential (WDF) conseguimos obter uma diferenciacdo dos
glébulos brancos com informacao morfolégica dos mesmos.
Uma observacdo cuidada e pormenorizada do citograma
obtido no canal “WDF” permite suspeitar da presenca de
plasmédio pela presenca de um cluster celular “anormal”
abaixo da zona dos neutréfilos e na zona dos eosindfilos ©.
Este fendmeno justifica-se pelo facto de no canal “WDF” os
glébulos vermelhos nao estarem completamente lisados pelo
que, mesmo com um ntmero reduzido de eritrécitos parasi-
tados, ha um aumento da fluorescéncia na zona dos neutrofi-
los ou dos eosindfilos, levando, por vezes, a contagens
falsamente elevadas de neutréfilos ou eosindfilos. A activacao
da flag (pRBC ou iRBC: infected red blood cell) pelo contador
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hematoldgico permite a obtencdo de uma contagem correta
de neutréfilos e eosindfilos a partir do canal “WNR”, evitando
resultados falseados pela presenca de trofozoitos, gametoci-
tos e/ou esquizontes @,

Resumindo, a presenca de uma distribuicdo “anormal” dos
leucdcitos no citograma em “WDF” e/ou das flags (pRBC; iRBC)
no hemograma, podem ser os primeiros e Ginicos sinais para
suspeitar de uma infecao por plasmédio.

Concluimos assim que os novos contadores hematolégicos
sao ferramentas muito importantes no diagnostico de
malaria, representando uma mais-valia, principalmente, nos
casos em que a suspeita clinica é baixa ou ausente. No entan-
to, constituem apenas uma ajuda para o médico Patologista
Clinico, que devera confirmar a suspeita por observacio de
esfregaco de sangue periférico.

PONTOS A DESTACAR

* A maldria pode ser diagnosticada incidentalmente em
hemogramas realizados por outros motivos, mesmo sem
suspeita clinica prévia, gracas as funcionalidades dos novos
contadores hematoldgicos.

* Os contadores hematol6gicos modernos (como o Sysmex
XE-2100) usam citometria de fluxo com fluorescéncia e
podem detetar padrdes celulares atipicos (ex. flags como
PRBC ou iRBC() sugestivos de infecdo por Plasmodium sp .

* A presenca de um cluster “anormal” no citograma WDF (na
zona dos eosinéfilos ou abaixo dos neutréfilos) pode levantar
suspeita de malaria, mesmo em amostras com poucos eritré-
citos parasitados.

* Estas alteracdes podem levar a contagens erroneamente
elevadas de neutréfilos ou eosinéfilos, sendo corrigidas se o
equipamento ativar a flag e recorrer ao canal alternativo
(WNR).

* Apesar do apoio tecnolégico, a confirmacao diagndstica de
malaria continua a exigir a observacao microscépica direta do
esfregaco de sangue periférico por um médico Patologista
Clinico.
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