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Resumo

INTRODU(;AO: A malaria integra as hipoteses de diagnostico dife-
rencial em doentes com febre, provenientes de regides endémicas. Os
contadores hematologicos atuais nao foram especificamente desenhados
para identificar alteragdes associadas a malaria. Assim, a observagio do
esfregaco de sangue periférico (ESP) permanece imprescindivel.
DESCRIQ;\O DO CASO: Uma mulher de 28 anos, residente em Ango-
la, recorreu a assisténcia médica, devido a febre, mialgias, tosse, cefaleias
e diarreia. O hemograma revelou trombocitopénia (130.000x10°/L). A
pesquisa de Plasmodium em ESP e de anticorpos anti-dengue foram,
respetivamente, negativas. Dois dias dcpois, a doente viajou para Por-
tugal, onde se dirigiu a um servigo de urgéncia (SU). Analiticamente,
observou-se agravamento da trombocitopénia (47.000x10°/L), eleva-
¢ao das transaminases (ALT 124 UI/L, AST 97 UI/L) e uma proteina
C-reativa (PCR) de 2,66 g/dL. A pesquisa de Plasmodium e de anti-
-corpos anti-dengue foi negativa. O hemograma foi repetido 3 dias
depois, revelando 8% de large unstained cells (LUC). Apos observagao
de ESP para contagem leucocitaria diferencial, foram identificadas al-
gumas formas de Plasmodium malariae.

CONCLUSOES: Embora o ESP se revele imprescindivel para o diag-
nostico de malaria, parasitémias baixas podem inicialmente ser indetec-
taveis. Assim, a pesquisa de Plasmodium devera ser repetida a cada 12-24

horas, até perfazer 3 conjuntos de laminas observadas.
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Abstract

BACKGROUND: Malaria needs to be considered during examination
febrile patients who traveled from endemic regions. Current blood cells
analyzers are not specifically designed to detect malaria-related abnor-
malities. Therefore, observation of peripheral blood smear (PBS) is still
necessary for malaria diagnosis.

CASE PRESENTATION: A 28 year-old female living in Angola atten-
ded to a medical appointment witth fever, myalgia, cough, headaches, and
diarrhoea. Complete blood count (CBC) has revealed thrombocytopenia
(130.000x10°/L). Search for Plasmodium spp in PBS was negative and anti-
-dengue antibodies also negative. Two days later she traveled to Portu-
gal, where she attended the emergency department. Platelet count has
lowered (47.000 x 10°/L), there was elevation of transaminases (ALT 124
UI/L, AST 97 UI/L) and C-reactive protein value was 2,66 g/dL. Search
for Plasmodium spp and anti-dengue antibodies were again both negative.
CBC was repeated 3 days later, which revealed 8% large unstained cells
(LUC). A PBS was prepared and some forms of Plasmodium malariae were
observed.

CONCLUSIONS: Misdiagnosis of imported malaria is not uncommon.
Although PBS remains necessary for malaria diagnosis, low parasite den-
sities may initially be undetectable in PBS. Therefore, in patients with sus-
pected malaria suspected, PBS should be repeated every 12-24 hours, for
a total of 3 sets.
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Introducao

A malaria ¢ uma doenga parasitaria que afeta mais de 3.000
milhGes de pessoas mundialmente, sendo responsavel por
mais de 600 mil mortes por ano [1]. A Organizagao Mun-
dial de Satde (OMS) registou 445 mil mortes por malaria
em 2016, 85% das quais na Africa subsariana [2]. Porém,
dos 55 paises analisados, 31 apresentavam uma taxa de
notificacdo inferior a 50% (2). A malaria ¢ uma doenca
prevalente na generalidade das regides tropicais, sendo o
P._falciparum o agente etiologico mais comum [3]. As ou-
tras espécies que infetam o homem sdo o P. vivax, P. ovale,
P malariae e P. knowlesi. O P. vivax ¢ a segunda espécie mais
frequente, sendo o agente responsavel por 9% dos casos
de malaria a nivel mundial [4]. A infe¢ao por P malariae,
menos frequente, ocorre em Africa, no Sudeste Asiatico,
na Oceania e na América do Sul [5]. O P. malariae apresenta
a capacidade de poder causar doenga varias décadas apos a
exposi¢ao, embora o0 mecanismo da sua persisténcia per-
maneca desconhecido [6].

Fora das regides endémicas, a malaria pode ocorrer em
viajantes que regressam desses locais [7]. Nas tltimas de-
cadas, o nimero crescente de viagens internacionais, tem
representado um fator determinante para o aumento do
n° de casos de malaria importada [8]. Atualmente, esti-
ma-se que 80 a 90 milhdes de pessoas viajem, por ano,
para paises onde a malaria ¢ endémica, resultando em
30.000 casos de malaria importada, por ano, em todo o
mundo [9].

Embora a OMS tenha declarado, em 1973, a erradicacao
de malaria autoctone em Portugal [10], esta continua a
ser importada de paises africanos de lingua oficial portu-
guesa (PALOP), nomeadamente Angola, Mogambique,
Guine-Bissau, Sao Tomé e Principe [9]. Este aumento
tera surgido como consequéncia da crise financeira de
2008, que originou um aumento das migragoes relacio-
nadas com o trabalho para as antigas colonias portuguesas
[12]. No entanto, os dados nacionais existentes sobre a
malaria importada sao escassos e, geralmente, baseados
em descrigoes de casos pontuais ou em séries de casos
diagnosticados em institui¢des hospitalares isoladas [9]
[10]. No Servigo de Urgeéncia (SU) do nosso hospital —
Centro Hospitalar Lisboa Norte (CHLN, E.P.E) — entre
2007 e 2016, foram diagnosticados 247 casos de mala-
ria importada [13]. Em 92,9% de amostras positivas foi
identificada a especie P_falciparum, em 5% P. vivax, em
1,43% P. ovale, e em 0,71% P. malariae [13].

Deste modo, ¢ necessario que a malaria integre o con-
junto de diagnosticos diferenciais a considerar perante
doentes com febre provenientes de regides endémicas.
Um diagnostico correto e atempado ¢ um preé-requisito
para uma atitude terapéutica adequada [14]. Porém, os
contadores hematologicos utilizados correntemente para
realizagdo de hemograma, ndo foram especificamente
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desenhados para identificar alteragdes associadas a mala-
ria [15]. Neste contexto, a observagao, por microscopia
otica, de esfregaco de sangue periferico (ESP), perma-
nece indispensavel para o diagnostico de malaria na pra-
tica clinica diaria. No entanto, a sua realizagao exige um
pedido explicito por parte do clinico e a sua observagao
apresenta uma sensibilidade variavel [16].

Descricao do caso

Uma mulher de 28 anos, residente em Angola recorreu
a assisténcia médica devido a um quadro clinico de fe-
bre, calafrios, mialgias, tosse, cefaleias e diarreia, sem
sangue ou muco. O hemograma revelou trombocitope-
nia (131.000/mL), sem outras alteragdes. A pesquisa de
Plasmodium spp no ESP foi negativa e a pesquisa de anticor-
pos anti-Dengue (IgM+IgG) tambem negativa. Assumiu
tratar-se de pneumonia adquirida na comunidade (PAC)
e medicada com ciprofloxacina per os. Dois dias depois,
a doente viajou para Portugal, onde recorreu ao servigo
de urgéncia (SU), devido a persisténcia dos sintomas. Ao
exame objetivo, encontrava-se consciente, orientada no
€spago € no tempo e colaborante. Apresentava uma tem-
peratura timpanica de 38,1 °C, tensao arterial (TA) de
125/87 mmHg, frequéncia cardiaca (FC) de 78 bpm e
a frequéncia respiratoria (FR) de 20 ciclos por minuto.
A pele e as mucosas encontravam-se coradas e hidrata-
das. Nao se observou lesoes cutaneas; as esclerotidas nao
apresentavam coloragao icterica; a orofaringe nao revela-
va hiperémia. A auscultagdo cardiaca era ritmica, sem so-
pros audiveis. Na auscultagao pulmonar, o murmurio ve-
sicular encontrava-se mantido e simetrico, sem presenga
de ruidos adventicios. O abdomen apresentava dor difusa
a palpagao profunda, sem defesa e com ruidos hidroae-
reos presentes, de timbre e frequéncia normais. O figa-
do e o bago nao eram palpaveis. Nao existia edema nos
membros inferiores nem ganglios linfaticos palpaveis.

O hemograma realizado no SU (tab. 1) revelou agrava-
mento da trombocitopénia (47.000x10°/L). Relativa-
mente aos parametros de bioquimica (tab. 2), observava-
-se elevacdo das transaminases (ALT 124 U/L, AST 97
U/L),da GGT (165 U/L), da LDH (374 U/L) e da pro-
teina C reativa (2,66 g/dL). Foi realizado um ESP para
pesquisa de Plasmodium spp, que nao foi detetado. Os an-
ticorpos anti-dengue (IgM+IgG) foram novamente nega-
tivos. A radiografia de torax postero-anterior nao revelou
alteragdes. Foi assumido tratar-se de uma infe¢ao viral, e
a doente teve alta hospitalar, com a ado¢do de medidas
sintomaticas.

Trés dias depois, a doente regressou ao SU, devi-
do a persisténcia da febre (38,5°C). O hemograma
identificou, entre os leucocitos, 8% de large uns-
tained cells (LUC). A doente mantinha trombocito-



Tabela 1. Hemograma realizado no SU.

Hemograma 1% ida ao SU 2° ida ao SU
Hemoglobina (g/dL) 13,8 13.9 12,00 - 15,30
Leucécitos (x10°/L) 4.900 7.010 4.000 - 11.000
Neutréfilos (x10°/L) 3.830 (78,2%) 4.230 (60,3%) 1.900 — 7500
Eosinéfilos (x10%/L) 110 (2,3%) 100 (1,4%) 0,00 - 500
Baséfilos (x10°/L) 20 (0,5%) 90 (1,3%) 0,00 - 200
Linfécitos (x10¢/L) 820 (16,8%) 2.250 (32,1%) 1.000 - 4.800
Monécitos (x10%/L) 110 (2,2%) 340 (4,9%) 100 - 1.000
LUC (x10°¢/L) 132,3 (2.7%) 560,8 (8%) 90 - 290
Plaquetas (x10°/L) 47.000 82.000 150.000 — 450.000

Abreviaturas: SU, servigo de urgéncia; IR, intervalo de referéncia; LUC, large unstained cells.

Tabela 2. Bioquimica realizada no SU.

Bioquimica 1° ida ao SU 2° ida ao SU
ALT (U/L) 124 102 0-33
AST (U/L) 97 58 0-32
GGT (U/L) 165 180 0 - 40
Bilirrubina total(mg/dL) 0,78 0,46 <1,2
LDH (U/L) 374 364 100 — 250
Creatinina (mg/dL) 0,67 0,63 0,50 -0,90
PCR (mg/dL) 2,66 4,52 <0,5

Abreviaturas: SU, servico de urgéncia; IR, intervalo de referancia; ALT, alanina tranasminase;
AST, aspartato transaminase; GGT, gamma-glutamil transferase; LDH, lactato desidrogenase;
PCR, proteina C reativa.

Fig.1 - Trofozoito "em banda"de P. malariae.

ESP (100x)

zoitos, em forma de "margarida". ESP (100x)
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pénia embora com uma contagem
de plaquetas superior a anterior
(82.000x10°/L).

Foi realizado um ESP para conta-
gem leucocitaria diferencial. Os
eritrocitos nao apresentavam ma-
crocitose nem hipocromia. Dife-
rentes formas do ciclo de vida do
P. malariae foram entao observadas:
trofozoitos em anel, pequenos, em-
bora de contorno menos delicado
do que os de P, falciparum; trofozoi-
tos em banda (fig. 1); esquizontes
com cerca de 6 a 8 merozoitos,
assumindo forma de margarida,
com pigmento central de tonali-
dade amarelo-acastanhada (figs. 2
e 3). Posto isto, foi estabelecido o
diagnostico de malaria por P. mala-
riae.

A doente foi medicada com atova-
quona / proguanil (250 mg / 100
mg) durante 3 dias, e reavaliada 1
semana depois. Nessa avalia¢ao, en-
contrava-se apirética, com normali-
zagao da contagem plaquetar e des-
cida das transaminases para valores
normais. No ESP, nao foi identifica-
da qualquer forma de P. malariae.

Fig.2 - Esquizonte de P. malariae: 8-10 mero- Fig.3 - Esquizonte de P. malariae (seta). Gota

espessa (100x)
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Conclusoes

O diagnostico de malaria deve ser tido em considera-
¢ao perante um doente com febre, residente ou com
viagem recente a um pais onde a malaria seja endemi-
ca. Contudo, este diagnostico pode passar despercebi-
do, e mesmo algumas alteragdes dos parametros labo-
ratoriais, podem nao desencadear a realizagao de ESP
[17].

As manifestagdes clinicas de malaria podem incluir
febre, calafrios, diaforese, cefaleias, fadiga, mal-estar,
mialgias, artralgias, taquicardia, taquipa, tosse, anore-
xia, nduseas, vomitos, dor abdominal e diarreia [17]. O
exame fisico pode revelar ictericia, esplenomegalia e /
ou hepatomegalia. A maioria dos doentes nao-imunes
apresenta picos febris diarios. Em individuos semi-
-imunes, o intervalo entre picos febris pode refletir a
duragao do ciclo reprodutivo da espécie envolvida — no
caso do P. malariae, esse periodo ¢ de 72 horas (febre
quarta).

A avaliacao laboratorial de doentes com suspeita de
malaria deve incluir: hemograma (para pesquisa de
anemia, leucocitose, leucopénia ou trombocitopénia);
perfil de bioquimica geral — ionograma, ureia, crea-
tinina, glicemia (para avaliagdo do equilibrio hidro-
-eletrolitico, da funcao renal, do estado matabdlico);
provas de fungao hepatica, incluindo bilirrubina total e
fracionada (para avaliagao de hemolise ou de hepatite);
doseamento PCR. Numa revisao sistematica, as altera-
¢oes laboratoriais que apresentaram maior correlagao
com o diagnostico de malaria foram trombocitopenia
e hiperbilirrubinémia [18]. Porém, embora a auséncia
destas altera¢des tornasse o diagnostico de malaria me-
nos provavel, ndo permitiam a sua exclusao [18]. Ja nos
doentes que recorreram ao nosso SU, no periodo entre
2007 e 2016, as alteragdes analiticas mais frequentes,
foram: trombocitopénia (70,04%), e elevacao da LDH
(80,57%) [13]. Alem destas alteragGes, apresentavam
tambem anemia (25,10%) e elevagio dos seguintes
parametros bioquimicos: ALT (47,70%), creatina ci-
nase (CK) (47,70%); bilirrubina total (42,51%) e PCR
(44,94%) [13].

O diagnostico de malaria ¢ realizado tendo por base a
microscopia otica (com a visualizagdo de formas para-
sitarias em ESP) ou a realizagao de teste de diagnostico
rapido (RDT), que permite a detegdo de antigénios ou
anticorpos [19]. As técnicas moleculares para detecao
de material genético sao utilizadas geralmente em con-
texto de investigacao. A observagao de ESP permite a
visualizagdo de formas parasitarias; a identificagao da
espécie em causa e das etapas do ciclo de vida presen-
tes; a determinagao da parasitémia; a monitorizagao da
resposta a terapéutica e a identificagao de agravamento
ou recidiva [16]. Neste contexto, sao utilizados dois ti-
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pos de ESP: esfregaco fino e gota espessa. A preparagao
de esfregaco fino mantém a integridade e a morfologia
eritrocitarias, permitindo que os parasitas sejam visi-
veis no interior dos globulos vermelhos. A preparagao
da gota espessa envolve a lise mecanica dos eritrocitos,
de modo que os parasitas podem ser visualizados inde-
pendentemente das estruturas celulares. A gota espessa
permite a observagao de maior volume de sangue, o que
se traduz numa maior sensibilidade de detegao do para-
sita, atribuindo a gota espessa particular relevancia no
rastreio de malaria [19]. O Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) dos Estados Unidos América,
dispdem de orientagoes on-line, que devem ser seguidas
na preparagao e coloragiao de ESP para diagnostico de
malaria [20]. Os parasitas devem ser visualizados com a
objetiva de ampliagdo de 100x (imersao); deve ser rea-
lizada observagao de 200 a 500 campos, durante 20 a 30
minutos [20]. Se existir suspeita de malaria e a pesquisa
de Plasmodium for negativa, devem ser observados ESP
adicionais nas proximas 48 a 72 horas. Com efeito, o
CDC recomenda a repetigao do esfregaco fino e da gota
espessa a cada 12 a 24 horas, até perfazer um total de
trés conjuntos, antes de poder ser excluida a hipotese
diagnostica de malaria [21].

Porém, a observagao de ESP ¢ um procedimento que
exige tempo suficiente para ser efetuado corretamente
e requer experiéncia na sua realizacdo. Caso se cum-
pram estes pré-requisitos, a sensibilidade da microsco-
pia pode ser excelente, com detegao de formas parasita-
rias de Plasmodium em densidades tao baixas como 4 a 20
parasitas/uL de sangue (aproximadamente 0,00015% a
0,0005% de parasitémia) [22]. Contudo, parasitemias
de baixa densidade (10 a 100 parasitas/uL de sangue)
podem passar despercebidas, mesmo podendo ocorrer,
ainda que mais raramente, com densidades superiores
[23]. Por outro lado, a sensibilidade e a especificidade
da pesquisa de Plasmodium em ESP em centros com re-
cursos limitados encontram-se frequentemente abaixo
dos niveis alcancados em laboratorios de referéncia ou
de investigagao [24]. Ja em laboratorios bem equipados,
localizados em areas onde malaria nio é endémica, a
variabilidade nas técnicas utilizadas para a preparagao
e interpretagao do ESP pode influenciar os resultados,
sobretudo em centros com experiéncia limitada em
doengas tropicais [16].

A infe¢dao por P. malariae geralmente origina sintoma-
tologia ligeira e parasitemia relativamente baixa [17].
Caso permanega assintomatica, pode mesmo persistir,
meses ou anos e manifestar-se apenas por anemia [25].
Neste doente em particular, alem da trombocitopénia
revelada no hemograma, foi a contagem de LUC que
desencadeou a observagao do PBS.

Embora os contadores hematologicos utilizados na
pratica clinica atual ndao tenham sido especificamente



desenhados para detetar alteragdes relacionadas com
a malaria, os diagramas de dispersao por eles gerados
podem apresentar alteragoes decorrentes da infe¢ao
por Plasmodium [15]. No entanto, o seu desempenho no
diagnostico de malaria ¢ variavel, consoante a espécie
em causa, o nivel de parasitémia, a imunidade do doen-
te e o seu contexto clinico [15].

O contador hematologico atualmente em uso nosso la-
boratorio ¢ o ADVIA 2120® (Siemens®), no qual fo-
ram realizados os hemogramas da doente apresentada
neste caso clinico. O equipamento ADVIA 2120® (Sie-
mens®) integra, na sua estrutura, um canal de peroxi—
dase, onde circula um reagente que gera peroxido de
hidrogénio. Nas cé¢lulas onde existe peroxidase, o pero-
xido de hidrogénio ¢ decomposto, ocorrendo oxidagao
do agente cromogéneo 4-cloro-1-naftol [26]. Forma-se
assim um precipitado escuro, nos granulos intracelula-
res. A acumulagdo desse precipitado ¢ abundante nos
eosinofilos e neutrofilos, escassa em mondcitos, e au-
sente em linfocitos e basofilos [26]. Alem das células
normais, o canal de peroxidase também permite a de-
tagao de celulas de maiores dimensoes, negativas para a
peroxidase, que identifica como de large unstainded cells
(LUC) [26].

Nos doentes com malaria, a presenca de LUC, corres-
ponde, regra geral, a linfocitos ativados na sequéncia
da resposta imunologica contra a infegao [15]. O 2° he-
mograma desta doente realizado no SU revelou 8% de
LUC. Foi esta alteragao encontrada no hemograma que
motivou a observagao do ESP, para contagem diferen-
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