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Hemofagocitose em cultura de sangue periférico
precedendo hemofagocitose em bidpsia
de medula éssea na sindrome hemofagocitica secundaria

Hemophagocytosis in peripheral blood culture preceding hemophagocytosis
in bone marrow biopsy in secondary hemophagocytic syndrome
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RESUMO ‘

A sindrome hemofagocitica é determinada por desregulagéo do
sistema imunolégico, caracterizada por ativagdo excessiva de ma-
créfagos, resultando em fagocitose de células sanguineas normais
no figado, bago e medula 6ssea. Pode ser primaria (genética)
ou secundaria (adquirida). Em adultos quase sempre é secun-
daria, tendo infecgbes, neoplasias e doengas autoimunes como
frequentes desencadeadores. Entre as principais manifestacoes
da sindrome estéao febre prolongada e hepatoesplenomegalia. O
diagndstico até o momento é confirmado pelo achado de hemofa-
gocitose em bidpsia de medula 6ssea. Entretanto, é descrito que a
biopsia de medula 6ssea é normal nos primeiros dias de manifes-
tagdes da sindrome. O presente relato tem como objetivo mostrar
a observacgao de hemofagocitose em cultura de células de sangue
periférico de paciente de 29 anos precedendo a hemofagocitose
em biépsia de medula éssea. A paciente apresentava diferentes
infeccdes, com grave comprometimento do estado geral e sem
melhora com o tratamento das infec¢des. O achado laboratorial
permitiu o tratamento precoce da sindrome hemofagocitica e a
melhora da paciente. No presente relato a técnica utilizada esta
descrita detalhadamente para que possa ser reproduzida, além
de ser apresentada uma revisdo ndo sistematica da literatura
sobre a sindrome.

Descritores: Linfo-histiocitose hemofagocitica, hiperferritinemia,
infecgcao persistente.

‘ ABSTRACT

Hemophagocytic syndrome, which is caused by dysregulation of
the immune system, is characterized by excessive macrophage
activation, resulting in phagocytosis of normal blood cells in the
liver, spleen, and bone marrow. It can be primary (genetic) or
secondary (acquired). In adults, it is almost always secondary,
with infections, neoplasms, and autoimmune diseases as frequent
triggers. The main manifestations of this syndrome are prolonged
fever and hepatosplenomegaly. Currently, diagnosis is confirmed
through finding hemophagocytosis in a bone marrow biopsy.
However, it has been reported that bone marrow biopsy results
are still normal on the first day the syndrome manifests. Here we
report observing hemophagocytosis in cultured peripheral blood
cells from a 29-year-old patient prior to finding hemophagocytosis
in bone marrow biopsy. The patient had various infections and a
poor general condition, which did not improve after treating the
infections. The laboratory findings allowed early treatment of
hemophagocytic syndrome and the patient improved. We describe
our technique in detail so it can be reproduced, and we provide a
non-systematic review of the literature on the syndrome.

Keywords: Hemophagocytic lymphohistiocytosis, hyperferritinemia,
persistent infection.
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Introducéo

A sindrome hemofagocitica ou linfo-histiocitose
hemofagocitica (HLH) ou sindrome de ativacao ma-
crofagica é determinada por aumento de citocinas
pré-inflamatdrias, com ativagao excessiva de macrofa-
gos, resultando em fagocitose de células sanguineas
normais no figado, bago e medula 6ssea.

As principais manifestacdes séo: febre (geralmente
prolongada e acima de 38,5 °C) e hepatoesplenome-
galia. Podem estar presentes manifestagcbes: gerais
(mal estar, astenia); hematoldgicas (coagulopatia,
petéquias, purpura, equimose, epistaxe); hepaticas;
esplénicas; gastrointestinais (hematémese, ascite,
diarreia, vomitos, dor abdominal, hemorragia diges-
tiva baixa); cutédneas (erupcéo eritematosa, edema,
noédulos subcuténeos); respiratdrias (tosse, dispneia,
insuficiéncia respiratoria); geniturinarias (sindrome
nefrotica, insuficiéncia renal); distirbios do sistema
nervoso central (estado mental alterado, convulsodes,
encefalopatia, coma); e transtornos psiquiatricos (alte-
racdes de humor, delirio e psicose)!-2. E necessaria a
investigacéo de HLH em casos de citopenia febril, pois
o retardo do diagnéstico leva a disfungao de multiplos
orgédos e maior mortalidade.

As manifestacdes laboratoriais mais frequentes
da HLH sao: citopenias (anemia, trombocitopenia,
neutropenia); aumento de ferritina e de triglicérides;
diminuicao de fibrinogénio; hemofagocitose tecidual;
diminui¢éao da funcéo de células T e NK; aumento do
receptor soltvel da interleucina-2 (sIL-2R ou CD25)23,
Outras alteragdes também podem ser observadas,
como aumento dos testes inflamatdrios (PCR e VHS);
aumento da lactato-desidrogenase; pleocitose do
liquido cefalorraquidiano; aumento de transaminases
hepaticas, bilirrubina total, ureia, creatinina; aménia
normal ou levemente elevada; hipoalbuminemia;
hiponatremia?3.

As causas de HLH podem ser primarias ou secun-
darias, ambas com alta mortalidade. A HLH primaria
esta relacionada a mutacdes genéticas em PRF1,
UNC13D, STX11, STXBP2, SH2D1, XIAF, RAB27A,
LYST, AP3B1, NLRC4, MAGTT1, ITK ou CD27, sendo
mais frequente em criangas até 18 meses, mas pode
eventualmente ocorrer em qualquer idade. A incidén-
cia da primaria varia de 1 para 50.000 a 1.000.000
nascidos vivos, sem predominio de sexo8. O perfil etio-
I6gico de HLH secundaria varia muito em diferentes
locais, sendo as etiologias infecciosas mais comuns
nos Estados Unidos, Franca, Espanha e Coreia do
Sul, e as neoplasicas mais frequentes na ltalia, China,

Japao e Taiwan'. Na América do Sul existem poucos
casos descritos de HLH.

Habitualmente células TCD8 e NK liberam perfu-
rinas (formam poros na superficie da célula-alvo) e
promovem a ativacdo de granzimas (desencadeiam
a apoptose)34. Para tanto, perfurinas e granzimas
precisam ser sintetizadas, transportadas, englobadas
em granulos citoliticos e secretadas por TCD8 e NK.
Mutacbes em genes que transcrevem proteinas en-
volvidas nestes quatro processos causam sindrome
hemofagocitica primaria, por incapacidade de inter-
romper o estimulo antigénico, resposta imunoldgica
permanentemente ativada, e aumento persistente das
citocinas pro-inflamatorias TNF-o., IFN-y, IL-18, IL-2,
IL-6, IL-12, IL-16, IL-183. H& também aumento da
resposta anti-inflamatdria, com aumento de IL-10; en-
tretanto, esta resposta compensatéria nao é suficiente
para interromper a hiperativagdo macrofagicas. O
microambiente de aumento de citocinas pré-inflama-
térias resulta em ativacéo persistente de macréfagos,
causando hemofagocitose, lesao tecidual, faléncia de
orgaos e outras manifestagdes de HLH34.

A hipétese diagnéstica de HLH é feita por pon-
tuacdes, segundo escores: HScore ou HLH-2004
(utilizado no presente relato) - ambos utilizados em
adultos, tendo a mesma sensibilidade e especificida-
de; e HScore para criangas - HLH-200434,

O tratamento baseia-se em controlar o excesso
da resposta imunoldgica, utilizando-se potentes
imunossupressores, imunoglobulina humana, corti-
costeroides em altas doses e plasmaférese, além do
tratamento da doenca de base e dos danos multior-
ganicos envolvidos.

O presente relato tem como objetivo mostrar a
observagdo de hemofagocitose em cultura de cé-
lulas de sangue periférico de paciente de 29 anos
precedendo a hemofagocitose em bidpsia de medula
0ssea, e descrever detalhadamente a técnica utilizada
para a observacdo da hemofagocitose em sangue
periférico.

Relato de caso

Paciente do sexo feminino, 29 anos, natural da
Bahia, procedente de Sao Paulo, Brasil, trabalhado-
ra de coleta de lixo para reciclagem, portadora de
infecgcao por HIV (ha trés anos havia abandonado o
tratamento) e doenca renal cronica (glomeruloesclero-
se segmentar e focal colapsante) por HIV. Procurou
servico de emergéncia por falta de ar, cansaco, e
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tosse produtiva ha cinco semanas, com piora da
dispneia ha um dia. Foi internada e apresentou
duas crises convulsivas, controladas com fenitoina.
Apresentava-se consciente e orientada em tempo
e espago, hepatomegalia (3 cm), percussédo com
macicez no espacgo de Traube, linfonodos inguinais
indolores, palpaveis (2 cm) bilateralmente, sem sinais
flogisticos, saturacdo de 96% em uso de cateter de
oxigénio, taquicardia (135 bpm). Durante os seis me-
ses de internagéo subsequentes apresentou febre di-
aria de origem indeterminada, herpes cuténeo crénico
em regido perineal, infeccdo por Citomegalovirus,
candidemia, tuberculose pulmonar e miocardite viral.
No sexto més de internagéao a paciente apresentou
importante deterioragédo clinica, com quadro de
sindrome da resposta inflamatéria sistémica. Os
exames laboratoriais mostraram culturas negativas
para possivel bacteremia, pancitopenia, TCD4 11
células/mma3, hipertrigliceridemia e hiperferritinemia.
Diante do quadro clinico e laboratorial foi aventada
a hipotese de sindrome hemofagocitica. O Hscore
for Reactive Hemophagocytic Syndrome?® indicou
96% de chance de HLH. Tendo em vista a hipotese
de sindrome hemofagocitica, foi realizada bidpsia
de medula éssea, com resultado histopatolégico
normal. Foi entdo realizada cultura de fagdcitos do
sangue periférico, mostrando hemofagocitose em
sangue periférico (Figura 1), iniciando-se tratamento
para HLH. Trés dias depois da cultura de sangue
mostrar hemofagocitose, nova bidpsia de medula
O0ssea foi realizada, agora revelando sindrome
hemofagocitica.

Apds o diagndstico pela cultura de células, de-
vido a indisponibilidade de outras medicacdes no
hospital de atendimento e diante da piora rapida
e progressiva da paciente foi realizada pulsotera-
pia com metilprednisolona (1 g EV por trés dias).
Apods trés dias de tratamento com corticosteroide
a paciente apresentou remissao do quadro febril,
melhora da dispneia, tornando-se confortavel em
ar ambiente, sem necessidade de suplementacao
com oxigénio; a frequéncia cardiaca caiu de 135
para 80-90 bpm. Apds uma semana, a analise
laboratorial mostrou diminuicdo da ferritina (2756
para 1075 ng/mL) e melhora da anemia (6,1 para
11,9 g/dL). Depois de quatro semanas a paciente
continuou com melhora do estado geral, perma-
necendo afebril, eupneica, com frequéncia cardi-
aca normal, ganhando 5 kg de peso corporal, os
exames laboratoriais hematoldgicos e as provas
inflamatdrias se normalizaram. Assim, a paciente

Mondcito

Neutréfilo

Figura 1

Cultura de células do sangue periférico mostrando hemofa-
gocitose por neutrdfilos e por mondcitos. As setas indicam
hemacias fagocitadas por neutréfilos (fotos A e C) e por
mondcitos (fotos B e D) de sangue periférico

recebeu alta hospitalar apds a resolugcdao completa
das manifestacbes de HLH.

Discussao

A paciente apresentava febre alta e prolongada,
hepatoesplenomegalia, sem sinais caracteristicos de
determinada infeccgao, além de resposta insatisfatéria
aos medicamentos. Apresentava ainda fatores de risco
para desenvolver a sindrome hemofagocitica secun-
daria: histéria de HIV, tuberculose prévia e tratamento
para citomegalovirus ao longo da internagao'#45.
Tais fatores, associados as manifestacdes clinicas
apresentadas pela paciente (febre alta e persistente,
hepatoesplenomegalia, adenomegalia, pancitopenia
e culturas negativas) foi feita a hipétese de HLH'2,
Tal doenga, embora rara, tem uma maior incidéncia
em portadores de HIV e de tuberculose, com pior
prognéstico em pacientes com infeccao ativa®.

A HLH secundéria pode ser dividida em dois
subgrupos: com desencadeantes infecciosos (virais,
bacterianos, parasitarios, fungicos) e nao infecciosos
(neoplasias, doengas autoimunes, medicamentos
e outras etiologias). Um terco de HLH secundaria
apresenta mais de uma causa'-4. A incidéncia da HLH
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secundaria é de 1:800.000 individuos, predominando
em adultos, com média de idade de diagndstico aos
50 anos, e é mais prevalente no sexo feminino’.

A paciente apresentava diferentes causas infe-
ciosas que poderiam desencadear HLH: HIV, tuber-
culose, Citomegalovirus. As causas infecciosas mais
frequentes de HLH s&o: infec¢gdes por HIV e por
Epstein-Barr virus'#. Entre outros desencadeantes
virais encontram-se: herpes virus, Citomegalovirus,
virus de hepatite A,B,C, Parvovirus B19, Influenza
virus € mais recentemente infeccdo por SARS-
CoV-28. Sao referidas também infecdes bacterianas
(Mycobacterium tuberculosis, S. aureus, E. coli
e Rickettsia spp.), parasitarias (Leishmania spp.,
Plasmodium spp., Toxoplasma spp.) e fungicas
(Histoplasma spp.)1:3-5.7,

As causas nao infecciosas de HLH devem ser
afastadas pelo quadro clinico ou laboratorial, como
no presente caso. Os principais desencadeantes
ndo infecciosos sao: neoplasias (especialmente
hematoldgicas, como linfomas, leucemias e tumores
sélidos); doencgas autoimunes (IUpus eritematoso sis-
témico, doenca de Still, artrite reumatoide, vasculites
e doencgas inflamatdrias intestinais); medicamentos
(metotrexato, anti-inflamatérios ndo hormonais, an-
ticonvulsivantes, imunossupressores, quimioterapia,
sais de ouro, sulfasalazina); procedimentos médicos
(cirurgias, biopsias, nutricao parenteral, hemodialise,
transplantes hepatico e renal); outras doencas (dia-
betes, doencas hepaticas crbnicas); e gestacédo’-3.

No processo de diagndstico da HLH é ainda
importante excluir outras causas de imunodesregu-
lacdo sistémica, como sepse, sindrome da resposta
inflamatéria sistémica e sindrome de disfungcéo de
multiplos 6rgaos, que apresentam quadros clinicos
semelhantes?-3, geralmente com evolugdo mais ra-
pida, diferente do presente relato.

A hipétese diagndstica da paciente foi feita pelo cri-
tério HLH-2004: presenca de febre, esplenomegalia,
citopenias, hipofibrinogenemia, hipertrigliceridemia,
ferritina acima de 500 pg/L, resultando em escore de
96% de chance de ter HLH. A hipdtese diagndstica
de HLH é feita na presenca de cinco dos oito critérios
clinicos do escore HLH-2004: (1) febre > 38,5 °C;
(2) esplenomegalia; (3) citopenia de duas ou mais
séries: hemoglobina < 9 g/L, ou plaquetas < 100.000
cels./mms3, ou leucécitos < 3.000 cels./mms3, ou neu-
tréfilos < 1.000 cels./mm3; (4) hipertrigliceridemia
> 265 mg/dL e/ou hipofibrinogenemia < 150 mg/dL;
(5) hemofagocitose em medula 6ssea, bago, figado

ou linfonodos; (6) atividade de células NK baixa ou
ausente; (7) hiperferritinemia > 500 ng/mL; (8) CD25
soltvel ou sIL-2R > 2.400 U/mLS8.

O diagnostico de certeza é feito pela observagao
de hemofagocitose em bidpsia de medula dssea.
Entretanto, tal biépsia costuma ser normal nos pri-
meiros dias das manifestagdes clinicas da sindrome,
como aconteceu no presente caso, € mesmo a ausén-
cia de hemofagocitose na bidpsia de medula dssea
nao exclui HLHS.

A cultura de células do sangue periférico mostrou
presenca de células sanguineas ou fragmentos das
mesmas no interior de fagdcitos mononucleares e
de neutrdfilos. Assim, recebeu o diagndstico de HLH
antes mesmo do aparecimento de hemofagocitose
na medula éssea, e na falta de exames nao dispo-
niveis, como atividade de células NK e dosagem de
IL-2R™.

A cultura de fagoécitos no presente estudo foi re-
alizada a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO,. Os
fagécitos do sangue periférico foram isolados por
sedimentacdo espontanea®. A técnica de sedimen-
tacdo espontanea garante uma suspencao celular
com cerca de 77% de neutréfilos'0. As demais células
presentes sdo, em ordem de quantidade: heméacias,
eosindfilos, mondcitos e linfécitos. Assim, a cultura
realizada desta forma permite o contato direto en-
tre os diferentes tipos celulares, possibilitando que
hemacias sejam fagocitadas por outras células san-
guineas, como ocorre na sindrome hemofagocitica,
possibilitando o diagnostico de HLH no presente
relato. A literatura mostra que a biépsia de medula
ossea geralmente apresenta-se normal nos primeiros
dias da sindrome.

O tratamento precoce de HLH é de fundamental
importancia para a sobrevida dos portadores. A HLH
convencionalmente é tratada com etoposide, rituxi-
mabe, ruxolitinibe ou emapalumabe'-13, podendo ser
utilizado transplante de células-tronco hematopoiéti-
cas em pacientes refratarios ao tratamento. Devido a
indisponibilidade das drogas de primeira linha e em
virtude da piora do quadro clinico foi instituida tera-
péutica de segunda opcao: indugéo de pulsoterapia
com metilprednisolona. Mesmo n&do sendo a primeira
linha de tratamento, o uso de corticosteroides e o
tratamento das infecgbes desencadeantes permitiu
o controle das manifestacgdes clinicas e laboratoriais.
Apbs o tratamento do estado hiperinflamatorio, a pa-
ciente apresentou remissao completa do quadro febril,
melhora da dispneia, tornando-se confortavel em ar
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ambiente e melhora dos exames laboratoriais. Apds
quatro semanas houve regressao total do quadro,
melhora do estado geral, permitindo que a paciente
recebesse alta com acompanhamento ambulatorial.

Conclusao

A cultura de sangue periférico do presente relato
mostrou sindrome hemofagocitica por fagécitos neu-
trofilicos e mononucleares precedendo a hemofago-
citose apontada pela bidpsia de medula 6ssea.

O presente caso foi apresentado para mostrar
que a cultura de sangue periférico pode auxiliar nos
casos de hipétese clinica de sindrome hemofagocitica
que apresentem bidpsia normal de medula dssea
ao inicio do quadro.
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