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RESUMO

O hemograma é o exame que fornece o numero de plaquetas por milimetro
cubico. A contagem de plaquetas € extremamente importante para avaliar
amostras de pacientes com plaguetopenia ou plaquetose. O objetivo deste
trabalho foi relatar a inter-relacdo do uso do anticoagulante EDTA na presenca
de pseudoplaquetopenia. A natureza fisiopatolégica da pseudotrombocitopenia
induzida pelo EDTA é, ainda, incerta. O EDTA altera a conformacdo das
glicoproteinas das plaquetas e aglutininas anticoagulantes-dependentes ligam-
se a varias plaquetas alteradas, resultando em agregacdo plaquetéria.
Considerando a frequéncia estimada, a pseudotrombocitopenia representa um
problema clinico de grande importancia, uma vez que pode resultar em

diagnéstico errbneo, com conduta terapéutica inadequada.
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1. INTRODUCAO

As plaquetas sédo derivadas de megacariécitos, células multinucleadas
presentes em pequeno nimero na medula G6ssea'. As plaquetas, ou
trombdcitos, sdo células discoides, heterogéneas em relagdo ao tamanho,
densidade e caracteristicas de coloracdo®. S&o anucleadas com diametro entre
2 a 3 um, espessura em torno de 1.0 um e volume de 7.0 fl.. Aproximadamente
um terco das plaquetas sédo sequestrados no baco e os outros dois tercos se
encontram em circulagdo, apresentando uma meia vida de aproximadamente
dez dias, ap6s o qual sdo removidas pelos macréfagos®. A concentracdo de
plaguetas na corrente sanguinea tem como valor de referencia de 150.000 a

450.000/mm? em pessoas saudaveis®.

Apresentam um importante papel na hemostasia primaria, cujo objetivo é
interromper sangramentos provenientes de uma lesdo vascular, preservando
assim a integridade do vaso. Quando h& uma lesao vascular, as plaquetas se
aderem agregando-se umas as outras, formando o tampéo plaguetario. Com
isso ha a ativacdo da cascata de coagulacédo, formando uma rede de fibrina,
finalizando o processo com a fibrindlise, ou seja, dissolucdo do coagulo. A
principal funcao das plaquetas, portanto, é formacédo do tampdao plaquetario e a
acao pro-coagulante, interagindo com os fatores de coagulacdo e receptores

especificos, que estdo localizados nas superficies das plaquetas®.
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A contagem de plaguetas em amostras sanguineas € utilizada para
detectar a trombocitopenia, que se caracteriza pelo numero abaixo da faixa de
referencias ou trombocitose, que define um numero acima da faixa de
referencia. A producédo diaria de plaguetas €, em média, de 15.000 a 45.000. A
flutuacé@o € minima no periodo de 24 horas. O nivel de trombopoietina aumenta
conforme o numero de plaguetas diminui e vice-versa. Na auséncia de
trombopoietina, a massa de megacaridcitos pode diminuir em até 80%. O uso
de trombopoietina exdgena pode aumentar os megacariocitos em trés dias e as

plaguetas aumentam em cinco dias”®.

A plaguetopenia é a causa mais comum de sangramento anormal e
costuma ser o resultado de quatro fatores, que podem atuar em conjunto ou

isoladamente:



e Plaquetopenia resultando de artefato (por exemplo, contagem ou
consumo inadequado);
e Déficit na producéo de plaquetas;

e Destruicdo aumentada;

Distribuicdo anormal®.

Quando o paciente apresenta numero baixo de plaquetas normal, na
auséncia de uma historia clinica consistente, é possivel suspeitar que esteja
ocorrendo  um caso de pseudoplaguetopenia. Apesar de a
pseudoplaquetopenia ser a causa mais comum de artefatos, ndo deve-se
esquecer de outras causas como presenca de plaquetas gigantes ou
satelitismo plaquetéario. A pseudoplaguetopenia € normalmente causada pelo

anticoagulante EDTA (um quelante do calcio)®.

2. OBJETIVO

Realizar uma reviséo bibliogréfica a respeito do uso do anticoagulante
EDTA e sua interferéncia na contagem eletrbnica em pacientes com

pseudoplaquetopenia.

3. DISCUSSAO

As plaquetas sdo derivadas de megacariécitos, células multinucleadas
presentes em peqgueno numero na medula 6ssea. Os megacariécitos sao
derivados de células-tronco sob influéncia de fatores de crescimento
(interleucina 3, interleucina 6, fator estimulante de colénias de macréfago-
granulécito, interleucina 11) e uma trombopoietina especifica®. Essa
trombopoetina € produzida no figado, e atua sobre a proliferacdo e maturacéo

citoplsmatica do megacariocito®.

Apoés serem liberadas da medula 6ssea, aproximadamente um terco das
plaguetas é sequestradas pelo baco e os outros dois tercos sdo encontrados
em circulagdo. As plaquetas circulantes estdo em uma concentragdo de
150.000 a 450.000 /mms °%,



Antes da automacédo o plaquetograma era constituido por contagem de
plaguetas e avaliagdo morfolégica das plaquetas, através de microscopia. A
contagem das plaquetas era feita por duas metodologias:

» Método direto: - Rees-Ecker: utiliza a cAmara de Neubauer (cinco quadrantes,
sendo quatro com 16 quadrantes menores e um com 25 quadrantes maiores) e
visualiza¢do microscoépica para a contagem de plaquetas;

» Método indireto: - Método de Fonio: utiliza esfregaco corado com corantes
hematolégicos derivados de Romanowsky e realiza a contagem em relacdo ao
namero de hemacias. Em cada campo microscopico com 1.000 hemacias
contam-se as plaguetas e realiza-se uma regra de trés em relagdo ao numero
global de hemécias®.

Atualmente, o plaquetograma é composto por: contagem de plaguetas
automatizada (impedancia/citometria de fluxo ou por laser), medida do tamanho
plaguetario - Volume Plaquetario Médio (VPM), hematécrito da plagueta —
Plaquetdcrito, e o indice de Variacdo no tamanho das plaquetas (PDW)?. Estes
parametros tornaram-se mais importantes devido aos avan¢os da tecnologia
dos contadores hematolégicos’. Todas as amostras de sangue com baixa
contagem de plaquetas devem ter as laminas examinadas ao microscépio para
excluir agregacao plaquetaria e satelitismo®.

O uso de anticoagulantes em tubo de coleta de amostras sanguineas
pode causar alteracbes nos resultados de contagem plaquetaria, como a
pseudoplaquetopenia. A pseudoplaquetopenia consiste na contagem baixa de
plaguetas em amostras de sangue colhidas em etilenedinitrilotetraacetato
(EDTA). Essa diminuicdo é consequente a aglutinacdo das plaquetas ou, mais
raramente, a formacdo de rosetas de plaguetas em torno dos neutrofilos, um
fendbmeno referido como satelitismo plaquetario. A aglutinacdo das plaguetas
pode resultar na formacao de grumos de tamanho similar aos dos leucdcitos, e
o contador automético é incapaz de distinguir tais grumos, reconhecendo-os
como leucdcitos e fornecendo contagem falsamente elevada ou
pseudoleucocitose?.

O EDTA altera a conformacdo das glicoproteinas das plaquetas e
aglutininas anticoagulantes-dependentes (IgG, IgA ou IgM) ligam-se a varias
plaguetas alteradas, resultando em agregacdo plaquetaria. Ha evidéncias de

que a principal glicoproteina alterada seja a glicoproteina Ilb/llla **. Na



presenca de agregados plaquetarios multiplos, os aparelhos automatizados
nao conseguem identificar adequadamente as plaquetas, resultando em
namero errbneo. Tal erro pode ser corrigido com visualizacdo do esfregaco

periférico®.

A natureza fisiopatolégica da pseudotrombocitopenia induzida pelo
EDTA &, ainda, incerta. No entanto, tem sido proposto que auto-anticorpos
presentes no plasma reconhecem e se ligam a um epitopo da glicoproteina llb
(GPIIb), integrante do complexo GPIlIb/llla da superficie plaquetaria,
promovendo a aglutinagdo das plaquetas. Esse epitopo somente € exposto na
presenca de EDTA" A fisiopatologia da producdo de tais anticorpos €
desconhecida e a presenca desses no plasma é flutuante, podendo alternar

periodos em que se detecta ou ndo uma pseudotrombocitopenia®.

Utilizando a técnica de imunofluorescéncia foi possivel identificar varias
classes de anticorpos ligados ao epitopo da GPIb/llla, em casos de
pseudotrombocitopenia induzida pelo EDTA, como imunoglobulina da classe G
(IgG) (subclasses IgG1, IgG2, 1gG3 e 1gG4), imunoglobulina da classe M (IgM)
e imunoglobulina da classe A (IgA). Esses anticorpos reagem melhor em
temperaturas inferiores a temperatura ambiente. A ligacao anticorpo-GPlIb/llla
foi detectada na presenca de varios sais do EDTA (NaEDTA, K;EDTA,
KsEDTA e MQEDTA) e do etileno glycol bis b-aminoetil éter (K:EGTA).
Plaquetas de individuos portadores da trombastenia de Glanzmann né&o
reagem com esses anticorpos. A trombastenia de Glanzmann € uma doenca
hemorragica hereditaria, associada a mutacdes dos genes responsaveis pela
sintese da GPllb e GPllla, o que leva a um comprometimento da agregacéao
plaquetaria®. Tal observacdo confirma o envolvimento da GPlib/llla na
aglutinacéo induzida pelo EDTA>®. Deve-se utilizar o tubo com citrato para
estimar o numero de plaquetas, sendo este o0 exame mais rapido para deteccao

da pseudoplaquetopenia®.

Considerando a frequéncia estimada, a pseudotrombocitopenia
representa um problema clinico de grande importancia, uma vez que pode
resultar em diagnodstico errdneo, solicitagdo desnecessaria de exames

laboratoriais e conduta terapéutica totalmente inadequada, incluindo a



transfusdo de plaquetas e, até mesmo, a esplenectomia. Vale ressaltar que, de
modo geral, os individuos em que se detecta pseudotrombocitopenia ndo tém
histéria clinica de sangramento e marcadores auto-imunes. O tempo de sangria
estd normal e o volume plaquetario médio (VPM) ndo é alterado, o que
confirma que a diminuicdo das plaquetas encontrada €, inquestionavelmente,
induzida in vitro
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