o

50
3 Instituto Politécnico de Coimbra
: A
o Escola Superior de Tecnologia da Saude de Coimbra
00 Instituto Politécnico
(*] Departamento de Analises Clinicas e Saude Publica de Coimbra

ESCOLASUPERIOR DE
TECNCLOGIA DA SAUDE
NF COHMBRA - 1PC

CONTAGEI\/I,AUTOMATICA DE PLAQUETAS: ACAO DE UM
AMINOGLICOSIDEO NA PSEUDOTROMBOCITOPENIA INDUZIDA
PELO ACIDO ETILENODIAMINOTETRACETICO TRIPOTASSICO

PATRICIA ALEXANDRA DA SILVA FERREIRA

Coimbra

2013



o

o @
g Instituto Politécnico de Coimbra
S A\
9] Escola Superior de Tecnologia da Saude de Coimbra
00 Instituto Politécnico
o Departamento de Andlises Clinicas e Salide Publica de Coimbra

ESCOLA SUPERIOR DE
TECNOLOGIA DA SAUDE
NF COUMRBRA - IPC

CONTAGEI\/I,AUTOMATICA DE PLAQUETAS: ACAO DE UM
AMINOGLICOSIDEO NA PSEUDOTROMBOCITOPENIA INDUZIDA
PELO ACIDO ETILENODIAMINOTETRACETICO TRIPOTASSICO

Dissertacao apresentada a Escola Superior de Tecnologia da Saude de Coimbra
para cumprimento dos requisitos necessarios a obtencao do grau de Mestre em
Analises Clinicas e Saude Publica — Especializacdo de Hematologia e Imunologia
Clinico-Laboratorial, realizada sob a orientacdo cientifica da Doutora Maria
Leticia Ribeiro, Professora Adjunta Escola Superior de Tecnologia da Salde de
Coimbra e co-orientacdo do Mestre Rogério Filipe de Cerqueira Barreira,

Professor Assistente da Escola Superior de Tecnologia da Saude de Coimbra.



Agradecimentos

Agradeco a Professora Doutora Maria Leticia Ribeiro por me ter permitido realizar
este trabalho no Servico de Hematologia do Hospital Geral, Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra, bem como por toda a disponibilidade, empenho,
esforco e dedicacdo na correcéo desta tese de dissertacao.

Agradeco ao Mestre Rogério Cerqueira Barreira pela orientacdo dada, pela
revisdo, e por todo o apoio e compreensdo durante a realizacdo deste trabalho.
Agradeco a Ana Teresa Simdes por se ter demonstrado sempre disponivel, bem
como por todos os comentarios e sugestdes dadas na revisao do trabalho.
Agradeco a Nadia Osorio pela sua disponibilidade, sugestées, revisdo do trabalho
e pelo enorme apoio e compreensdao. Agradeco ainda toda a Amizade
demonstrada durante este percurso.

Agradeco aos meus pais e restante familia pela motivacao, apoio e compreensao
incondicional durante todo o percurso.



Juri

Especialista em Analises Clinicas e Salde Publica Ant6nio José dos Santos
Gabriel

Professor Adjunto da Escola Superior de Tecnologia da Saide de Coimbra

Doutora Maria do Céu Rodrigues Monteiro

Professora da Cooperativa de Ensino Superior Politécnico e Universitario

Doutora Maria Leticia Ribeiro

Professora Adjunta da Escola Superior de Tecnologia da Saude de Coimbra

Mestre Rogério Filipe de Cerqueira Barreira

Professor Assistente da Escola Superior de Tecnologia da Saude de Coimbra



Resumo

Palavras -chave

Introducdo : A pseudotrombocitopenia dependente de EDTA (EDTA-PTCP)
consiste numa falsa diminuicdo na contagem de plaquetas (PLT), em amostras
de sangue colhidas em EDTA, devido a aglutinacdo plaquetar. Estudos
publicados referem que a aglutinacédo plaquetar na presenca de EDTA se pode
evitar e dissociar com a adicdo de um aminoglicosideo.

Objetivos: 1) avaliar a eficacia do aminoglicosideo gentamicina (Gent) na
dissociacao de aglutinados plaguetares em amostras de sangue total colhidas em
EDTA; 2) verificar se existem alteragbes nos outros parametros hematoldgicos e
na morfologia do sangue periférico, apos adicdo de Gent; 3) detetar o
envolvimento das fracdes GPIIb ou GPIlla do complexo GPIIb/llla ho mecanismo
de formacéo dos aglutinados plaquetares induzidos pelo EDTA.

Material e Métodos : 145 amostras de sangue periférico em EDTA-K; e com
trombocitopenia, processadas no CELL-DYN SapphireTM. De acordo com padréo
gréfico caracteristico em Mono-Poly |, amostras reprocessadas apo6s adicdo de
20 yL de Gent, com a mesma metodologia. Esfregacos de sangue periférico
(ESP) corados por May-Griinwald-Giemsa. 13 amostras processadas com
contagem imunoldgica de PLT (CD61), antes e ap6s Gent. Comparacdo dos
valores dos diferentes parametros antes e apos adicdo de Gent: Teste t-student
emparelhado, significado estatistico: p<0,05.

Resultados : 138 amostras com diferenca estatisticamente significativa na
contagem de PLT antes e apés Gent, com desaparecimento do padréo inicial em
Mono-Poly I: 97 EDTA-PTCP (p<0,0001) e 41 trombocitopenias reais (p<0,0001).
Sete amostras sem aumento na contagem de PLT (p=0,15) com Gent, nem
alteracdo em Mono-Poly |, sugerindo presenga de microcoagulos, confirmados
em ESP. Principais parametros hematolégicos sem diferencas significativas
(p>0,05), ap6s adicdo de Gent, com excecao do VPM (p<0,0001) e Ptc
(p<0,0001). Morfologia do sangue periférico sem alteracdes. As treze amostras
processadas com CD61 antes de Gent tinham um nimero de PLT superior ao
obtido na contagem 6tica antes de Gent.

Conclusbes : A adicdo de Gent as amostras em EDTA induz uma rapida
dissociacdo dos aglutinados, sem causar alteracbes morfolégicas nem dos
principais parametros hematoldgicos. Apenas a GPIIb parece estar envolvida no
mecanismo de formacdo dos aglutinados plaquetares. O uso de Gent revelou-se
muito Util, rapido e com baixo custo nas EDTA-PTCP, permitindo rentabilizar a
tecnologia existente, com grande beneficio para o doente.

EDTA-PTCP, aglutinados plaquetares, plaquetas, Mono-Poly |, aminoglicosideo,
CD61



Abstract

Keywords

Introduction : EDTA-induced pseudothrombocytopenia (EDTA-PTCP) is a
spuriously low platelet count, in blood samples anticoagulated with EDTA, caused
by platelet agglutination. It was reported that platelet agglutination in the presence
of EDTA can be prevented and dissociated by the addition of an aminoglycoside.
Objectives: 1) to evaluate the effect of the aminoglycoside gentamicin (Gent) in
dissociation of platelet agglutinates in blood samples, anticoagulated with EDTA;
2) verify if there are any changes in the other hematological parameters, as well
as in peripheral blood morphology, after addition of Gent; 3) to detect the
involvement of GPIIb or GPlIlla fractions of GPIIb/llla complex in the mechanism
of platelet agglutinates formation.

Material and Methods: 145 peripheral blood samples in EDTA-K; and with
thrombocytopenia, processed in CELL-DYN SapphireTM. Accordingly to a typical
graphic pattern in Mono-Poly |, samples reprocessed, with the same methodology
after addition of 20 uL of Gent. Peripheral blood smears (ESP) stained by May-
Grinwald-Giemsa. 13 samples processed with immunologic platelet count
(CD61), before and after addition of Gent. Comparasion of the different
parameters values before and after addition of Gent: Student paired t test,
statistically significant: p<0,05.

Results: 138 samples with statistically significant difference in platelet count
before and after Gent, with disappearance of the initial pattern on Mono-Poly I: 97
EDTA-PTCP (p<0,0001) and 41 real thrombocytopenias (p<0,0001). Seven
samples without increase in platelet count (p=0,15) with Gent, neither change in
Mono-Poly I, suggesting the presence of platelet clumps, confirmed in ESP.
Principals hematological parameters without significant differences (p=0,2096),
after addition of Gent, except VPM (p<0,0001) and Ptc (p<0,0001). No changes in
peripheral blood morphology. The thirteen samples processed with CD61 before
Gent had a superior platelet number obtained in the optical count before Gent.
Conclusions: The addition of Gent to the blood samples anticoagulated with
EDTA induces a fast dissociation of agglutinates, without causing morphologic
changes or in the principals hematological parameters. Only GPIIb appears to be
involved in the mechanism of platelet agglutinates formation. The use of Gent
proved to be very useful, fast and with low cost in EDTA-PTCP, allowing an
optimized use of the existing technology, with great benefit for the patient.

EDTA-PTCP, platelet agglutinated, platelets, Mono-Poly |, aminoglicosyde, CD61
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO
1.1. Plaqueta

Em 1882, o patologista italiano Giulio Bizzozero reconheceu as plaquetas (PLT)
como uma estrutura celular diferente das outras células sanguineas e o seu envolvimento
no mecanismo da coagulacado sanguinea in vivo (1,2).

As plaquetas sao pequenas células discéides e anucleadas, com um diametro de

1,5 - 3,5 um e um volume plaquetar médio de 7 - 11 fL (3-5).
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Figura 1 - Imagem microscépica de um esfregago de s  angue periférico evidenciando as plaguetas. o
sangue periférico é constituido por plasma e por uma suspenséao de células (plaquetas, glébulos vermelhos e
glébulos brancos). As plaquetas sdo pequenas células com um diametro de 1,5 - 3,5 pm. (May-Griinwald-
Giemsa, x500)

1.1.1. Estrutura plaguetar

A estrutura da plaqueta é complexa, sendo constituida por quatro zonas: a zona
periférica, a zona sol-gel, a zona dos organelos e o sistema membranar (1,5).

A zona periférica engloba a membrana plasmatica e o sistema canalicular aberto
(1,6). A membrana plasmatica incorpora na sua bicamada lipidica varias glicoproteinas
(GP) e lipidos e esta envolvida em varios eventos extra e intra plaquetares, tais como
permeabilidade, ades&o, ativacdo/secrecdo e agregacdo plaquetares (1,5-7). A
membrana plasmatica plaquetar possui invaginacdes que compdem o sistema canalicular

aberto, o qual aumenta a superficie membranar proporcionando mais locais para a
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libertacdo de granulos intracelulares e, também funciona como canal de troca de
moléculas entre o plasma e a plaqueta (3,5,7).

A zona sol-gel é formada pelo citoesqueleto, o qual pode mudar diretamente a
forma da plaqueta, enviar extensbes extracelulares, captar e, de seguida, expulsar
granulos secretores (1,4,5).

A zona dos organelos contém trés tipos de granulos plaquetares: os granulos q,
os granulos densos e os lisossomas (1,3-6). Os granulos a sdo 0S mais numerosos,
cerca de 80 por plaqueta, e contém uma rica diversidade de proteinas e recetores
membranares (albumina, fibrinogénio, factor de von Willebrand (VWF), factor V (FV),
fibronectina, factor plaquetar 4 (PF4), B-tromboglobulina) que suportam muitos processos
na hemostase (3,7). Os granulos densos S840 menos numerosos, cerca de 7 por plaqueta,
e contém elevados niveis de pequenas moléculas (adenosina difosfato (ADP), adenosina
trifosfato (ATP), serotonina, ides de célcio (Ca®")) que ajudam na ativacdo plaquetar e
medeiam a vasoconstricdo (3,6). O papel dos lisossomas € pouco claro, mas ha autores
que sugerem que as enzimas lisossomais libertadas a partir de plaquetas activadas
podem participar na degradacdo do trombo hemostatico (5,6).

O sistema membranar é composto pelo sistema tubular denso, (1) que regula o
transporte de célcio intracelular através da ligacédo, captacdo e libertacdo seletivas dos
catides bivalentes apos a ativacé@o plaquetar (5). Este canal é também o local de sintese

de prostaglandina nas plaquetas (1,5) .

Sistema tubular

Mitocdndria denso

Sistema canalicular

Lisossomas aberto

P

Microtdbulos Filamentos

de actina

Granulos o

Glicogénio Granulos densos

Figura 2 - Diagrama esquematico da estrutura da pla queta. A plaqueta é estruturalmente composta por:
membrana plasmatica (sistema canalicular aberto), citoesqueleto (microtibulos, filamentos de actina),
organelos (mitocéndria), trés tipos de granulos (a, densos e lisossomas) e sistema tubular denso. (adaptado
de Hoffbrand A, 2005)
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1.1.2. Func¢ao Plaquetar

As plaquetas desempenham um papel determinante na hemostase e nos
processos tromboticos. Perante um dano vascular com exposicdo da matriz do
subendotélio, as plaquetas, que normalmente circulam como células isoladas, deslocam-
se até ao local da lesdo onde irdo promover a rapida formacdo de coagulo e a
consequente oclusdo do local lesionado (3,8).

As principais fases da funcdo plaquetar sdo adesao, ativagcdo com alteracdo da
forma da plaqueta e agregacgéao (4). Logo apds a leséo vascular, as plaguetas aderem ao
colagénio exposto através da GPIb/IX/V que se liga ao VWF. Esta etapa facilita a
interacdo das plaquetas com o colagénio e o inicio da fase de ativagcdo. Posteriormente,
gera-se trombina, que também € um forte indutor da ativacdo plaquetar. Uma vez
ativadas, as plaquetas tornam-se esféricas e emitem grandes pseudopodes que
aumentam a interacdo entre as plaquetas adjacentes. As plaquetas ativadas libertam
para 0 meio extracelular compostos solUveis como ADP, tromboxano A,, serotonina,
epinefrina, etc, que vao atuar como agonistas de outras plaguetas induzindo o
recrutamento e a agregacdo que leva ao crescimento do trombo. O que medeia a
agregacado plaguetar é a ligacdo do fibrinogénio secretado pelos granulos plaquetares,
bem como o fibrinogénio plasmatico, ao complexo GPIIb/llla.

Os eventos de vasoconstricdo, adesdo, ativacdo, secrecdo e agregacao

plaguetaria sdo denominados hemostase primaria (4,7-9).

1.1.3. Producéo de plaquetas

As plaquetas sédo pequenos fragmentos do citoplasma dos megacariocitos, sendo
sintetizadas na medula 6ssea. O megacariécito € produzido a partir de um processo de
diferenciacdo da célula estaminal hematopoiética (megacariopoiese) e tem como seu
precursor 0 megacarioblasto. Os megacariocitos sdo uma das maiores células do
organismo e caracterizam-se por conterem um grande nucleo. O nucleo do megacariocito
sofre um processo designado de endomitose, o qual envolve replicagdo nuclear sem
divisdo celular. O megacariécito também sofre uma maturagdo citoplasmatica
significativa, com o desenvolvimento de granulos e organelos. Durante este processo, ha
formacdo de uma rede de microtubulos a partir do centrossoma, a qual se ir4 deslocar
para o coOrtex da célula. Consequentemente, comeca a formacdo de proplaquetas

(precursores das plaquetas) com o desenvolvimento de pseudopodes citoplasméticos
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gue se vao ramificando com o passar do tempo. Todo o citoplasma do megacariécito é
convertido numa massa de proplaguetas. As proplaquetas sdo, entdo, libertadas a partir
da célula. Por fim, ocorre a libertacdo das plaquetas das extremidades das proplaquetas.
Este processo de fragmentacdo do citoplasma do megacariécito € conhecido por
trombopoiese. Cada megacariocito gera cerca de 2000-3000 plaquetas (Figura 3).

A trombopoietina € o principal regulador da megacariopoiese e da trombopoiese.
Esta hormona é maioritariamente produzida no rim, mas também no figado e no bago. As
plaguetas, os megacariécitos e 0s seus precursores tém recetores de trombopoietina (c-
Mpl) na sua superficie (1,3,7,10-14).

N&o ha reserva de plaquetas na medula 6ssea: 80% das plaquetas encontram-se
em circulacdo e as restantes 20% encontram-se no bac¢o (1). Na circulacdo humana, as
plaguetas tém uma semi-vida de 7-10 dias (1,2,7) e a sua contagem normal varia entre
150 - 400x10°/L (3,4).

Rede e, Sintese de

m:crombuios * . organelos

Granulos

/

Niles Microtubulos
Maturacéo movem-se
citoplasmatica para o cortex
celular
Libertacio
Formacdo da ‘) de
plaquetas

massa de pmpiaquetif/ A
\ i il

7 Ramificacéo
de
seudopodes

Figura 3 - Visdo geral dos eventos ocorridos durante a producéo de plaquetas, desde o megacaridcito
(A) até a libertacdo de plaquetas (B). Inicialmente, o megacaridcito sofre endomitose nuclear, sintese de
organelos, maturagdo e expanséo citoplasmatica. De seguida, ocorre o desenvolvimento de pseudopodes
acompanhado da formacdo de uma massa de proplagquetas. Por fim, sucede-se a libertacdo de plaquetas.
(adaptado de Patel et al, 2005)
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1.2. Trombocitopenia

Quando o nimero de plaguetas no sangue periférico é inferior a 150x10°%/L existe
trombocitopenia, (4,10) sendo uma das mais frequentes causas de hemorragia (1,3,5,10).
A trombocitopenia pode ser o resultado de quatro processos: baixa producdo de
plaguetas na medula 6ssea, elevada destruicdo plaquetar, distribuicdo anormal das
plaguetas no organismo e artefactos que causam uma falsa trombocitopenia

(pseudotrombocitopenia) (5,15,16).

Tabela 1 - Causas de trombocitopenia.

Baixa producdo plaquetar
InfeccBes: VIH, hepatite C, parvovirus, varicela, rubéola, malaria
Terapia mielossupressora: quimioterapia, radioterapia
Défice de vitamina B12 e/ou acido folico
Alcool

Aplasia medular

Elevada destruicdo plaquetar
Drogas: heparina, &cido valproéico, quinina
PTI
PTT-SHU
HELLP
CID

Distribuicdo plaquetar anormal

Hiperesplenismo

Pseudotrombocitopenia

Presenca de microcoagulos, aglutinacdo plaquetar ou satelitismo

plaguetar induzidos pelo EDTA, plaguetas gigantes

VIH: Virus da Imunodeficiéncia Humana; PTI: Pdrpura Trombocitopénica Idiopatica; PTT-SHU:
Purpura Trombocitopénica Trombética - Sindrome Hemolitico-Urémico; HELLP: Hemolysis

Elevated Liver Enzimes Low Platelet Count; CID: Coagulacéo Intravascular Disseminada.
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1.3. Pseudotrombocitopenia

A pseudotrombocitopenia (PTCP) consiste numa falsa diminuigdo na contagem de
plaguetas por analisadores hematol6gicos automatizados, em amostras de sangue
colhidas em &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) ou outros anticoagulantes (5).

Em 2000, Cohen et al fizeram um estudo em que avaliaram 60 casos
consecutivos de trombocitopenias na hematologia clinica, obtidos ao longo de dois anos,
a partir do qual concluiram que a PTCP era a segunda maior causa de trombocitopenias,

tendo uma incidéncia de 17% (17).

1.3.1. Pseudotrombocitopenia dependente de EDTA

O EDTA é um anticoagulante usado na colheita de amostras de sangue para a
realizacdo de hemograma, uma vez que preserva a morfologia das células sanguineas e
previne a agregacdo plaquetar (18-20). No entanto, este composto organico esta
associado com um fenémeno in vitro designado de pseudotrombocitopenia dependente
de EDTA (EDTA-PTCP), que se caracteriza por uma falsa reducdo na contagem do
namero de plaquetas em analisadores automaticos (21-24).

A PTCP deve-se mais frequentemente a presenca de microcodgulos, como
consequéncia de uma colheita dificil ou ma homogeneizagdo do sangue com o
anticoagulante (4). Contudo, também pode ser consequéncia de aglutinacdo plaquetar
(21-24) ou, mais raramente, de satelitismo plaquetar induzidos pelo EDTA (25,26).

Em 1969, Gowland et al descreveram pela primeira vez a presenca de um
anticorpo antiplaquetar no plasma de doentes com sarcoma histiocitico, o qual apenas
reagia com as plaquetas, provocando aglutinagdo plagquetar, na presenca de EDTA (21).
O termo pseudotrombocitopenia apenas foi usado para descrever este fendbmeno, em
1973, por Schreiner e Bell (22).

Segundo vérios autores foram identificadas varias classes de anticorpos
antiplaquetares, tais como a imunoglobulina de classe G (IgG), de classe M (IgM) (23) e
de classe A (IgA) (27,28). Estas aglutininas podem atuar isoladamente ou combinadas
entre si (IgG e IgM ou IgG e IgA). A maioria dos casos de EDTA-PCTP séo causados por
IgG.

Muitos dos anticorpos reagem preferencialmente a temperatura ambiente ou a
temperaturas baixas, no entanto alguns deles sdo independentes da temperatura ou

reagem melhor a 37°C (27,29). A fisiopatologia da producédo de tais anticorpos €, ainda,



INTRODUCAO

desconhecida (30). No entanto, Bizzaro et al mencionaram que 0s anticorpos
antiplaquetares estavam associados a anticorpos anti-cardiolipina na maioria dos seus
doentes com EDTA-PTCP. O que lhes permitiu colocar a hipétese de que as
subpopulagcbes de anticorpos (autoanticorpos que ocorrem naturalmente) direcionados
contra fosfolipidos carregados negativamente poderiam ligar antigénios da membrana da
plagueta modificados na presenca de EDTA, e talvez serem 0s responsaveis pela origem
da PTCP (31).

A presenca destes autoanticorpos no plasma ndo é constante, assim sendo, &
possivel que a EDTA-PTCP seja detetavel nuns periodos e noutros nao (30).

Em 1982, Pegels et al observaram que os anticorpos dependentes de EDTA
tinham a capacidade de reagir com as plaquetas de individuos saudaveis,
independentemente do grupo sanguineo, mas ndo tinham a mesma capacidade quando
em contacto com plaquetas de doentes com Trombastenia de Glanzmann (TG) (24). A
TG é um sindrome hemorragico autossémico recessivo raro e deve-se a uma anomalia
gquantitativa e/ou qualitativa da integrina allbp3 (também conhecida como GPIlIb/llla), o
que causa defeitos a nivel da agregacdo plaquetar (3,6,32,33). Perante estes dados,
Pegels et al sugeriram que a GPIIb/llla poderia estar envolvida na aglutinagédo plaquetar
dependente de EDTA (24).

Esta hipétese veio contrariar a sugestdo exposta por Onder et al, de que o0s
anticorpos antiplaquetares reagiam contra o proprio anticoagulante (23).

A GPIlIb/lla é um membro da familia das integrinas, sendo especifica das
plaquetas e da sua célula precursora, 0 megacariocito. Esta GP é das mais abundantes
no nosso organismo. Estruturalmente, a GPlIb/llla é um heterodimero das GPIIb e llla, as
quais estdo associadas entre si por uma ligacdo ndo covalente. As integrinas allb e 33
sdo formadas por um grande dominio extracelular e um dominio citoplasméatico muito
pequeno. Estas caracteristicas estruturais permitem que o0 recetor participe na
transmissao bidirecional dos sinais entre ambas as faces da membrana (5,8).

A GPIlIb/llla tem um papel crucial na hemostase, sendo dependente da presenca
de Ca?. Quando as plaquetas estdo ativadas, esta glicoproteina sofre alteracdes
conformacionais e torna-se um recetor com alta afinidade para o fibrinogénio, bem como
para o VWF, o que ird conduzir a agregacéao plaquetar (6,8,27).

Casonato et al descreveram que a aglutinacao plaquetar, ao contrario da classica
agregacdo plaquetar, ndo parece necessitar de fibrinogénio sollvel para se ligar a
GPIIb/llla, e assim desenvolver a EDTA-PCTP (27).
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Alguns investigadores conseguiram também identificar um anticorpo frio (IgM) que
reconhecia e reagia diretamente contra um epitopo localizado na fracdo GPIlb causando
EDTA-PTCP (20,27,29,34).

Alguns autores colocam a hipétese de que a quelacdo de Ca** pelo EDTA talvez
cause modificagBes na GPIlIb/llla ou exposicdo de um epitopo (criptoantigénio) localizado
nesse complexo proteico. Contudo, a patofisiologia da EDTA-PTCP permanece pouco
clara (19,35).

O satelitismo plaquetar € um fenémeno raro em que as plaguetas aderem na
superficie dos neutrdfilos, e ocasionalmente de outras células. O nimero de plaquetas
envolvidas neste processo é variavel. O mecanismo que desencadeia o0 satelitismo
plaguetar ainda ndo esta completamente esclarecido. Nos Ultimos anos, tem sido
especulado que o0s autoanticorpos antiplaquetares reagem contra um criptoantigénio
comum ao complexo GPIIb/llla das plaquetas e ao receptor Fcylll (CD16) dos neutrofilos,
na presenca do EDTA (25,26,30,35,36).

Figura 4 - Imagem microscOpica de um esfregaco de s angue periférico evidenciando satelitismo
plaguetar. As plaquetas encontram-se aderidas a superficie dos neutroéfilos, causando uma falsa diminuicao
na contagem automatica de plaquetas. (May-Griinwald-Giemsa, x500)

1.3.1.1. Incidéncia

A EDTA-PTCP pode ocorrer em individuos saudaveis e em doentes com um
grupo heterogéneo de patologias (18,19,23,29,37). Embora, alguns autores coloquem a
hipétese de haver uma relacdo possivel com doencas autoimunes, neoplasicas,
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cardiovasculares, doencas cronicas do figado, bem como infe¢cdes virais ou sépsis
(38,39).

Recentemente, Choe et al investigaram a existéncia de uma forte associacédo
entre a EDTA-PTCP e as infe¢Bes virais, nomeadamente do virus da hepatite A (VHA).
Tendo concluido que os anticorpos responséaveis por desencadear a EDTA-PTCP seriam
os anticorpos anti-VHA (IgM) presentes na fase aguda da infecdo. Este facto reforgaria a
teoria, j& anteriormente descrita, de que os anticorpos antiplaquetares ndo tém uma
presenca constante no plasma dos doentes. Contudo, estes autores consideraram que
aquele estudo ndo seria suficiente para estabelecer uma relacdo causal entre a EDTA-
PTCP e as infecdes virais (40).

Até a data ndo se verificou nenhuma correlacdo com a idade ou sexo dos doentes
(39,41).

Segundo os estudos, a incidéncia da EDTA-PTCP varia entre os 0.07 a 0.2% na
populacdo em geral e, por sua vez, nos doentes hospitalizados varia entre 0os 0.1 e 0.2%
(19,29,35,36).

Tendo em conta a frequéncia com que se realiza um hemograma, a EDTA-PTCP

pode ser encontrada muito facilmente (37).

1.3.1.2. Diagnostico e avaliacdo do numero real de  plaquetas

A EDTA-PTCP representa um problema clinico de extrema importancia, uma vez
que a falta de reconhecimento desta condicdo pode resultar em diagnosticos errados,
solicitacdo desnecessaria de exames laboratoriais € uma conduta terapéutica inadequada
(transfusdo de plaquetas, execucdo de medulograma, esplenectomia, cancelamento de
cirurgias, entre outras) em doentes com um valor de plaquetas dentro do intervalo de
normalidade (19,20,29,30,42,43).

Assim sendo, perante um novo caso de trombocitopenia com auséncia de
disfuncdo plaquetar ou diatese hemorragica (27,30,39,44), a primeira etapa consiste em
diferenciar uma verdadeira trombocitopenia de uma pseudotrombocitopenia. Uma
avaliacdo microscoépica cuidadosa do esfregaco de sangue periférico € imprescindivel
para a caracterizacdo da EDTA-PTCP, uma vez que € possivel observar grumos de
plaguetas (aglutinados plaquetares) (20,30).

Inicialmente, alguns autores descreveram que a colheita de sangue total com
outro anticoagulante (citrato de sédio ou heparina) permitia uma contagem de plaquetas

mais precisa. No entanto, Ohnuma et al viriam a documentar, mais tarde, que o0 uso de
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heparina ou citrato como anticoagulante, por vezes, também causava uma falsa
diminuicdo do numero de plaquetas (15). Porém a aglutinagdo plaquetar dependente de
EDTA continua a ser a causa mais frequente de pseudotrombocitopenia (44).

Sakurai et al desenvolveram uma técnica para diagnéstico de EDTA-PTCP e
avaliacdo da contagem de plaguetas nestes doentes (19). Essa técnica consistia em
adicionar um aminoglicosideo (canamicina, amicacina, gentamicina, ...) as amostras de
doentes com EDTA-PTCP antes ou apés a colheita, tendo por objetivo a prevencao ou

dissocia¢do dos aglutinados plaquetares (19,42,44).

1.3.1.2.1. Aminoglicosideo

Os aminoglicosideos formam um grupo de antibidticos muito utilizados no
tratamento das sépsis graves provocadas por bacilos gram-negativos (45-47) e cocos
gram-positivos (47,48).

Os aminoglicosideos constituem um grupo bastante heterogéneo quanto a sua
composicao quimica, propriedades antibacterianas e propriedades farmacologicas (47).

Quimicamente, os aminoglicosideos sado constituidos por dois ou mais
aminoacucares unidos por ligacdes glicosidicas a um alcool ciclico hexagonal com
grupos amina (aminaciclitol), que habitualmente se encontra numa posi¢cado central, dai
gue a sua designacdo mais correta seja aminoglicosideos-aminociclitéis (Figura 5, Tabela
2).

Estes antibidticos podem obter-se por processos naturais, a custa de culturas do
Gén.Streptomyces (estreptomicina, neomicina, canamicina e amicacina) e do
Gén.Micronospora (gentamicina, sisomicina e netilmicina), sendo alguns deles obtidos
por sintese quimica a custa dos produtos naturais, com a introducdo de novos radicais
(47).

Os aminoglicosideos sdo altamente solUveis em agua, estaveis num pH entre 6 a
8 e possuem uma estrutura polar catidnica (47,49). Assim sendo, a sua atividade

antimicrobiana é inibida por um pH &cido e por catides bivalentes (45).
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HN OH

Gentamicina

Figura 5 - Estrutura quimica do aminoglicosideo-ami nociclitol gentamicina. A 2-deoxiestreptamina (A) é
0 aminociclitol que constitui o antibidtico gentamicina (disubstituido em 4 e 6-OH). (adaptado de Toth et al,
2010)

Tabela 2 - Classificagdo dos aminoglicosideos-amino  ciclitéis.

Aminociclitol Classificagédo
Estreptidina Estreptomicina
Estreptamina Espectinomicina

Familia N ici
Disubstituidos 4,5 amtlia \eomicina

(Neomicina B, Paromomicina)

2-Deoxiestreptamina Familia Canamicina
(Canamicina, Amicacina, Tobramicina)

Disubstituidos 4,6 . -
Familia Gentamicina

(Gentamicina,Sisomicina, Netilmicina)

1.4. CELL-DYN Sapphire™

O CELL-DYN Sapphire™ & um analisador automatico multi-paramétrico que tem
por base varias metodologias, tais como: espectrofotometria de absor¢do, impedancia
elétrica e citometria de fluxo. Este analisador foi projetado para fazer contagem e
classificagdo das células hematolégicas.

Na contagem automatica das plaquetas as metodologias usadas sdo a

impedancia elétrica e a citometria de fluxo (50).

11
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1.4.1. Impedancia elétrica

A contagem automatica por impedancia elétrica consiste na passagem de células
previamente diluidas por um pequeno orificio. O diluente utilizado funciona como uma
solucédo eletrolitica através da qual é mantida uma corrente elétrica constante entre dois
elétrodos (positivo e negativo).

As células, quando passam pelo orificio, impedem a passagem de corrente.
Consequentemente, a voltagem necessaria para manter a corrente elétrica constante é
maior, 0 que gera um impulso elétrico. Quando a voltagem regressa a normalidade,
significa que acabou de passar uma célula.

O numero de células é determinado a partir da contagem dos impulsos elétricos.
Por sua vez, o volume de cada célula pode ser determinado pela amplitude do impulso

elétrico correspondente (50,51).

o

~~ Corrente

— elétrica
p Y constante
{ N
—‘—{ . | I
A Diluigdo
Ny
- SR «— da

m \ amostra
u |

Diluente
Volt ~
oltagem /
Amplitude /
Volume celular
Figura 6 - Esquema representativo da metodologia de impedéancia elétrica. A amostra previamente

diluida encontra-se numa camara que possui um elétrodo interno negativo, e as células vao migrar para uma
camara adjacente, que contém um elétrodo interno positivo. Ao passarem através de um orificio € gerado um
impulso elétrico. O numero de impulsos elétricos indica a quantidade de células, a sua amplitude é

proporcional ao volume celular. (adaptado de Abbott Diagnostics, 2009)
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Impedance PLT
(4]

olume (fL)

Figura 7 - Representacdo grafica da contagem de pla quetas por impedéncia elétrica. O eixo das

ordenadas representa o nimero de plaguetas e o eixo das abcissas representa o volume (em fL).

1.4.2. Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é um processo de contagem e medi¢cdo das caracteristicas
celulares. As células sao levadas por um fluxo de fluido e passam individualmente pelo
centro da zona de detec¢do. Sendo, nesta zona, medidas as caracteristicas fisicas e
guimicas das células.

O CELL-DYN Sapphire™ usa uma tecnologia da citometria de fluxo para medir os
parametros hematoldgicos: a disperséo o6tica/fluorescéncia (50).

A contagem das plaguetas pode ser realizada por dispersdo Otica e método
imunolégico (CD61) (50,51).

1.4.2.1. Dispersao 6tica

Nas contagens de células utilizando a metodologia Otica, estas passam
individualmente frente a um laser de cor azul e comprimento de onda de 488nm. O laser,
ao incidir na célula, é desviado em diferentes angulos criando, assim, varios feixes
luminosos que sd@o captados pelos subsistemas de detecdo. De seguida, os varios
angulos séo convertidos em sinais elétricos que irdo ser analisados pelo computador, o
qgual avalia as propriedades e caracteristicas celulares capazes de distinguir as células
sanguineas (50) (Figura 8).

A contagem das plaquetas por Otica baseia-se numa analise bidimensional, ou

seja, a analise oOtica das plaquetas tem em conta duas das suas caracteristicas. Estas

13
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caracteristicas sdo examinadas com base no uso de dois dngulos de dispersao de luz (7°
e 90° light scatter), permitindo assim fazer a distincdo entre plaquetas e outras células

sanguineas (51) (Figura 9).

Raio laser Célula de fluxo optico

> Lente de dispersédo
™~
Injector
de
amostra
)
—
0
)

Figura 8 - Esquema representativo da metodologia 6t  ica. As células passam individualmente em frente ao

raio laser, por agdo de um fluxo constante criado por um diluente. (adaptado de Abbott Diagnostics, 2009)
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Optical PLT

[3]

Figura 9 - Representacao grafica da contagem de pla quetas por metodologia ética.  Nesta metodologia
héa intercecao dos angulos de dispersdo 7° (eixo das abcissas) e 90° (eixo das ordenadas), cuja correlacdo
define uma regido na qual as plaquetas se devem encontrar, representada por uma espécie de caixa
inclinada e entre um limite superior e inferior. A populacdo amarela representa as plaquetas, a populagdo
vermelha representa os eritrécitos e 0s pontos brancos representam “restos celulares”.

1.4.2.2. Contagem de plaquetas pelo método imunolég ico (CD61)

No método imunolégico de contagem automatica de plaguetas, estas sao
previamente marcadas com um anticorpo (CD61).

O anticorpo CD61 € dirigido contra a GPllla do complexo GPIIb/llla, o qual esta
presente em todas as plaquetas normais ativas e inativas.

Para realizar esta contagem, a amostra de sangue total € misturada com o
anticorpo monoclonal (CD61) conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC), de
forma automatizada. Assim, as plaguetas marcadas com FITC sdo excitadas por uma luz
laser de 488nm do CELL-DYN Sapphire™. A fluorescéncia e a disperséo de luz emitidas
sdo medidas por fluorescéncia FL1 (530nm) e nos angulos 7° e 90°, respetivamente,
obtendo-se um grafico de disperséo.

A andlise imunolégica das plaguetas permite uma contagem mais eficaz das

plaguetas em doentes trombocitopénicos (50-52).

15
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CD61 II
2]

Eventos coincidentes

Figura 10 - Representacgao grafica da contagem de pl  aquetas pelo método imunolégico. O gréafico CD61
Il permite visualizar os eventos que sao positivos para 0 anticorpo monoclonal CD61, os quais correspondem
as plaquetas (populagdo verde). Os eventos coincidentes representam a passagem simultanea de plaquetas

e RBCs através da célula de fluxo 6tico.
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2. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivos: 1) avaliar a eficacia do aminoglicosideo
gentamicina (Gent) na dissociacdo dos aglutinados plaquetares presentes nas amostras
de sangue total colhidas em EDTA,; 2) verificar a existéncia de alteracdes nos outros
parametros hematoldgicos e na morfologia do sangue periférico, apds adicdo de Gent; 3)
detetar o envolvimento das fracbes GPllb ou GPllla do complexo GPIlib/llla no

mecanismo de formacao dos aglutinados plaquetares induzidos pelo EDTA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Populacdo em estudo

Entre Setembro de 2011 e Setembro de 2012, foram estudadas anonimamente
145 amostras de sangue periférico, colhidas em A&cido etilenodiaminotetracético
tripotassico (EDTA-K3). Das quais 63 eram do sexo feminino e 82 do masculino, com
idades compreendidas entre os 26 a 86 anos e 0os 18 a 93 anos, respetivamente.

60 amostras de sangue periférico, colhidas em EDTA-K3, foram usadas como
controlo na avaliacdo do efeito da adicdo de Gent na contagem de células sanguineas

(Hemograma).

3.2. Selecéo de amostras

Durante a rotina da Unidade de Hematologia Laboratorial, Servico de Hematologia
do Hospital Geral, Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra - EPE, foram
selecionadas amostras de sangue periférico com base na contagem de plaquetas inferior
a 150x10°/L por metodologia dtica (PLTo) e no padrdo do grafico Mononucleares-
Polimorfonucleares (Mono-Poly 1) (Figura 11) do analisador automatico.

As 60 amostras controlo foram selecionadas mediante dois grupos: 30 amostras
com contagem de plaquetas normal (150 - 400x10°%L) e 30 amostras com
trombocitopenia (PLT < 150x10%/L). Os dois grupos apresentavam o padrdo do gréafico
Mono-Poly | representado na Figura 12.

Todas as amostras foram processadas pela metodologia CBC do

analisador hematolégico CELL-DYN Sapphire™.

Mono Poly |
[21 - .

Figura 11 - Padrdo obtido no grafico Mono-Poly 1. Representagdo grafica da separacdo dos leucécitos
tendo em conta o tamanho (eixo das abcissas) e a lobularidade (eixo das ordenadas). A populacdo azul

18



MATERIAL E METODOS

representa os linfocitos, a lilas representa os mondcitos, a amarela representa os neutréfilos, os pontos
verdes representam os eosindfilos e a populagdo branca representa os aglutinados ou agregados plaquetares
presentes na amostra de sangue total.

Mono Poly |
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Figura 12 - Padrdo do grafico Mono Poly | das amostra s controlo. Neste grafico ndo se observa a

populacédo branca representativa dos aglutinados ou agregados plaquetares presente no padrdo do grafico
Mono Poly das amostras em estudo.

3.3. Efeito da adicdo de Gentamicina na contagem de células sanguineas
(Hemograma)

As amostras previamente selecionadas foram adicionados 20uL de Gentamicina
liguida com 40mg/mL. Estas foram reprocessadas no CELL-DYN Sapphire™ em tubo
aberto ("run open tube™) no modo CBC, apdés homogeneizacdo manual por inversdo do
tubo de colheita e durante aproximadamente 10 minutos.

3.4. Efeito da adicdo de Gentamicina na morfologia das células do sangue
periférico
Para posterior avaliacdo da morfologia das células hematolégicas, foram

realizados dois esfregacos de sangue periférico (ESP) por amostra, antes e apés a

adicao de Gent. A técnica de coloracgéo utilizada foi May-Griinwald-Giemsa.
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3.5. Contagem de plaquetas pelo método imunologico

A contagem de plaquetas foi realizada usando o kit CELL-DYN ImmunoPIt (CD61)
no analisador CELL-DYN Sapphire™. Apenas 13 das nossas amostras previamente
selecionadas foram assim processadas, antes e apés a adi¢do de Gent.

Como controlo desta metodologia foram usados 10 dos 30 controlos com uma
contagem de plaguetas normal, ja previamente selecionados. Estas amostras controlo

foram processadas sem adicdo do aminoglicosideo.

3.6. Controlo de Qualidade

O analisador CELL-DYN Sapphire™, utilizado durante o presente estudo, foi
submetido diariamente a um controlo de qualidade interno para assegurar a precisdo dos
resultados, bem como a um programa mensal de avaliacdo externa da qualidade que, por
sua vez, assegura a exatidao.

Este analisador também é submetido a uma calibracéo, recorrendo a microesferas

de latex, que nos garante a credibilidade dos padrées obtidos no grafico Mono-Poly .

3.7. Organizacédo de dados

Os dados obtidos foram organizados e arquivados, de forma andnima, numa base
de dados usando o software Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Office Professional
Edition 2007, Microsoft Corporation Copyright® 1985-2007).

3.8. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nos diferentes parametros hematoldgicos, antes e apds a
adicdo de Gent as amostras, foram estatisticamente comparados utilizando o teste t-
Student emparelhado. Significado estatistico quando p < 0,05.

Os valores de mediana, média, desvio padrdo, maximo e minimo foram
calculados em todos os parametros hematologicos, antes e apés a adicdo de Gent.

Os dados foram analisados no software GraphPad Prism versdo 5.00 para
Windows, (GraphPad Software, San Diego, California, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito da adicdo de Gentamicina na contagem de células sanguineas
(Hemograma)

O efeito da adicdo do aminoglicosideo na PLTo revelou-se estatisticamente
significativo em 138 amostras, das quais 97 eram EDTA-PTCP (t=14,51; p<0,0001) e 41
eram verdadeiras trombocitopenias acompanhadas de EDTA-PTCP (t=7,3; p<0,0001).
Para as mesmas amostras ainda se observou a alteragdo do padréo inicial do grafico
Mono-Poly | (Figura 13) do CELL-DYN Sapphire™.

[2]

Mono Poly |

[ W]

o Cmor

Figura 13 - Padrdo do grafico Mono Poly apés a adicao de Gentamicina as amostras com EDTA-PTCP.
Neste grafico pode-se observar o desaparecimento da populagdo branca que representava os aglutinados
plaquetares presentes na amostra de sangue total.

Em 7 amostras ndo se observou aumento do nuimero de plaquetas na PLTo
(t=1,666; p=0,1468), nem desaparecimento da populacdo branca do padr&o inicial do
gréfico Mono-Poly I. (Tabela 3)

Os restantes parametros hematolégicos analisados no hemograma néo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) ap6s a adi¢cdo de Gent
as nossas amostras, com excecao do volume plaquetar médio (VPM) (t=5,462; p<0,0001)
e do plaquetécrito (Ptc) (t=14,3; p<0,0001). Apds a adicao de Gent, o valor do VPM teve
tendéncia a diminuir e o valor de Ptc a aumentar (Tabela 4).
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N&o se verificaram diferengcas estatisticamente significativas no numero de
plaquetas por PLTo nas 30 amostras controlo com uma contagem dentro do intervalo de
normalidade (t=0,2111; p=0,8343) nem nas 30 amostras controlo com trombocitopenia
(t=0,6436; p=0,5249) (Tabela 3). Também o0s restantes parédmetros hematoldgicos
analisados no hemograma néo sofreram altera¢cdes com significado estatistico (p>0,05).

Tabela 3 - Efeito da adicdo de Gent na PLTo das amost ras e dos controlos e, respetivo significado

estatistico.

109 192
EDZ]A;;T)CP 100,1 + 36,6 211,3+715 p < 0,0001
4,6 - 149,0 150 - 521
s Tromboiltopenla 87.1 123
83,6 + 31,7 119,6 £20,1 p <0,0001
amostras EDT/—l—PTCP 11 - 138 72 - 148
(n=41)
64,2 38
'(DnT_%g’ 74,5 + 50,96 47,5+ 36,9 p=0,1468
= 17,2 - 149 19 -120
o 240 240
PLT 15((:1 -_;18)0x10 IL 46,7 +50.7 246,5 + 50,1 p = 0,8343
= 170-379 175 - 380
Controlos
9 121,5 118,5
PLT ?n1_53%>;10 e 111,4 £ 27,9 110,9 £ 27,9 p =0,5249
= 31-143 31-146

DP: Desvio Padrao; Min.: Minimo; Max.: Maximo.
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Tabela 4 - Andlise estatistica dos resultados obtid  os nos diferentes parametros hematolégicos, antes

e apos a adicdo de Gent.

4.4 4,4
RBC 4,4+0,6 43+0,6 p =0,1355
2,7-58 2,7-58 t=1,501
(x10™/L) (x10%/L)
13,1 13,3
Hb 132+1,9 132+1,9 p =0,8975
8,7-17,9 8,7-17,9 t=0,1290
(g/dL) (g/dL)
39,5 39,3
Htc 39,6 +5,6 394+55 p = 0,0860
26,3 -54,5 247-553 t=1,729
(%) (%)
90,4 90,4
VGM 91,3+53 91,2+54 p = 0,2033
75,5 — 106 75,1 — 106 t=1,278
(fL) (fL)
30,3 30,6
HGM 30,4 +2,2 30,5+2,2 p=0,3718
225425 22.8-38,6 t=0,8959
(pP9) (P9)
33,3 334
33,3+1,8 335+1,6 p=0,2322
CHGM 208 — 46,5 30.1- 386 t=1200
(g/dL) (g/dL)
138 14
14+1,9 142+21 p = 0,0702
RDW 114-26.7 113-27 t=1824
(%) (%)
0 0
. 0,005 + 0,04 0,009 + 0,05 p = 0,3838
Eritroblastos 0-03 0-03 t=0.8736
(x10°/L) (x10°/L)
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7,9 7,9
8,7+3,5 8,8+ 3,6 p=0,0861
WBC 20-227 29-2272 t=1728
(x10%/L) (x10%/L)
5.4 53
. 6,3+3,6 6,3+3,5 p=0,7756
Neutrofilos 15-207 15-203 t = 0,2855
(x10°/L) (x10°/L)
1,6 1,6
o 1,6+0,8 17409 p = 0,0612
Linfocitos 01-46 01-47 t=1011
(x10%/L) (x10°/L)
0,5 0,6
. 0,6+0,5 0,7+0,5 p=0,0638
Monacitos 00538 004—4,7 t=1868
(x10%/L) (x10%/L)
0,1 0,1
o 0,15+0,2 0,17 +0,2 p =0,2707
Eosinofilos 0-15 0-24 t=1,106
(x10°/L) (x10°/L)
0,02 0,02
. 0,03 +0,03 0,04 + 0,05 p =0,3899
Basofilos 0-0,2 0-0,3 t=0,8625
(x10°/L) (x10%/L)
0,1 0,2
b 0,09 + 0,04 0,2 +0,06 p <0,0001
0,01-0,2 0,02 — 0,4 t=143
(%) (%)
10,6 9,8
vPM 10,8+ 1,6 10,1+ 1,6 p < 0,0001
6,6 - 18,7 6,7 - 15,7 t=5573

(fL)

(fL)
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17,4 171
PDW 17,8+ +3,3 175+21 p=0,1641
10,1-334 10,2 - 26,6 t=1,399
(gsd) (gsd)

RBC: Red Blood Cell; Hb: Hemoglobina; Htc: Hematocrito; VGM: Volume Globular Médio; HGM:
Hemoglobina Globular Média; CHGM: Concentracdo de Hemoglobina Globular Média; RDW: Red Cell
Distribution Width; WBC: White Blood Cell; Ptc: Plaquetdcrito; VPM: Volume Plaquetar Médio; PDW: Platelet
Distribution Width; DP: Desvio Padrdo; Min.: Minimo; Max.: Maximo.

4.2. Efeito da adicdo de Gentamicina na morfologia das células do sangue
periférico

No ESP realizado antes da adicdo de Gent, observou-se a presenca de
aglutinados ou agregados plaquetares formados por um numero variavel de plaquetas
(Figura 14a). Por sua vez, durante a analise microscopica do sangue periférico
suplementado com Gent ndo se observou a presenca de aglutinados de plaquetas em
138 das nossas amostras (Figura 14b). Os agregados plaquetares apenas se mantiveram

visiveis nas restantes 7 amostras.

N&o se observaram alterag6es morfologicas nas células do sangue periférico.

Figura 14 - Imagem microscépica de um ESP antes (a) e ap6s (b) a a dicdo de Gent a uma amostra de
sangue anticoagulada com EDTA-K3, correspondente a um doente com EDTA-PTCP (May-Grunwald-
Giemsa, x500).
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4.3. Contagem de plaquetas pelo método imunoldgico

As 13 amostras processadas com o anticorpo monoclonal CD61, antes da adi¢do
de Gent, apresentaram uma contagem de PLT mais elevada por CD61 do que por
dispersdo otica. Sendo, esta diferenca estatisticamente significativa (t=6,404; p<0,0001).

Apos a adicdo de Gent, as mesmas amostras apresentaram uma contagem de
plaquetas por dispersdo Gtica semelhante & obtida por imunofluorescéncia (t=1,734;
p=0,1085) e superior a obtida por CD61 antes de Gent.

—PLTo sem Gent
#=CD61 sem Gent
PLTo com Gent
CD61 com Gent

Doente

Figura 15 - Comparagéo entre a contagem de plagueta s por CD61 e por 6tica nas amostras de sangue

total antes e apds a adicdo de Gent. Todas as amostras processadas com CD61 sem adicdo de Gent
revelaram um nimero de PLT mais elevado do que o obtido na PLTo sem adi¢do de Gent. A maioria das
amostras processadas com adigdo do aminoglicosideo obtiveram um numero de PLT, quer por CD61 quer

por dispersao 6tica, superior ao obtido por CD61 antes de Gent.

N&o se observaram diferencas estatisticamente significativas (t=1,451; p=0,1085)
entre a contagem de PLT por metodologia Otica e por imunofluorescéncia nas 10

amostras controlo.
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Figura 16 - Comparacgéo entre a contagem de plaqueta s por CD61 e por ética nas amostras amostras
controlo. O numero de plaquetas obtido pelas duas metodologias foi praticamente igual.
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5. DISCUSSAO

A pseudotrombocitopenia dependente de EDTA representa uma incorreta
diminuicdo na contagem de plaquetas por analisadores hematoldgicos automatizados,
em amostras de sangue colhidas em EDTA. Esta falsa trombocitopenia €, normalmente,
causada por erros humanos durante a realizacdo das colheitas, os quais podem levar a
formacdo de microcoagulos/agregados plaquetares. No entanto, também pode resultar de
aglutinacao plaquetar (21-24) ou, mais raramente, de satelitismo plaquetar (25,26).

Segundo a literatura, a aglutinacdo plaquetar ou o satelitismo plaquetar séo
promovidos pela presenca de autoanticorpos (IgG, IgM ou IgA) gue ocorrem naturalmente
e que tém a capacidade de reagir, in vitro, com um epitopo localizado na fracdo GPIIb do
complexo plaquetério GPIIb/llla (20,24,27,29,31,34). Uma vez que a remocdo dos Ca?
pelo EDTA, talvez cause modificacbes na GPIlIb/llla ou exposicdo de um epitopo
(criptoantigénio) localizado nesse complexo proteico (19,35).

InvestigacOes anteriores verificaram que ndo existia correlagédo entre a EDTA-
PTCP e a idade ou sexo do doente e, ainda, que este fenOmeno poderia ocorrer em
doentes com um grupo heterogéneo de patologias. Neste trabalho também n&o se
conseguiu estabelecer uma associcdo entre a EDTA-PTCP e a idade ou sexo dos
doentes, nem mesmo com a situacdo clinica (infe¢cdes, neoplasias, doencas
cardiovasculares, hepéticas ou, raramente, autoimunes) que apresentavam no dia da
colheita para realizacdo de hemograma.

Durante uma contagem automética de plaquetas, os analisadores hematologicos
sdo incapazes de contabilizar as plaguetas envolvidas nos aglomerados de plaquetas,
causando contagens de plaquetas inferiores a 150x10%/L (18,35,36,44).

Sakurai et al (19) descreveram que a adicdo de um aminoglicosideo as amostras
de sangue colhidas em EDTA poderia dissociar a aglutinacéo plaquetar.

No presente estudo, o aminoglicosideo usado foi a Gentamicina liquida com
40mg/mL. Os nossos resultados mostram que este aminoglicosideo tem um efeito na
dissociacdo de aglutinados plaguetares com significado estatistico, uma vez que
desaglutinou os aglomerados em 95,17% dos casos. Estes dados ndo vao de encontro
com os resultados obtidos por Zhou et al (29), quando realizaram um estudo para
avaliacdo do efeito da adicdo de diferentes aminoglicosideos a amostras colhidas em
EDTA. No qual, concluiram que apenas a amicacina seria efectiva na dissociacdo dos
aglutinados plaquetares, enquanto a gentamicina, apesar de ser um antibidtico

homogéneo da amicacina, ndo teria 0 mesmo efeito. Estes investigadores justificaram
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este resultado com as diferengas existentes na estrutura quimica destes dois
aminoglicosideos.

Para os 7 casos (4,83% das amostras estudadas) em que a gentamicina nao
conseguiu dissociar os aglomerados plaquetares, podemos sugerir a presenca de PTCP
causada por microcoagulos, devido a uma colheita dificil ou m& homogeneiza¢do da
amostra com o anticoagulante.

Os aglutinados de plaquetas sdo resistentes aos agentes responsaveis pela lise
de eritrécitos. Perante aglomerados de plaquetas de tamanho semelhante aos dos
leucécitos, talvez seja possivel observar-se um falso aumento na contagem de leucécitos.
Porém, o analisador ndo os identifica de forma definitiva como uma populacdo de
leucécitos, originando sempre um sinal de alerta (19,35,36). Perante a nossa analise
estatistica aos restantes indices hematoldgicos, podemos afirmar que nao se verificou
uma falsa leucocitose em nenhum dos casos estudados. Zhou et al (29) obtiveram os
mesmos resultados quando avaliaram os diferentes indices hematoldgicos apds adicao
de amicacina a amostras de sangue total colhidas em EDTA.

Com base nos dados sumarizados na Tabela 4, concluimos que a adicdo de
Gentamicina as nossas amostras em estudo provocou alteragBes estatisticamente
significativas no VPM e no Ptc. O VPM corresponde a média do volume das plaquetas
contadas por impedancia elétrica. Este parametro plaquetério encontra-se aumentado
antes da adicdo de Gent devido, provavelmente, a uma contagem errénea das plaquetas,
ou seja, os aglutinados plaquetares formados por 2 a 3 plaquetas terem sido
contabilizados apenas como uma plaqueta gigante. O Ptc é a percentagem de volume
ocupado pelas plaguetas no sangue, sendo calculado a partir da seguinte formula: Ptc =
PLTo x VPM. Assim sendo, 0 Ptc das nossas amostras tendeu a aumentar apés a adicédo
de Gent, uma vez que o numero de plaquetas também aumentou consideravelmente.

Ao longo deste trabalho, através da observacdo do esfregaco de sangue
periférico, fomos comparando a morfologia das células sanguineas no antes e apés a
adicdo de gentamicina. E, foi-nos possivel concluir que a adicdo do aminoglicosideo as
amostras de sangue ndo causa qualquer tipo de alterac6es na morfologia das células.
Para além disso, também se obteve confirmacdo da presenca de aglomerados
plaguetares nas amostras a chegada ao laboratoério e a sua respetiva dissociacédo apés a
adicao do aminoglicosideo.

A aglutinacdo plaquetar é um artefacto laboratorial que afeta todos os métodos
automatizados usados na contagem de plaquetas (impedéncia, dispersdo Optica e

imunoldgico). Segundo a literatura, foi identificado um anticorpo frio (IgM) que tinha a
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capacidade de reagir directamente contra um epitopo localizado na fragdo GPllb
causando EDTA-PTCP (20,27,29,34). Neste trabalho, tivemos por objetivo reforcar esta
teoria recorrendo a contagem de plaguetas por método imunolégico, uma vez que o
anticorpo monoclonal usado é especifico para a GPIlla do complexo GPIIb/llla, o qual
esta presente em todas as plaguetas normais.

Os dados, resumidos na Figura 15, mostram que, antes da adicdo de Gent, o
namero de plaquetas obtido por CD61 é superior ao obtido na PLTo, contrariamente ao
obtido nas amostras controlo (Figura 16), em que o numero de plaquetas resultante de
ambas as metodologias sdo quase sobreponiveis. Esta andlise leva-nos a conjecturar
que o mecanismo de formacéo dos aglutinados plaquetares dependentes de EDTA nao
envolve a fragcdo GPllla do complexo plaguetar GPIIb/llla. Uma vez que, mesmo na
presenca de aglutinados plaquetares, a integrina 3 parece estar disponivel para se ligar
ao anticorpo monoclonal presente na contagem de plaguetas pelo método imunoldgico,
tendo permitido, assim, uma contagem mais veridica do numero de plaquetas. No
entanto, a diferenca obtida entre a contagem de plaquetas por CD61 antes e apés a
dissociacdo dos aglutinados, leva-nos a especular que as integrinas B3 presentes em
algumas das plaquetas envolvidas na formacdo destes aglutinados fossem de dificil
acesso ao CD61, provavelmente devido a uma forte aglutinacdo plaquetar causada por
um elevado titulo de anticorpo anti-plaquetar no plasma do doente. Consequentemente,
ndo tera ocorrido a ligagédo entre a GP e o anticorpo monoclonal e, por conseguinte, ndo
terdo sido contabilizadas algumas das plaquetas presentes nas nossas amostras.

Com esta andlise comparativa da contagem de plaquetas por CD61 e por
disperséo Optica antes e ap0s a adicdo de Gent podemos pressupor que 0S NOSSOS
resultados parecem estar de acordo com a hipotese, ja descrita, de que possivelmente
seja a fracdo GPIIb a estar envolvida no mecanismo de formacdo dos aglutinados

plaguetares que levam a uma EDTA-PTCP.
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6. CONCLUSAO

A incidéncia da EDTA-PTCP na rotina da Unidade de Hematologia Laboratorial,
Servi¢co de Hematologia do Hospital Geral, Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra -
EPE é de 0,09%. Aproximadamente 67% (97/145) das trombocitopenias estudadas
demostraram ser pseudotrombocitopenias dependentes de EDTA. Tendo em conta a sua
prevaléncia, esta representa um problema clinico relevante, dai o interesse em excluir o
seu possivel diagnéstico em doentes com uma contagem de plaquetas por metodologia
Optica inferior a 150x10°%/L, durante a rotina de um laboratério de hematologia, e
desenvolver um método que nos permita contabilizar o numero mais preciso de
plaguetas.

Com este trabalho concluimos que a suplementacdo de amostras de sangue
periférico, colhidas em EDTA, com o aminoglicosideo gentamicina induz uma répida
dissociacdo da aglutinacdo plaquetar, sem causar alteragbes morfolégicas nem dos
principais parametros hematoldgicos obtidos no hemograma.

Esta metodologia € muito util, rdpida e com baixo custo na EDTA-PTCP,
permitindo rentabilizar a tecnologia existente, com grande beneficio para o doente.
Tendo, por isso, sido implementada como uma andlise na rotina do nosso laboratério.

N&o podendo ainda concluir, deixamos como muito provavel a hipétese de apenas
a fracdo GPIllb do complexo GPIlIb/llla se encontrar envolvida no mecanismo de formacédo

dos aglutinados plaquetares presentes huma amostra com EDTA-PTCP.
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