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RESUMO

Na pseudotrombocitopenia, conhecida como a sindrome do EDTA dependente,
ocorre diminuicdo das plaquetas devido a modificagdo antigénica na superficie
plaquetaria, ocasionada pelo o anticoagulante EDTA. O objetivo validou a
relevancia da leitura da hematoscopia e a utilizagao do citrato de sdédio para a
confrmacdo da possivel causa de pseudotrombocitopenia. Buscou-se
utilizagdo sobre a tematica entre o periodo de 2000 a 2016 na base de dados
SCIELO, PUBMED e Livros. A frequéncia com que ocorre a
pseudotrombocitopenia ainda é incerta, mas esta presente em cerca de 0.1%
na populagéo. Esse fenbmeno ocorre devido auto-anticorpos que sao ativados
no plasma do paciente, que podem identificar e unir a um epitopo da
glicoproteina llb que faz parte do complexo GPIIb/llla acarretando aglutinagao
plaquetaria. Essa identificagdo apenas € exposta com o anticoagulante EDTA.
Ou acarretar ao fenbmeno chamado de satelitismo plaquetario. A
pseudotrombocitopenia ocorre apenas in vitro e pode ocorrer mesmo que nao
haja nenhuma patologia interligada ao individuo. Sendo assim, a leitura da
ldamina sanguinea € indispensavel para a liberagdo de um resultado fidedigno,
evitando a liberacdo de um resultado errbneo que possa comprometer o
paciente.

Palavras-chave: Plaquetopenia; Extensao sanguinea; EDTA dependente.



ABSTRACT

In pseudotrombocytopenia, known as EDTA syndrome dependent, platelet
reduction occurs due to antigenic modification on platelet surface, caused by
the anticoagulant EDTA. The goal has validated the relevance of the reading of
the policy and the use of sodium citrate for confirmation of possible cause of
pseudotrombocytopenia. To use on the subject between the period of 2000 to
2016 in database SCIELO, PUBMED and Books. The frequency with which the
pseudotrombocytopenia is still uncertain, but is present in about 0.1% of the
population. This phenomenon occurs because autoantibodies that are activated
in the plasma of the patient, which can identify and join an epitope of
glycoprotein Ilb which is part of the complex GPIIb/llla platelet clumping
causing. This ID is only exposed with EDTA anticoagulant. Or lead to the
phenomenon called platelet satellites. The pseudotrombocytopenia occurs only
in vitro and can occur even if there is no connected to individual pathology.
Thus, the reading of the blood blade is essential for the release of a reliable
result, preventing the release of an erroneous result that might compromise the
patient.

Keywords: Thrombocytopenia; Bloodextension; EDTA dependent.
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1 INTRODUGAO

Plaquetas sdo fragmentos de citoplasma (2 a 4um) derivados do
megacariécito sob o controle da trombopoetina, uma glicoproteina de 35 a 70
kDa produzida nos rins e no figado (KIERSZENBAUM, 2012).

O megacariécito € uma célula mieldide rara, que se situa

principalmente na medula éssea, mas pode ser também encontrado no sangue
periférico, pulmao ou bago (MORAES, 2014).
Os megacariécitos desenvolvem projegdes citoplasmaticas que se transformam
em proplaquetas, as quais se fragmentam em plaquetas. Esse processo de
diferenciagéo leva 10 a 12 dias. As plaquetas ligam-se a trombopoetina e a
degrada, um mecanismo que regula a producdo de plaquetas
(KIERSZENBAUM, 2012.)

As plaquetas nédo sao consideradas células porque ndo tem nucleo e
sao incapazes de realizar a divisdo celular. Circulam entre 8 e 10 dias, sendo
posteriormente retiradas pelo baco. Realizam a fungdo na hemostasia primaria
a partir das fungdes de adesdo e agregacao e estdo correlacionadas com os
fatores de coagulagao, participando da hemostasia secundaria. (SILVA et al.
2006).

Seu papel na coagulagdo e na trombose foi reconhecido pelo
patologista italiano Giulio Bizzozzero, em 1882 (FARIAS et al. 2010). O numero
de plaquetas varia entre 150 e 450.000 microlitros e permanece constante para
cada individuo em situacdes fisiolégicas (SILVA et al. 2006).

Segundo Silva e colaboradores (2006), em condigdes fisiologicas, as
plaquetas ndo estdo ativadas e as patologias plaquetarias instalam-se por
alteracbes numéricas ou funcionais. As plaquetas sido analisadas
quantitativamente (CP: 103 /mm3) e com uso de contadores automatizados é
possivel obter o indice PDW (%) que fornece o resultado da amplitude da
superficie das plaquetas quantificadas, bem como o MPV (fm3) que indica o
volume médio plaquetario (NAOUM, 2008).

Segundo Oliveira (2007), as alteragdes quantitativasplaquetarias

sdo, portanto, as plaquetoses, que podem ser divididas em primarias,



secundarias ou por redistribuicdo das plaquetas do pool esplénico e as
plaquetopenias, que podem ser congénitas e adquiridas.

Interferéncias técnicas podem influenciar na contagem de plaquetas,
por exemplo: o excesso de anticoagulante EDTA-K2 induz a formacao de
agrupamentos de plaquetas causando pseudoplaquetopenia na contagem
automatizada. A correcdo se faz contando as plaquetas no esfregaco
sanguineo (NAOUM, 2008).

A pseudotrombocitopenia € conhecida também como sindrome do
EDTA dependente. O EDTA é um anticoagulante usado na colheita de
amostras de sangue para a realizagao de hemograma, uma vez que preserva a
morfologia das células sanguineas e previne a agregagao plaquetaria. 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 redugdo na contagem do numero de
plaquetas em analisadores automaticos (FERREIRA, 2013).

De acordo com Budag e Cadore (2013) essa diminuicdo &
consequente da agregacdo plaquetaria causada por uma modificagdo
antigénica na superficie da plaqueta ocasionada pelo uso de anticoagulante,
ou, segundo Dussee colaboradores (2004), ocorre, mais raramente, devido a
formagao de rosetas de plaquetas em torno dos neutréfilos, um fenémeno
referido como satelitismo plaquetario.

O conhecimento dos dados clinicos do paciente é de grande
importancia para se evitar a liberagdo de resultados incorretos (DUSSE et al.,
2004). A contagem de plaquetas por microscopia (CPM) é uma ferramenta
fundamental na avaliacdo dos pacientes com doengas que acometem as
plaquetas na medida em que adiciona informacdes Uteis aquelas obtidas pelos
analisadores hematolégicos, além de servir de ferramenta de controle interno
da qualidade das contagens automatizadas de plaquetas (CAP) (COMAR et al.,
20009).

Deve-se verificar, paralelamente a CPM, a presenca de plaquetas
gigantes e agregados plaquetarios grandes, pois eles podem ser contados
como leucdcitos pelos analisadores e assim gerar contagens de leucocitos
falsamente elevadas e CAP falsamente diminuidas. (COMAR et al., 2009).
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O objetivo do presente trabalho foi demonstrar a importancia da
leitura do esfregaco sanguineo e do uso do tubo contendo citrato de sédio na
coleta do hemograma, como critério de diagndstico da pseudotrombocitopenia
por EDTA.
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2 METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo bibliografica descritiva. Foi realizada a
busca para fonte bibliografica em livros, periddicos e artigos cientificos
selecionados por meio do banco de dados Scielo (Scientific Library Online),
fontes Pubmed, no periodo de Julho de 2016 a Julho de 2017.

Foram utilizados 04 livros e 12 artigos, todos em lingua portuguesa e o periodo
das publicacbes de 2000 a 2016. As palavras chaves utilizados foram:
‘Plaquetopenia’, ‘Extensdo sanguinea’ e ‘EDTA dependente’.

Como critério de inclusdo observaram-se os artigos e estudos que
evidenciaram a sindrome do EDTA dependente como causador da
pseudoplaquetopenia. Além das publicacdes que considerassem o uso do
citrato de sddio e leitura da extensao sanguinea como fatores confirmatérios na
presenca de pseudotrombocitopenia.

A literatura usada procurou atentar para as producdes nos anos de
2000 a 2016, em funcao da disponibilidade escassa de dados e por se tratar se
uma sindrome rara e pouco conhecida.

Por se tratar de uma revisdo bibliografica, esta analise nao
necessitou ser submetida ao comité de ética em pesquisa, respeitando assim

todos os aspectos éticos.
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3 DISCUSSAO

A fisiopatologia da pseudotrombocitopenia induzida por EDTA ainda
€ incerta. Porém, o EDTA apds quelar o Calcio, pode expor anticorpos
endogenos direcionados contra o complexo de glicoproteinas llb/llla das
plaquetas. Sendo assim, auto-anticorpos presentes no plasma reconhecem e
se ligam a um epitopo da glicoproteina IIb (GPllb) que é integrante do
complexo GPlIb/llla da superficie plaquetaria, promovendo a aglutinagao das
plaquetas (DUSSE et al. 2004; SILVA et al. 2016).

Segundo Gomes e colaboradores (2000), a ativagdo plaquetaria
causa uma mudanga conformacional no receptor llb/llla, que se torna apto a
ligar-se a diferentes glicoproteinas. Explicando o que Dussee colaboradores
(2004) menciona, que esse epitopo somente é exposto na presenga do EDTA.
A producéo de tais anticorpos é desconhecida e a presencga desses no plasma
é flutuante, podendo alternar periodos em que se detecta ou ndao uma
pseudotrombocitopenia (DUSSE et al., 2004).

O mecanismo que leva ao satelitismo nao esta totalmente elucidado.
Especula-se que os auto-anticorpos se ligam pela porcdo Fab, ao epitopo
exposto da GPIlIb/llla da plaqueta e pela porgdao Fc, ao receptor Ill dos
neutréfilos, formando as pontes entre plaquetas e neutréfilos (DUSSE et al.,
2004).

A frequéncia com que esse fendbmeno ocorre ainda é dificil de
avaliar, porém estudos mostram que a incidéncia maior em pacientes
hospitalizados, portadores de doencas hepaticas, autoimunes, neoplasicas e
pacientes sob tratamento com alguns medicamentos. Tal fenbmeno esta
presente em cerca de 0,1% da populagédo (DUSSE et al., 2004; SILVA et al.,
2016).

No entanto é importante ressaltar que esse fenbmeno pode ocorrer
independentemente da coexisténcia de alguma doencga ou utilizacdo de drogas
e que de modo geral os individuos que apresentam pseudotrombocitopenia n&o
tem histéria clinica de sangramento e marcadores autoimunes, o tempo de
sangria € normal e o volume plaquetario médio (VPM) nao é alterado, o que
confirma que as diminuigdes das plaquetas sao inquestionavelmente induzidas
in vitro (DUSSE et al., 2004).
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Em 2000, Ferreira (2013) avaliou 60 casos consecutivos de
trombocitopenias na hematologia clinica obtidos ao longo de dois anos a partir
do qual concluiram que a pseudotrombocitopenia era a segunda maior causa
de trombocitopenias (incidéncia de 17%).

Quando ha suspeita de pseudotrombocitopenia, o tubo que contém
EDTA deve passar por incubagdo em banho Maria a 37°C, com posterior
homogeneizagado para excluir a possibilidade de aglomeracdo. Apds nova
leitura do aparelho se os resultados permanecerem inalterados exige avaliagao
cuidadosa do esfregaco sanguineo, pois nele sera evidente a presenca de
grumos de plaquetas que, em geral, sdo mais frequentes na porgao final da
cauda do esfregaco sanguineo (CARBONI et al. 2015 ; DUSSE et al. 2004).

Os numeros reais de plaquetas e leucdcitos podem ser
determinados colhendo-se o sangue em citrato de Sédio a 3,8% com proporgéo
de 4,5 ml de sangue e realizando-se a contagem imediatamente apds a coleta
(DUSSE et al, 2004).

O citrato de Sodio € um quelante de Calcio que reage com o Calcio
livre do sangue formando sais insoluveis. A auséncia de Calcio livre impede a
efetivacdo do mecanismo de coagulagao sanguinea. Esse anticoagulante nao
preserva os eritrocitos (SECCHI, 2010).

Um dos métodos utilizados também para a confirmagdo de uma
possivel pseudotrombocitopenia € o Método de Fonio ou método indireto, onde
as plaquetas sdo contadas em esfregago de sangue em lamina e,
posteriormente sdo relacionadas com o numero de eritrocitos por mm? de
sangue. Além de quantificar o numero, o método de Fdnio possibilita a
avaliacao da morfologia da plaqueta (BRASIL, 2010).

Para realizar o exame microscopico é fundamental o preparo
adequado de uma extensdo sanguinea, que apos ser corada, € levada ao
microscopio 6tico no intuito de constatar anormalidades quantitativas e
qualitativas das células (COMAR, 2015).

Segundo Avila e colaboradores (2016) o esfregaco sanguineo
corado € observado através de um microscépio na objetiva de 100x com o
auxilio do éleo de imersdo. Sao analisados 5 campos, nos quais em média
contenha 200 hemacias em cada. Somam-se o numero de plaquetas

encontradas em todos os campos e por fim, é feita uma relacéo entre o niumero
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total de hemacias do paciente e o numero de plaquetas contadas através do
microscopio, ou seja, o numero total de plaquetas do paciente por mm? sera o
numero de plaquetas contado em 1.000 hemacias, multiplicado pelo total de
hemacias por mm? e depois dividido por 1.000. (Ver anexo 1).

Uma lamina de hemograma ¢é revisada a fim de fornecer
informacbes adicionais, geralmente n&o discriminadas pelos analisadores
automaticos ou simplesmente para confirmar os resultados quali-quantitativos
automatizados (COMAR, 2015).

Quadro 1- Achados morfolégicos nao detectaveis ou precisamente

quantificaveis pelos analisadores hematoldgicos atuais.

Achados observados na extensao Condigoes clinicas
sanguinea
Acantocitos Acantocitose hereditaria,

abetalipoproteinemia, coreia —
acantocitose, doenca hepatica
avancada, hipoesplenismo,
deficiéncia piruvatoquinase, fenétipo
McLeod, queimaduras severas,
anorexia nervosa/fome, deficiéncia
de vitamina E, hipotireoidismo,

mixedema, doenca renal

Agregados plaquetérios e Pseudotrombocitopenias

Satelitismoplaquetario

Anel de Cabot Anemia Megaloblastica
Bastonete de Auer Leucemias mieldides agudas
Coddcitos Talassemias e doencas hepaticas,

hipoesplenismo, hemoglobinopatias

C e SC, deficiéncia de ferro

Corpusculo de Howell — Jolly Hipoesplenismo, eritroblastose,
mielodisplasia, anemia

megaloblastica, pds quimioterapia




Cristais de hemoglobina C

Hemoglobinopatia C

Dacriécitos

Mielofibrose com metaplasiamieloide

Desvio nuclear a esquerda,
granulagdes toxicas, corpusculos de

Doéhle e vacuolos citoplasmaticos

Infecgbes e doencgas hereditarias

dos leucocitos

15

Drepandcitos

Anemia falciforme,

hemoglobinopatias SC e SD

Eliptocitos

Eliptocitose hereditaria, deficiéncia
de ferro, anemia megaloblastica,
pds-quimioterapia, piropoiquilocitose

hereditaria, recém — nascidos.

Equinécitos

Artefato, insuficiéncia renal, pés —
transfusdo, deficiéncia de fosfato,

queimaduras

Eritroblastos

Multiplas

Esterdcitos e aglutinagéo eritrocitaria

Anemia hemolitica autoimune

Estomatdécitos Artefato, estomatocitose hereditaria,
doenca hepatica obstrutiva,
sindrome do Rh nulo
FaggotCells LMA M3

Fragmentos eritrocitarios ou

esquisocitos

Anemia hemolitica microangiopatica,
coagulagéo intravascular
disseminada, hemolise secundaria a
valvulas cardiacas, queimaduras

severas, piropoiquilocitosehereditaria

Hakycells

Tricoleucemia

Hemoparasitas

Malaria

Hipogranulacdo e degranulacdo de

neutroéfilos e plaquetas

Sindromes mielodisplasicas (SMD)

Linfoblastos pequenos

Leucemias linfoides agudas

Linfécitos atipicos ou reativos

Viroses

Linfocitos clivados, lobulados e

Doencas linfoproliferativas

foliares




Neutrofilos Hiperssegmentados

Anemia megaloblastica

FONTE: COMAR, 2015.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

A sindrome do EDTA dependente, como ¢é chamada a
pseudotrombocitopenia por EDTA, ocorre “in vitro”, ou seja, ocorre apenas
quando o sangue do paciente entra em contato com o anticoagulante EDTA.

Tanto a agregacédo, quanto o satelitismo plaquetario pode fazer com
que o aparelho hematoldgico faca a leitura errbnea das plaquetas. Liberando
assim, um resultado falso das plaquetas. Para relacionar todos esses
procedimentos com uma pseudotrombocitopenia, o profissional deve ter o
habito de ler os esfregagos sanguineos feitos sem anticoagulante e
correlacionar com os resultados que o aparelho libera. Caso contrario, pode
correr o risco de liberar um resultado erréneo.

Conclui-se que essa sindrome pode ocorrer mesmo que nado haja
nenhum histérico de doenca e o paciente tem todos os exames normais € sem
histérico de sangramentos. Mostrando o quanto € importante correlacionar
sempre a leitura do aparelho com a da lamina, sendo assim indispensavel a

leitura da extensdo sanguinea.



ANEXO |

Suspeita de uma possivel pseudotrombocitopenia

!

Tubo de EDTA

=

Incubar a 37°C

!

Nova homogeneizac¢édo do tubo

l

Nova Leitura do aparelho

sm 4
i

Leitura da quantidade de
plaquetas normalizadas

{

Comparacéao da leitura do
aparelho com a da lamina,
resultados proximos.

U

Possibilidade de
pseudotrombocitopenia
descartada.

b

Resultados permanecem inalterados

(Persisténcia da baixa de plaquetas)

l

Nova coleta no tudo contendo citrato
de sddio a 3.8% em 4,5ML de sange.
(Passar imediatamente no aparelho)

!

Contagem corrigida das plaquetas pelo

aparelho.

Contagem com a lamina sem
anticoagulante - Método de fénio.

U

Comparagao do resultado liberado pelo
aparelho e pela contagem microscopica.

l

Resultados normalizados de plaquetas
nas duas contagens.

{

Confirmacdo da Pseudotrombocitopenia.
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