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RESUMO

Objetivo: Identificar anticorpos antiplaquetas por citometria de fluxo
(método direto) em pacientes com plaquetopenia. Métodos: No periodo
de Janeiro de 1997 a Margo de 2004, foram encaminhados ao Centro
de Hematologia de Sa@o Paulo 15.100 pacientes para investigagao
hematoldgica, com varios diagndsticos (anemia, leucopenia,
plaquetopenia, alteragdo da coagulacéo, adenomegalias, leucemia e
outros) dos quais 1.057 apresentavam plaquetopenia. Esses pacientes,
conforme diagndstico, foram separados em dois grupos: Grupo
Parpura Trombocitopénica ldiopética, quando nao foi descoberta a
etiologia da plaquetopenia; e Grupo Outra Trombocitopenia, que inclufa
faixa de normalidade a esclarecer, infeccéo pelo virus da hepatite C,
HIV, hiperesplenismo, artefato EDTA, erro laboratorial e outras. Em 115
casos, foi realizada imunofenotipagem, para identificacéo de anticorpo
antiplaquetas (método direto), por citometria de fluxo. Resultados:
Dos 1.057 casos (7%) encaminhados por plaquetopenia, 670 casos
(63,4%) eram do sexo feminino. As idades variavam entre 1 e 75
anos. Dos 115 casos (9,7%) em que foi realizada imunofenotipagem,
houve positividade em 40% e o exame foi duvidoso em 5%. A pirpura
trombocitopénica idiopatica foi encontrada em 52% dos casos, sendo
mais frequente no sexo feminino, em criancas e adultos jovens. A
prevaléncia do virus da hepatite C foi encontrada em 7% dos casos
e HIV em 1% dos casos. Faixa de normalidade foi encontrada em
17%; erro laboratorial em 6% e artefato laboratorial em 1% dos casos.
Conclusao: 0 anticorpo antiplaquetas é um exame Gtil, quando positivo,
para confirmar o diagndstico de purpura trombocitopénica idiopatica
e, quando negativo, sugere outras causas de trombocitopenia.
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ABSTRACT

Objective: To identify antiplatelet antibodies by flow cytometry (direct
method) in patients with thrombocytopenia. Methods: Between
January 1997 and March 2004 a total of 15100 patients were referred to
the Centro de Hematologia de Sao Paulo for hematological investigation
of several diagnoses (anemia, leukopenia, thrombocytopenia,
coagulation abnormalities, adenomegaly, leukemia and others). Of
those, 1057 were referred because of thrombocytopenia and were
divided into two groups: Group Idiopathic thrombocytopenic purpura,
with no identifiable cause; and Group Other thrombocytopenia, which
included low normal platelet counts cause to be established, hepatitis
Cand HIV infection, hypersplenism, EDTA-induced artifacts, laboratory
error, and other causes. Flow cytometry immunophenotyping was
done in 115 cases to identify platelet autoantibodies (direct method).
Results: Of the total number of patients, 1057 (7%) presented low
platelet counts, 670 were females (63.4%) and age range of one to
75 years. Of the 115 cases (9.7%) submitted to immunophenotyping,
the results were positive in 40% and the test was inconclusive in 5%.
Idiopathic thrombocytopenic purpura was found in 52% of patients,
more often in women. Hepatitis C virus infection was found in 7%
and HIV infection in 1%. Low normal platelet counts were found
in 17%, laboratory errors in 6%, and laboratory artifacts in 1% of
cases. Platelet autoantibodies were found in 76.9% of all idiopathic
thrombocytopenic purpura cases. It was negative in 83.3% of the low
normal counts. Conclusion: antiplatelet autoantibodies when present
help to diagnose idiopathic thrombocytopenic purpura. \When absent,
suggest other causes of thrombocytopenia.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento da medicina, nos tltimos anos, impos
arealizacdo do hemograma como exame de rotina. Com o
advento dos modernos contadores de células, a contagem
de plaquetas passou a ser informada ao médico.

Atualmente, o hematologista recebe em seu consul-
tério pacientes que sao encaminhados por alteragoes
no hemograma (anemia, leucopenia e plaquetopenia),
na maioria das vezes como achado laboratorial. A pla-
quetopenia ¢ responsavel por 9,1% dos atendimentos
de primeira vez no Centro de Hematologia de Sao Pau-
lo (CHSP).

A classificacao das trombocitopenias esta dividida em
diminuicido na produgio de plaquetas, aumento na des-
truicdo e outras causas de plaquetopenia® (Figura 1).

A pseudotrombocitopenia (PTCP) € um fendmeno la-
boratorial de falsa baixa contagem de plaquetas (falsa pla-
quetopenia), ocasionada pela aglutinagio in vitro das pla-
quetas na presenca de autoanticorpos plaquetarios e an-
ticoagulantes, sendo mais comum o EDTA. Apesar de ser
um achado laboratorial raro (0,1% dos casos), a PTCP vem
aumentando com os contadores eletronicos de células. A
falha no reconhecimento dessa alteracao pode resultar em
diagndsticos erroneos e tratamentos inapropriados®.

OBJETIVO

Identificar anticorpos antiplaquetas por citometria
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METODOS

No periodo de Janeiro de1997 a Marco de 2004, foram
encaminhados ao CHSP 15.100 pacientes para investigacao
hematoldgica(anemia,leucopenia,plaquetopenia,alteracao
da coagulagio, adenomegalias, leucemia e outros). Desse
total, foram identificados os casos encaminhados por
plaquetopenia que fizeram parte do estudo.

Os pacientes, conforme o diagnéstico da plaqueto-
penia, foram separados em dois grupos: Parpura Trom-
bocitopénica Idiopatica (PTI) e Outras Trombocitope-
nias, que incluia contagem normal baixa de plaquetas
a esclarecer, infeccao pelo virus da hepatite C (VHC),
HIV, hiperesplenismo, artefato EDTA-PTCP, erro la-
boratorial e outras causas. O grupo de plaquetopenia
denominado “faixa de normalidade” foi assim definido
por ter contagem de plaquetas entre 120.000 e 150.000/
mm?, ndo sendo encontrada qualquer outra alteracao
clinica e laboratorial nesses pacientes, num periodo de
8 anos de acompanhamento.

Para identificacdo do anticorpo antiplaquetas, foi
realizada a imunofenotipagem por citometria de fluxo
(método direto).

As contagens de plaquetas foram realizadas pelo
aparelho Coulter T-890, em EDTA K3 e citrato de sodio,
com repeticao ap6s 24 horas a 4°C, contagem manual em
fonio e camara de Neubauer. Os exames da medula Os-
sea foram feitos pelas técnicas convencionais. Os exames
bioquimicos e soroldgicos foram realizados no aparelho

de fluxo (método direto) em pacientes com  Cobas Core da Roche. Utilizou-se o citometro da Coul-
plaquetopenia. ter Epics XL-MCL, e os anticorpos CD41 PE Immuno-
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MO = medula 6ssea, QT = quimioterapia, RT = radioterapia, CIVD = coagulacao intravascular dissemidada, PTT = purpura trombocitopénica trombética, SHU = sindrome hemolitico-urémica, CEC — Circulagdo Extra Corpdrea,P
Neonatal = prpura neonatal, PPT = plrpura pés transfusional, PTI = plpura trombocitopénica imunoldgica, LES = Idpus eritematoso sistémico, LP = doencgas linfoproliferativas, HIV = virus da imunodefifiéncia adquirida, HCV =

hepatite por virus C.

Figura 1. Causas de Trombocitopenia
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tech e anti-Human IgG FITC conjugate SIGMA, para a
identificacao do anticorpo antiplaquetas.

RESULTADOS

Do total de casos, 1.057 (7%) foram encaminhados por
plaquetopenia e, destes, 670 eram do sexo feminino (63,4%).
As idades variavam entre 1 e 75 anos (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Distribuicéo de pacientes em funcao da idade e da afecgao (CHSP,
Janeiro/1997 a Marco/2004)
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Fonte: Centro de Hematologia de Sao Paulo

Figura 3. Distribuicéo de causas por sexo (CHSP, Janeiro/1997 a Margo/2004)

A PTT foi encontrada em 52% dos casos de plaque-
topenia, sendo mais frequente no sexo feminino, em
criancas e adultos jovens. A prevaléncia do VHC foi de
7% e HIV de 1% dos casos. A faixa de normalidade
foi encontrada em 17%:; erro laboratorial em 6%:; e ar-
tefato laboratorial em 1% dos casos. As figuras 4 e 5
demonstram os percentuais das causas das afecgoes que
levaram os pacientes ao CHSP.

A imunofenotipagem por citometria de fluxo foi re-
alizada em 115 casos (9,7%), a fim de se identificar o
anticorpo antiplaquetas (método direto), sendo positi-
va em 40% dos casos, negativa em 55% e duvidosa em
5% (Figuras 6, 7 e 8).

O anticorpo antiplaquetas foi positivo em 76,9% dos
casos de PTI e negativo em 83,3% dos casos de faixa de
normalidade (Figuras 6, 7 e 8).
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Figura 4. Distribuicao das causas das afecgdes (CHSP, Janeiro/1997 a
Margo/2004)

A esclarecer (7%)

Faixa de normalidade (17%)

Erro laboratorial (6%)

Hiperesplenismo (6%)

Artefato EDTA (1%)

HIV (1%)

PTI (52%)

Total de casos = 1057

Fonte: Centro de Hematologia de Séo Paulo

Figura 5. Percentual de causas das afecgoes (CHSP, Janeiro/1997 a Margo/2004)
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Figura 6. Imunofenotipagem por citometria de fluxo
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Figura 7. Imunofenotipagem por citometria de fluxo
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Figura 8. Distribuicéo por diagndstico e resultado (CHSP/HIAE, Janeiro/1997 a
Margo/2004)

DISCUSSAO

A plaquetopenia € uma achado laboratorial frequente.
Neste trabalho, a PTI foi a causa mais comum de
plaquetopenia, com maior frequéncia no sexo feminino,
em criangas entre 1 a 10 anos e adultos jovens entre 15
a 40 anos, conforme dados da literatura®*,

No presente estudo, a faixa de normalidade baixa
foi a segunda maior causa de plaquetopenia, o que nos
faz questionar os valores de normalidade para conta-
gem de plaquetas utilizados na maioria dos laborat6-
rios, com plaquetometria automatizada. Nao temos, em
nosso meio, trabalho populacional, com foco em valo-
res de referéncia.
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A analise microscopica do esfregaco a fresco, sem
anticoagulante, foi importante na identificacio de
PTCP, macroplaquetas e alteracoes morfoldgicas das
linhagens hematopoiéticas®™.

O anticorpo antiplaquetas foi um exame til, quan-
do positivo, para confirmar PTI e importante, quando
negativo, para descartar diagnosticos erroneos de pla-
quetopenias, como € o caso de se tratar de faixa de nor-
malidade baixa®".

A plaquetopenia de causa imunolégica € um diag-
nostico de exclusdo. Este estudo podera esclarecer e
orientar os exames laboratoriais que devem ser solicita-
dos para a elucidacao da etiologia, conclusao diagndsti-
ca e orientacdo terapéutica.

O exame do anticorpo antiplaquetas realizado
no presente estudo foi feito pelo método direto, por
citometria de fluxo, que identifica a imunoglobuli-
na G (IgG) ligada a membrana plaquetaria. Existe
disponivel outro teste, representado por um pool de
anticorpos — IgA, IgM e IgG (método indireto), que
pode ser solicitado numa investigacao quando existe
suspeita de causa imune. O fato de termos realizado
apenas um teste na investigagao do anticorpo antipla-
quetas pode explicar os 20% de resultados negativos
nos casos de PTI, sendo que, para esses pacientes,
podemos apenas descartar causa imune pelo anticor-
po IgG®,

A plaquetopenia, sendo um achado laboratorial fre-
quente, implica uma correta investigacao de suas possi-
veis causas, o que ¢ fundamental para evitar falhas no
diagnostico e nos tratamentos inapropriados. Para o su-
cesso nesse diagndstico, € muito importante o trabalho
em conjunto e a troca de informacoes, entre o médico
assistente e o laboratoério clinico.

CONCLUSAO

O anticorpo antiplaquetas ¢ um exame util, quando
positivo, para confirmar o diagndstico de purpura
trombocitopénica idiopatica e, muito importante,
quando negativo, para descartar diagndsticos errdneos.

Na pratica diaria, o exame de anticorpo antipla-
quetas nao deve ser solicitado na rotina, sendo indica-
do para os casos de plaquetopenia, quando o médico
assistente quiser aprofundar a investigacdo de uma
causa imunoldgica.
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