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T resumo

Pseudotrombocitopenia A pseudotrombocitopenia consiste na contagem baixa de plaquetas em amostras de sangue colhidas
em etilenedinitrilotetraacetato (EDTA). Essa diminuicdo é conseqliente a aglutinacado das plaquetas ou,
mais raramente, a formacdo de rosetas de plaquetas em torno dos neutréfilos, um fenémeno referido
como satelitismo plaquetdrio. A natureza fisiopatolégica da pseudotrombocitopenia induzida pelo EDTA
GP IIb/Iila €, ainda, incerta. No entanto, tem sido proposto que auto-anticorpos presentes no plasma, na presenca
de EDTA, reconhecem e se ligam a um epitopo da glicoproteina Ilb (GPIIb), integrante do complexo
GPlIb/llla da superficie plaquetdaria, promovendo a aglutinacdo das plaquetas. O conhecimento dos
dados clinicos do paciente é de grande importéncia para se evitar a liberacdo de resultados incorretos.
Quando ha suspeita de pseudotrombocitopenia, o diagnéstico pode ser confirmado fazendo-se a
contagem de plaquetas imediatamente apds a coleta do sangue em EDTA e repetindo-se apds uma ou
quatro horas, quando é verificada queda gradual dos resultados obtidos. O nimero real de plaquetas
pode ser determinado colhendo-se o sangue em citrato de sédio a 3,8% e realizando-se a contagem
imediatamente apds a coleta. A avaliacdo cuidadosa do filme sangiiineo é imprescindivel para a caracte-
rizacao de casos de pseudotrombocitopenia, pois nele seré evidente a presenca de grumos de plaquetas
que, em geral, sdo mais freqlientes na porcao final da cauda do filme sangiiineo. A observacéo criteriosa
do histograma pode também sugerir um quadro de pseudotrombocitopenia, quando se detecta o
aumento de debris celulares.

Satelitismo

EDTA

abstract IS ™

Pseudothrombocytopenia consists in a false reduced number of platelets count in blood samples collected into | Pseudothrombocytopenia
EDTA-containing vials. This reduction may be due either to platelets agglutination or, seldom, to platelets roset-
tes formation around neutrophils, a phenomenon known as platelet sathelitism. The physiopathological nature
of the EDTA-induced pseudothrombolytopenia is still uncertain. However, it has been proposed that plasma
autoantibodies may recognise and bind to the glycoprotein Iib (GPIIb) epytope, which is part of the GPIIb/llla | pib/ita
complex on the platelet surface, promoting platelet agglutination. It is quite important to know the clinical data
from patient in order to prevent spurious results. As pseudothrombocytopenia is suspected, diagnosis can be
confirmed by counting platelets immediately following EDTA blood sampling and after 1 or 4 hours, as it is verified
a gradual reduction of the previous results. The correct platelet number can be determined by blood collection in
3,8% sodium citrate and performing platelet count immediately. A minucious observation of the blood smear is
indispensable for pseudothrombocytopenia characterization. It will be evident platelet clumps, which are more

Sathelitism

EDTA

frequent on the smear tail. Also, it may be observed in blood smears the presence of plateled sathelitism, both
resulting in a false reduced platelet count. A minucious and careful hystogram observation may also suggest
pseudothrombocytopenia, as a cellular debris increase is present.
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Introducéo

A pseudotrombocitopenia consiste na contagem
baixa de plaquetas em amostras de sangue colhidas em
etilenedinitrilotetraacetato (EDTA). Essa diminuicdo é
conseqliente a aglutinacdo das plaquetas ou, mais ra-
ramente, a formacdo de rosetas de plaquetas em torno
dos neutrdfilos, um fendmeno referido como satelitismo
plaquetdrio® 9. A aglutinacdo das plaquetas pode re-
sultar na formacdo de grumos de tamanho similar aos
dos leucécitos, e o contador automatico é incapaz de
distinguir tais grumos, reconhecendo-os como leucécitos
e fornecendo contagem falsamente elevada ou pseudo-
leucocitose 1),

Embora seja dificil avaliar a freqiiéncia com que esse
fenébmeno ocorre, acredita-se que sua incidéncia seja maior
em pacientes hospitalizados, especialmente os portado-
res de doencas hepdticas, auto-imunes e neoplasicas®.
Em pacientes que estdo sob tratamento com Abciximab
(ReoPro, Eli Lilly), medicamento utilizado especialmente
em intervenc¢bes coronarianas, estima-se que um terco
apresente subita diminuicdo da contagem de plaquetas,
sem nenhuma complicacdo de sangramento, confirmando
a pseudotrombocitopenia® 2. No entanto, é importante
ressaltar que a pseudotrombocitopenia pode ocorrer in-
dependentemente de coexisténcia de alguma doenca ou
utilizacdo de drogas.

Recentemente, Cohen et al.©© fizeram um estudo re-
trospectivo, em que avaliaram 60 casos consecutivos de
contagens de plaquetas inferiores a 100.000/mm?, obtidos
ao longo de dois anos, em pacientes hospitalizados e ndo-
oriundos da clinica hematoldgica. Esses investigadores
concluiram que a incidéncia de pseudotrombocitopenia
foi de 17%, representando a segunda principal causa de
resultados com trombocitopenia.

Payne et al.1? relataram que a pseudotrombocitopenia
ocorre com uma freqiiéncia de 0,1% nas contagens labora-
toriais de plaquetas. Esse dado é bastante preocupante, ja
que um laboratério de grande porte, que realiza cerca de
mil contagens plaquetérias diariamente, tem a chance de
ter um caso de pseudotrombocitopenia por dia.

Considerando a freqliéncia estimada, a pseudotrom-
bocitopenia representa um problema clinico de grande
importancia, uma vez que pode resultar em diagnéstico
erréneo, solicitacdo desnecessaria de exames laboratoriais
e conduta terapéutica totalmente inadequada, incluindo
a transfusao 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 esta normal e o volume plaquetério médio (VPM)
ndo é alterado, o que confirma que a diminuicdo das
plaquetas encontrada €, inquestionavelmente, induzida
in vitro®

A ocorréncia de pseudotrombocitopenia em pacien-
tes portadores de trombocitemia essencial (TE), doenca
neoplasica que cursa com nimero bastante elevado de
plaquetas circulantes, pode mascarar o diagnéstico da
doenca ou dificultar a monitorizacdo do tratamento nos
casos diagnosticados. Considerando a gravidade da TE, é
imprescindivel afastar essa possibilidade, para a instituicdo
do tratamento correto®. Por outro lado, em pacientes com
doencas associadas a diminuicdo das plaquetas circulantes,
seja pela supressao da plaquetopoese medular ou por
mecanismos imunes, a ocorréncia da pseudotrombocito-
penia pode dificultar enormememente a monitorizacao do
tratamento®.

A natureza fisiopatoldgica 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
lIb (GPIIb), integrante do complexo GPllb/Illa da super-
ficie plaquetéria, promovendo a aglutinacéo das pla-
quetas. Esse epitopo somente é exposto na presenca de
EDTA“ 1. A fisiopatologia da producéo 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 indu-
zida pelo EDTA, como imunoglobulina da classe G (IgG)
(subclasses 1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4), imunoglobulina da
classe M (IgM) e imunoglobulina da classe A (IgA)('?. Esses
anticorpos reagem melhor em temperaturas inferiores a
temperatura ambiente. A ligacdo anticorpo-GPlIb/llla foi
detectada na presenca de varios sais do EDTA (Na,EDTA,
K,EDTA, K,EDTA e MgEDTA) e do etileno glycol bis 3-ami-
noetil éter (K,EGTA)'?). Plaquetas de individuos portadores
da trombastenia de Glanzmann ndo reagem com esses
anticorpos. A trombastenia de Glanzmann é uma doenca
hemorragica hereditéria, associada a mutacdes dos genes
responsaveis pela sintese da GPllb e GPllla, o que levaa um
comprometimento da agregacdo plaquetéria®. Tal observa-
¢do confirma o envolvimento da GPIlb/Illa na aglutinagdo
induzida pelo EDTA.



No satelitismo, as plaquetas freqlientemente formam
rosetas em torno dos neutrdfilos, mas esse fendmeno pode
ser visto também em mondcitos e eosindfilos. O nimero de
plaquetas envolvidas na formacéo das rosetas é variavel?,
O mecanismo que leva ao satelitismo néo esta totalmente
elucidado. Recentemente tem sido especulado que os
auto-anticorpos se ligam, pela porcao Fab, ao epitopo
exposto da GPlIb/llla da plaqueta e, pela porcdo Fc, ao
receptor Il dos neutréfilos, formando as pontes entre plaque-
tas e neutrdfilos e a figura de roseta®. Uma outra explicagéo
aventada sugere que proteinas liberadas dos granulos alfa
das plaquetas, especialmente a trombospondina, estariam
envolvidas na formacdo da roseta, uma vez que somente
plaquetas que se coram fortemente para trombospondina
estdo envolvidas no processo®. A Figura 1 mostra imagens
de satelitismo plaquetario.

Diversos pesquisadores afirmam que o fendmeno da
aglutinacdo in vitro das plaquetas ocorre somente na
presenca de EDTA. Assim, amostras obtidas em citrato
de sédio, heparina ou oxalato de sédio forneceriam
a contagem correta. No entanto, hd quem afirme que
esses anticoagulantes também sdo responséveis por
induzir aglutinacdo, e a contagem correta somente
poderia ser estimada utilizando-se amostras sem anti-
coagulantest® 18,

A adicdo de algumas substancias ao anticoagulante tem
sido utilizada como artificio para prevenir a aglutinacéo das
plaquetas. Dessa forma, foi relatado que a suplementacéo
do EDTA com kanamicina evitou a aglutinacdo plaqueta-
ria®. A combinacao de citrato de sodio e paraformaldeido
também serviu como forma de prevencao‘®.

O conhecimento dos dados clinicos do paciente é de

grande importancia para se evitar a liberacdo de resultados
incorretos. Quando hé suspeita de pseudotrombocitopenia,

Figura 1 - Satelitismo plaquetdrio
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o diagndstico pode ser confirmado fazendo-se a contagem
de plaquetas, imediatamente apds a coleta do sangue
em EDTA, e repetindo-se apds uma® ou quatro horas”,
quando é verificada uma queda gradual dos resultados
obtidos.

Os nlmeros reais de plaquetas e leucécitos circulantes
podem ser determinados colhendo-se o sangue em citrato
de sédio a 3,8%, mantendo-se rigorosamente a propor¢ao
deste de 0,5 para 4,5ml de sangue e realizando-se a conta-
gem imediatamente apds a coleta. A diluicdo da amostra
pelo anticoagulante (nove partes de sangue: dez partes
no total) pode ser corrigida multiplicando-a pelo fator de
diluicéo, que é 1,1. Este é obtido pela reciproca da diluicéo,
ou seja, dividindo 10 por 99%. Outra maneira seria colher
o0 sangue sem anticoagulante e fazer a contagem imedia-
tamente apds a coleta®.

A avaliacdo cuidadosa do filme sangtiineo é imprescin-
divel para a caracterizacdo de casos de pseudotromboci-
topenia, pois nele sera evidente a presenca de grumos de
plaquetas que, em geral, sdo mais freqiientes na porcao
final da cauda do filme sangtiineo. A observacdo criteriosa
do histograma pode também sugerir um quadro de pseu-
dotrombocitopenia quando um aumento de debris celulares
for observado".

As Figuras 2 e 3 mostram imagens de aglutinacdo
plaquetéria, na presenca de EDTA, em um caso de pseu-
dotrombocitopenia de um paciente diagnosticado no
Laboratério do Hospital Madre Teresa/Belo Horizonte, MG.
A contagem de plaquetas obtida na amostra colhida em
EDTA foi de 24.000/mm?, e na amostra obtida em citrato
de sédio foi de 214.000/mm?>. Neste caso, praticamente
nado foram encontradas plaquetas ao longo do filme san-

B o e

Figura 2 - Grumo de plaquetas e um neutrdfilo segmentado em amostra de sangue
colhida em EDTA
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Figura 3 - Grumo de plaquetas em amostra de sangue colhida em EDTA

giiineo, feito com a amostra obtida em EDTA, e foram
vistos grandes grumos de plaquetas na porcao final da
cauda do filme.
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