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Densidade ética

Os indices plaquetarios fornecidos pelos analisadores hematoldgicos séo provavelmente os parametros
mais ignorados pela maioria dos laboratérios clinicos, em virtude da dificuldade de sua padronizacéo.
Desses indices, o volume plaquetario médio (VPM) vem merecendo destaque por sua grande utilidade,
ndo s6 em casos de trombose e hemostasia, mas também em uma série de patologias, como diabetes,
doencas da tireoide, doencas vasculares, entre outras. O VPM é um parametro plaquetério fornecido
no hemograma que nao gera custos adicionais para o laboratério. Junto com a contagem de plaquetas,
ele é um sensivel indicador de desordens plaquetarias in vivo, mas pode ser tecnicamente dificil de
analisé-lo in vitro por causa dos interferentes pré-analiticos, como tempo de armazenamento da amostra
e artefatos gerados pelos anticoagulantes. Neste artigo descrevemos as principais metodologias e
seus interferentes na determinacé@o da contagem plaquetaria e do VPM, destacando a importancia do
laboratério de anlises clinicas em validar esse parametro, proporcionando sua utilizacdo no diagnéstico

de desordens hematoldgicas e de outras patologias.

abstract IS

The platelet indices provided by the hematological analyzers are probably the parameters mostly ignored by | Platelets

most clinical laboratories due to standardization difficulties. Among those indices, the mean platelet volume | .. platelet volume
(MPV) has stood out due to its usefulness not only in cases of thrombosis and hemostasy, but also in a series

of pathologies, such as diabetes, thyroid and vascular diseases, among others. MPV is a platelet parameter | Impedance
provided by the hemogram, which does not represent additional costs to the laboratory. Along with platelet | gptical density

count, it is a sensitive indicator of platelet disorders in vivo. However, it may be technically difficult to analyze
it in vitro owing to preanalytical interferences, such as sample storage time and anticoagulant artifacts. In
this article we described the main methodologies and the interfering factors in determining platelet count
and MPV, highlighting the importance of the clinical laboratory analyses to validate this parameter, allowing
its use in the diagnosis of hematological disorders and other pathologies.

1. Farmacéutica bioguimica da Unidade de Hematologia do Servio de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
2. Farmacéutica bioquimica da Unidade de Hematologia do Servico de Patologia Clinica do HCPA.
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Introducao

As plaquetas foram primeiramente descritas como
corpusculos distintos, e seu papel na coagulacdo e na
trombose foi reconhecido pelo patologista italiano Giulio
Bizzozzero, em 18824, Atualmente esta bem estabelecida
sua definicdo como fragmentos citoplasmaticos derivados
dos megacariécitos da medula éssea®.

Como as plaquetas ndo apresentam ndcleo, muitas de
suas caracteristicas morfoldgicas e bioldgicas sdo determi-
nadas pela mensagem genética de sua célula precursora,
o megacariécito da medula 6ssea. A trombopoetina (TPO)
mostrou-se o maior agente de controle na regulacdo da
producdo plaquetaria®® 2232, Esta acdo é provavelmen-
te modulada tanto por uma série de citocinas e fatores
humorais estimuladores, como as interleucinas (IL) 3, 6
e 11®, quanto por fatores estimulantes de col6nia de
granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) e, ainda, pela eri-
tropoetina (EPO). Por outro lado, hé os fatores humorais
inibidores, como a B-trombomodulina e o fator plaque-
tario 4 (PF4), que séo proteinas especificas, liberadas dos
a-granulos, marcadores da ativacdo plaquetéria, e podem
influenciar sua producdo®?. Em situa¢des que aceleram a
hematopoese, a maturacéo citoplasmatica megacariociti-
ca é mais rapida que a nuclear, e as plaquetas formadas
apresentam volume maior e sdo metabolicamente mais
ativas‘?,

Algum tempo atrés, os estudos plaquetérios limitavam-
se, principalmente, a contagem de plaquetas e as referéncias
morfoldgicas sobre macroplaquetas, satelitismo e agregacao
plaquetéria. Com o surgimento dos analisadores hematol6-
gicos de segunda geracao, na década de 1980, tornou-se
possivel a medicdo automatica de vérios pardametros©?.
Entre os novos indices, vem merecendo destaque o volume
plaquetario médio (VPM), por se tratar de uma variavel bio-
l6gica que determina a fungdo e a atividade plaquetéria®®.

Séo denominadas macroplaquetas aquelas que apre-
sentam um tamanho de 4 a 7 ym de diametro e plaquetas
gigantes as maiores que 7 pm, geralmente 10 a 20 um@,
Embora a avaliacdo cuidadosa do tamanho, em uma dis-
tensdo sanguinea, seja rapida e acurada, ela é subjetiva,
uma vez que a morfologia é enganosa para a estimativa do
tamanho plaquetéario. Plaquetas grandes sdo mais atrativas
que as pequenas; entdo, frequentemente, quando uma
distensao é lida, mostra inadequadamente “plaquetas gi-
gantes”®. O uso do VPM, determinado pelos analisadores
hematoldgicos, melhorara a descricdo de vérias desordens
plaquetérias (Figura 1).

Figura 1 - Distensao sanguinea corada com May-Griinwald-Giemsa (1.000x)
mostrando macroplaquetas em um paciente com VPM 12 fL

O VPM apresenta relacao inversamente proporcional a
ploidia do megacariécito. Em face disso, o volume plaque-
tério ndo pode ser avaliado separadamente da contagem de
plaquetas e uma correlacdo inversa entre esses parametros
pode ser encontrada” .

Muitos laboratérios ignoram a informagéo do VPM, gerada
em analisadores hematoldgicos, pois 0 método é de dificil
padronizacdo e, quando determinado em amostras de rotina,
é afetado por numerosas variaveis, como tipo de tecnologia,
populacdes de pacientes e as pertencentes a prépria coleta
(complexidade dos efeitos dos anticoagulantes e variaveis
pré-analiticas, como temperatura e tempo de estocagem do
material)@" >3, Em virtude desses problemas e da dificuldade
de interpretacéo da heterogeneidade do tamanho plaquetario
sob condicbes normais e anormais, essas medidas sdo inter-
pretadas com extrema cautela®, sendo aconselhavel que
cada laboratério estabeleca seu proprio valor de referéncia™.

A avaliacdo do tamanho e da morfologia das plaquetas
torna-se Gtil no diagndstico de pacientes com varias desordens
plaquetarias, por isso 0 VPM é de grande importancia, particu-
larmente nas trombocitopenias e trombocitoses. Anormalidades
clinicas significativas também podem ser detectadas, mesmo se
a contagem de plaquetas estiver nos limites normais‘.

O objetivo deste estudo foi fazer uma revisdo biblio-
gréfica do VPM para enfatizar ndo sé a importancia deste
indice, mas também sua aplicacdo clinica e laboratorial.

Metodologias

O primeiro método de referéncia para a determinacéo
de plaquetas foi a contagem manual por microscopia de
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contraste de fase('®*®, Em 2001, o International Council
for Standardization in Haematology (ICSH) prop6s um novo
método, baseado na deteccdo imunoldgica por citometria
de fluxo, que usa o isotiocianato de fluoresceina (FITC)
conjugado com o anticorpo monoclonal CD61 18 23, 34 40),
No entanto, os principios utilizados pela maioria dos
analisadores hematoldgicos continuam sendo a impedan-
cia eletronica e a analise dtica ou a associacdo das duas
metodologias® 1849,

A contagem por impedancia é baseada na anélise
dimensional, na qual as plaquetas sdo identificadas por
seu tamanho. As células, incluindo as plaquetas, sequen-
cialmente passam uma apds outra através de um orificio
aberto; porém, ao passar pelo orificio, alteram uma corrente
elétrica que resulta em um sinal. O nimero de pulsos é
proporcional ao de células contadas. O tamanho do pulso
elétrico é diretamente proporcional ao tamanho (volume)
da célula, o que permite a discriminagao especifica do tipo
de célula com o uso de circuitos threshold™®. O histograma
plaquetério é uma curva em que cada plaqueta é classificada
e distribuida de acordo com seu tamanho (Figura 2). O
VPM é diretamente derivado da analise desta curva, sendo
obtido pela divisdo do plaquetdcrito (PCT) pelo nimero
de plaquetas®.

No método 6tico, o citograma das plaquetas scatter é
formado pela medida simulténea de dois diferentes &ngulos
de dispersdo de luz. A disperséo de |luz de baixos angulos (2°
a 3°) sinalizada é amplificada 30 vezes, e a de altos angulos
(5°a15°), 12 vezes. O angulo baixo é convertido em volume
celular (tamanho) e o angulo alto, utilizado para medicao
do indice de refracdo (densidade). O citograma mostra pla-
quetas com volumes de 0 a 30 fL. Aquelas que apresentam
volume maior que 30 fL sdo contadas na area dos eritrocitos.
A andlise integrada é utilizada para distinguir plaquetas,
macroplaquetas, eritrdcitos, células fragmentadas e debris
que tenham diferentes indices de refracdo® 1% 0.

A contagem de plaquetas por fluorescéncia ética
estd sendo introduzida com os novos analisadores
hematoldgicos, adicionada a contagem tradicional por
impedancia. A contagem é realizada no canal de reticulé-
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| | |
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Figura 2 - Histograma de distribuicdo plaquetéria log-normal (Pentra DX 120 ABX)

citos. O fuorocromo polimetina marca o conteido de RNA/
DNA das células reticuladas e os granulos e a membrana
das plaquetas e produz fluorescéncia quando excitado
com o laser. Essa tecnologia realiza a contagem simultanea
de eritrdcitos, reticuldcitos e plaquetas fluorescentes. A
intensidade de fluorescéncia de cada célula é analisada,
0 que proporciona a separacdo das plaquetas dos eritré-
citos e reticulécitos. A fluorescéncia das plaquetas permite
ndo somente a exclusdo da contagem de particulas ndo
plaquetarias, mas também a inclusdo de macroplaquetas
e plaquetas gigantes®.

Atualmente ja existem analisadores hematoldgicos que
utilizam os trés principios, realizando trés contagens na
mesma diluicdo: 6tica, impedancia e imunol6gica®V.

Problemas tecnoldgicos na
determinacao do VPM

Embora o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) seja
o anticoagulante de rotina, mais utilizado para contagem
de células sanguineas, ele pode induzir alteracdes na
forma e na ultraestrutura das plaquetas. Plaquetas cole-
tadas com esse anticoagulante alteram-se com o tempo e
a temperatura® 3, tornando-se esféricas. Entretanto,
quando coletadas com citrato de sddio, tornam-se dis-
coides® 26 38) Essa alteracdo na forma causa aumento
aparente de aproximadamente 20% no VPM nas duas
primeiras horas em exposicdo ao EDTA, em relacdo as
amostras coletadas com citrato®®.

Estudos anteriores relatam que o valor do VPM aumenta
em decorréncia do inchaco plaquetério. Entretanto, um
estudo de Endler et al. mostra que tal aumento de tamanho
é, aproximadamente, inferior a 0,5 fL, quando a andlise é
realizada em até duas horas ap6s a venipuntura”.

A pseudossindrome de plaquetas cinzentas é um raro
fendbmeno dependente do EDTA que causa a degranulacdo
das plaquetas in vitro, gerando uma aparéncia cinza no
sangue periférico. As plaquetas “fantasmas” resultam na
diminuicado da contagem plaquetéria e na elevacéo do VPM.
Valores diminuidos de VPM podem ser obtidos pelo estouro
das plaquetas, também causado pelo EDTAG9,

Na metodologia de impedancia, o tamanho é o princi-
pal parametro para separar plaquetas de eritrocitos ou de
outras particulas, como, por exemplo, células vermelhas
fragmentadas, microcitos, fragmento de células leucémicas
de leucemias agudas ou cronicas® '* 2. 303D crioglobu-
linast* 3%, ou qualquer outra causa que gere a formacdo
de debris (Figura 3 a-c). Como todas as particulas com
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menos de 20 fL podem ser contadas como plaquetas,
a contagem fica espuriamente elevada e o VPM fica al-
terado, refletindo o tamanho do fragmento® 39, Eritré-
citos infectados por trofozoitos do P. falciparum®, por
fungos® 2 ou bactériast" 39 também podem interferir na
contagem de plaquetas e na determinagdo do VPM.

As bactérias podem induzir contagens falsamente ele-
vadas de plaquetas por sua presenca in vivo. Embora seja
uma situagdo rara, em pacientes sépticos algumas bactérias
podem ser observadas na distensdo sanguinea, associadas
a culturas positivas. O histograma do volume plaquetério
é anormal e mostra um pico de particulas de pequeno
tamanho (2 fL ou menos) quando ha bactérias ou aglo-
merados bacterianos. Fungos também podem apresentar
o tamanho das plaquetas e ser observados na distensao
sanguinea. Recentemente foi relatada uma contagem
elevada de plaquetas em um paciente trombocitopénico
infectado por Candida®®.

Plaquetas muito grandes e agregados plaquetarios
apresentam maiores valores para VPM e contagens dimi-
nuidas® & 2% 49, uma vez que sdo registrados a partir de
20 fL (Figura 3 d-e).

Em pacientes com hiperlipidemia, em amostras co-
letadas ap6s refeicdes ou nutricdo parenteral, os lipidios
podem formar pequenas gotas in vitro, que alteram a
contagem de plaquetas e causam moderado aumento

em analisadores que usam o método dtico. Como os
lipideos possuem alto indice refratario, eles podem gerar
sinais anormais localizados préximo das plaquetas ou no
mesmo local®®.

Aplicagdo clinica

O VPM é correlacionado com a funcéo plaquetaria e
pode ser um indice mais sensivel que o nimero de pla-
quetas, como marcador de interesse clinico, em varias
desordens.

O volume plaquetario elevado pode ser encontrado
em: pré-eclampsia“®, diabetes®> 49, doencas cardia-
cas® .38 hipertireoidismo®, esplenectomia®, talasse-
mias o ou B®, virus da imunodeficiéncia humana (HIV)“?
e pUrpura trombocitopénica idiopatica (PTI)(% 1237, Em
desordens mieloproliferativas, como a leucemia mieloide
cronica e a mielofibrose, as plaquetas frequentemente, mas
ndo sempre, sao grandes e anormalmente heterogéneas.
Nessas doencas, realmente ha plaquetas “gigantes” no san-
gue periférico“?. A trombocitemia essencial e a policetemia
vera ndo estdo associadas a plaquetas anormais e grandes.
Nessas desordens, a medula dssea € hiperproliferativa,
mas as células resultantes sdo fenotipicamente normais®.
Plaguetas grandes sdo vistas também em vaérias causas
de trombocitopenias congénitas, como a sindrome de
Bernard-Soulier e a anomalia de May-Hegglin. Nesta também

® ! @ :
PLT (urh?) PLT (pripi)’
| l | ; l | l | : l
2 10 20 30 2 10 20 30
. ® .
PLT (um®) PLT (um®)
! ! ! ) | | | ) l
2 10 20 30 2 10 20 30
© | ® :
' PLT (um?) PLT (um?)
I | : | | | | | E |
2 10 20 30 2 10 20 30

Figura 3 - Histogramas plaquetérios mostrando interferentes: eritrécitos fragmentados (A, B), micrdcitos (C), macroplaquetas (D, E), fragmentos de células

leucémicas (F) (Pentra DX 120 ABX)
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podem ser vistas plaquetas gigantes no sangue periférico.
Na rara sindrome de plaquetas cinzentas, elas séo grandes e
agranuladas ou hipogranuladas, em virtude da liberacéo de
a-granu|05(9' 12,24,33, 41,47, 56)

O volume plaquetario diminuido pode ser encontrado
em: sepse®), quimioterapia®, doencas inflamatérias do
intestino, como colite ulcerativa e doenca de Crohn®?,
hipotireoidismo®, anemia megaloblastica® e sindrome
de Wiskott-Aldrich®?. Nessa rara sindrome hereditaria, a
trombocitopenia é acompanhada por plaquetas pequenas
e hipofuncionais® 1237, 49,51,

Discussao

Por muito tempo, os estudos referentes a plaquetas
relacionavam-se somente a trombose e hemostasia. Atual-
mente esta claro que as plaquetas exercem importante
papel em diversas desordens caracterizadas por doencas
vasculares, incluindo doencga arterial coronariana (DAC),
doencas mieloproliferativas, diabetes, pré-eclampsia, doen-
ca intestinal inflamatéria, entre outras@®,

Em pacientes com diabetes tém sido relatadas alte-
racbes na morfologia e na funcdo plaquetaria. A hipe-
ratividade plaquetaria é acompanhada por aumento na
sintese de tromboxano e/ou por diminuicdo na produgéo
de prostaciclina®. Plaquetas grandes sao mais reativas
e agregaveis, porque contém granulos mais densos que
secretam mais serotonina, B-trombomodulina e produzem
mais tromboxano A2. Isso sugere uma relacdo entre a
funcdo plaquetaria e as complicagdes diabéticas. Alguns
estudos tém mostrado uma vida curta e rapida de plaque-
tas em diabéticos®.

Plaguetas grandes, na circulacao, refletidas pela elevacao
do VPM, levam a maior agregacéo e facilitam a formacao
do trombo®37.58 62 o que mostra ser um fator de risco
independente para o infarto do miocérdio (IM)® e para o
aparecimento da obstrugdo arterial coronariana na angina
instavel@ 273256 Um aumento do VPM seis meses apds o
IM é associado a maior risco de futuro infarto®@- 58, Pacientes
que tiveram IM, ou em risco, necessitam de VPMs seriados,
bem como de enzimas e outros marcadores!®.

O VPM apresenta relacdo inversamente proporcional
a ploidia do megacariécito; assim, o volume plaquetério
nao pode ser avaliado separadamente da contagem de
plaquetas e uma correlagdo inversa entre eles pode ser

encontrada® ¢, Entre as citocinas mais relevantes, a IL-3,
a TPO e a IL-6 tém maior influéncia na ploidia do mega-
cariécito, o que leva a producdo de plaquetas grandes e
mais reativas”.

Uma das razGes mais importantes para as contagens
automatizadas é o baixo erro estatistico devido ao grande
ndmero de células examinadas. Entretanto, essas tec-
nologias apresentam limitacdes que podem afetar uma
contagem verdadeira de plaquetas. Tais limitagces sdo
causadas pela inabilidade em diferencia-las de particulas
interferentes®. A interferéncia do anticoagulante deve
ser controlada pelo uso de um anticoagulante alternativo
ou pela padronizacdo entre o tempo da coleta e a andlise
da amostra®.

Aumento espurio da contagem de plaquetas também
é relatado em varias situacdes, incluindo células vermelhas
fragmentadas, crioglobulinas, bactérias ou fungos e lipidios.
Alarmes (flags) sao gerados e alertam o operador quanto a
possiveis achados anormais, podendo-se, assim, identificar
o problema. O operador deve estar ciente das caracteristi-
cas do seu analisador hematoldgico e apto a reconhecer e
corrigir resultados anémalos.

O histograma do volume de distribuicdo plaquetaria
€ de particular importancia. Quando ele for de forma
log-normal, a contagem de plaquetas e o VPM refletirdo
valores reais. Em contraste, quando a distribuicdo for
log-anormal, tanto a contagem quanto o VPM estardo
representando interferentes. A avaliagdo microscépica da
lamina, embora menos precisa, também é de grande utili-
dade para a identificacdo de alteracdes- * 230,

A confirmacéo, usando outro método de contagem,
como o de referéncia — a citometria de fluxo —, deve ser
realizada ao menos nas seguintes circunstancias: falha
na curva de plaquetas, na base de 20 fL, populacdo de
micrécitos presentes no histograma e VPM exagerada-
mente alto®®.

O VPM é gerado a partir de analisadores hematolégi-
cos, como parte integrante do hemograma, por isso nao
implica custos adicionais para o laboratério. Tal indice,
quando associado a contagem de plaquetas, permite duas
vezes mais a deteccdo de anormalidades plaquetérias,
sendo particularmente importante no diagnéstico e no
controle de desordens hematoldgicas e em uma série de
outras patologias.
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