*““Jamais consideres os teus estudos como
uma obrigacdo, mas sim como uma
oportunidade invejavel para aprender a
conhecer a influéncia libertadora da
beleza do reino do espirito, para o teu
proprio prazer pessoal e para o proveito
da comunidade a qual pertence o teu

futuro trabalho.”

Albert Einstein

(1879-1955)
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Resumo

Introducio: A Purpura Trombocitopénica Imune (PTI) ¢ uma doenga auto-imune que
se caracteriza pela presenca de auto-anticorpos contra as glicoproteinas plaquetares, que
levam a destruicao das plaquetas no sistema reticulo-endotelial. Para o diagnostico
diferencial entre trombocitopenias por hiperdestrui¢do periférica, como a PTI, ou por
hipoproducao medular (aplasia ou invasao medular por proliferagdo celular anormal) ¢
necessario, frequentemente, fazer a observacdo morfologica da medula Ossea. As
plaquetas reticuladas (rP — reticulated platelet) sdo plaquetas recentemente libertadas da
medula 6ssea, t€m um maior volume, sdo mais densas e t€ém acido ribonucleico (RNA —
ribonucleic acid) residual. A percentagem de rP (%rP) é um novo parametro plaquetar
do CELL-DYN" Sapphire que utiliza o marcador de fluorescéncia CD4K-530.
Objectivo: O objectivo principal deste trabalho ¢ determinar a fiabilidade da %rP na
avaliacdo da actividade trombopoiética da medula 6ssea, com o intuito de vir a
substituir o medulograma na abordagem diagnodstica da maioria dos casos de PTI
primaria.

Material e métodos: Em 139 amostras de sangue periférico, colhidas em acido
etilenodiaminotetracético tripotassico (EDTA Kj; — ethylenediaminetetraacetic acid
tripotassic), foram determinados os diferentes parametros plaquetares, incluindo a %rP,
e a contagem de reticuldcitos. Foi utilizado um equipamento CELL-DYN® Sapphire
com tecnologia de citometria de fluxo. O valor de %rP foi obtido por metodologia
optica, por deteccdo da dispersdo do feixe de luz (laser) nos angulos 7° e 90° e por
fluorescéncia emitida por CD4K-530, um marcador de RNA. As amostras foram

divididas em 4 grupos: PTI primaria n=34; trombocitopenia induzida por quimioterapia

viil
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n=11; anemia hemolitica autoimune (AHAI) n=18; e controlo n=76. A analise
estatistica foi efectuada com o software StatView 5.0.

Resultados: No grupo com PTI primaria foi encontrada uma média (+ desvio padrao)
de percentagem de plaquetas reticuladas de 6.435 + 3.584%; no grupo com
trombocitopenia induzida por quimioterapia, 2.649 + 1.382%; no grupo com AHAI
2.012 £+ 1.130%; e no grupo controlo, 1.632 + 0.985%. As diferencas nos valores de
%rP entre o grupo PTI e cada um dos outros grupos sao estatisticamente significativas e
ndo ha diferencas entre os outros grupos. Na PTI primaria a percentagem de
reticuldcitos, avaliada pelo parametro %Ret, ndo tem correlacdo com a %rP; o MPV
(Mean Platelet Volume) esta aumentado ¢ o PDW (Platelet Distribution Width) esta
dentro dos valores normais.

Conclusdao: O novo parametro plaquetar %rP provou ser um parametro util no
diagnéstico da PTI primaria, porque, para um nimero de plaquetas semelhante, a %rP ¢é
significativamente mais elevada na PTI primaria do que na trombocitopenia pos-
quimioterapia e ndo ¢ influenciada pelos reticuldcitos presentes na amostra. Embora
sejam necessarios estudos mais alargados, nomeadamente em doentes que se
apresentem com trombocitopenia associada a neoplasias linfoproliferativas, a %rP tem
potencial para vir a ser utilizada como teste complementar no diagndstico diferencial de
trombocitopenias, podendo, em alguns casos, vir a substituir o medulograma. De notar
ainda que, a avaliar pelo MPV e pelo PDW, na PTI primaria as plaquetas tém,
uniformemente, um maior volume, o que corresponde ao que € possivel observar no
esfregaco de sangue periférico.

Palavras-chave: Trombocitopenia; PTI primaria; Plaquetas reticuladas; CELL-DYN®

Sapphire; Citometria de fluxo; CD4K-530.
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Abstract

Introduction: Immune Thrombocytopenic Purpura (ITP) is an immune condition due
to the presence of self-reactive antibodies against platelet glycoproteins, causing platelet
destruction in the reticulo-endothelial system. Diagnosis is performed mainly by bone
marrow aspirate, which can distinguish between thrombocytopenia by enhanced
peripheral destruction (such as ITP) or thrombocytopenia due to decreased
thrombopoietic activity (aplasia or medullar invasion by abnormal cell proliferation).
Reticulated platelets (rP) are large, immature platelets, with residual ribonucleic acid
(RNA), recently released from the bone marrow. The hematologic analyzer CELL-
DYN® Sapphire allows the determination of reticulated platelets percentage (rP%),
using CD4K-530 as a fluorescence marker.

Purpose of the study: The main goal of this study is to assess the reliability of rP% in
the evaluation of bone marrow thrombopoietic activity, possibly replacing bone marrow
aspirate in the diagnosis of primary ITP.

Material and methods: Determination of platelet parameters (including rP%) and
reticulocyte  counts in 139  peripheral blood samples collected in
ethylenediaminetetraacetic acid tripotassic (EDTA Kj3), using CELL-DYN® Sapphire
haematological analyzer, with flow cytometry technology. The rP% was obtained using
optic methodology, with dispersion angles of 7° and 90°, and with fluorescence of
CD4K-530, a RNA marker. Samples divided in 4 groups: Primary ITP n=34;
chemotherapy-induced thrombocytopenia n=11; auto-immune haemolytic anaemia
(AIHA) n=18; and control n=76. Statistical analysis with StatView 5.0 software.
Results: Average rP% (+ standard deviation) in: Primary ITP group = 6.435 + 3.584%;

chemotherapy-induced thrombocytopenia group =2.649 + 1.382%; AIHA group =2.012
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+ 1.130% and control group = 1.632 + 0.985%. Statistically significant differences
between rP% values in ITP group and each one of the other groups. In ITP group, there
is no correlation between reticulocyte percentage (evaluated by the parameter Ret%)
and rP%; mean platelet volume (MPV) is higher and platelet distribution width (PDW)
is in the normal range.

Conclusion: The new platelet parameter rP% proved to be an useful tool in primary ITP
diagnosis because, for a similar platelet count, rP% is significantly higher in primary
ITP than in chemotherapy-induced thrombocytopenia, with no influence of reticulocyte
counts. Even though it is necessary to perform more complimentary studies, especially
in patients with lymphoproliferative malignancies associated thrombocytopenia, rP%
has potential to be used as complimentary test in thrombocytopenia differential
diagnosis, replacing bone marrow aspiration in some cases. It is important to note that,
regarding MPV and PDW in primary ITP, platelets have higher size, which can be
corroborated by the peripheral blood smear observation.

Keywords: Thrombocytopenia; Primary Immune Thrombocytopenic Purpura;

Reticulated Platelets; CELL-DYN® Sapphire; Flow Cytometry; CD4K 530.
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O sangue periférico ¢ constituido por plasma com uma suspensiao de células
hematopoieticas produzidas na medula 6ssea. A plaqueta ¢ a mais pequena destas
células, mas ndo a menos importante. Alteracdes plaquetares, quantitativas e/ou
qualitativas, podem desencadear sintomatologia hemorrdgica grave. A diminui¢ao do
numero de plaquetas no sangue periférico, trombocitopenia, pode estar associada a
diversas patologias, que no essencial se agrupam em situagdes de hiperdestrui¢ao
periférica ou de hipoprodu¢ao medular. A Purpura Trombocitopénica Imune (PTI) ¢
caracterizada por uma producdo normal ou aumentada de plaquetas que, apds a sua
libertagdo da medula dssea, sdo destruidas por um mecanismo imune. Esta patologia
esta associada a uma elevada percentagem de plaquetas reticuladas, que traduz o estado

de actividade trombopoiética da medula dssea (Lichtman et al., 2006).

1.1 — Plaqueta

1.1.1 — Estrutura e funcio plaquetar

A plaqueta tem uma forma discédide, quando inactiva, e é anucleada, com um
diametro de cerca de 3-5um (Hoffbrand et al., 2005) e um volume plaquetar médio
(MPV — Mean Platelet Volume) entre 8.17-9.65fL.. A estrutura da plaqueta e os seus
constituintes (Figura 1) distribuem-se, segundo Castro et al. (2006), em quatro zonas:
(1) Zona periférica (membrana plasmatica e sistema canicular aberto); (2) Zona sol-gel
(citoesqueleto); (3) Zona de organelos (granulos o e granulos densos, mitocondrias e

lisossomas); (4) Sistema membranar (sistema tubular denso).
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fibronectin,

B-thromboglobulin,
P;ﬁ?n antagonist Mitochondria
thrombospondin

Figura 1 — Estrutura celular da plaqueta. ADP: adenosina difosfato; Ca®": ido
de Calcio; PL4: Platelet factor 4 (Factor plaquetario 4); VWF: Von
Willebrand Factor (FvW — Factor von Willebrand). (Hoffbrand et
al., 1993)
As plaquetas circulam na corrente sanguinea num estado quiescente mas, sempre
que ha lesao da parede do vaso sanguineo com exposi¢do da matriz do sub-endotélio,
dirigem-se ao local lesionado onde promovem a rapida forma¢dao do codgulo que vai

encerrar a lesdo. Neste processo, denominado hemostase primaria, interferem outros

factores da coagulacao que levam a hemostase secundaria (Hoffbrand et al., 2005).

1.1.1.1 — Glicoproteinas plaquetares

As plaquetas apresentam uma série de glicoproteinas (Gp) transmembranares
que sdo muito importantes na sua fun¢do hemostatica, entre outras: GplIb/Illa (ligagao
ao fibrinogénio); Gpla/lla (ligagdo ao colagénio); Gplb/IX/V (ligagdo ao Factor von
Willebrand — FvW); GpIV (liga a trombospondina) e GpVI (ligagdo ao colagénio)

(Lichtman et al., 2006).
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1.1.2 — Producio de plaquetas
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Figura 2 — Megacariopoiese e trombopoiese. A megacariopoiese ¢ 0
processo de producdo de megacaridcitos maduros; a trombopoiese
leva a produgdo de plaquetas, que resultam da fragmentagdo
citoplasmatica dos megacariocitos. Meg-CFC: Célula Formadora de
Colonias de Megacariocitos. (Adaptado de Lichtman et al. (2006))

As células do sangue periférico sdo formadas na medula Ossea, mais
concretamente nos espacos do tecido intersinusoidal, e derivam das células estaminais
pluripotenciais hematopoiéticas que, quando estimuladas, se diferenciam para dar
origem a uma determinada linhagem celular (Lichtman et al., 2006). A megacariopoiese
¢ a linhagem de produgdo de megacariécitos na medula 6ssea, onde o megacarioblasto ¢
um precursor do megacariocito. O megacarioblasto tem um unico niicleo e muito pouco
citoplasma e, a partir do momento em que sofre divisdo nuclear sem divisdo

citoplasmdtica (replicacdo nuclear endomitdtica sincronizada), da origem ao

megacariocito, uma célula plurinuclear (poliploide) com um citoplasma extenso
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(Hoffbrand et al., 1993). A concentracdo de varios nucleos no interior do megacariocito
possibilita a producdo das inimeras proteinas que constituem as 2000-3000 plaquetas
produzidas por cada megacariécito (Lichtman et al., 2006). As plaquetas resultam da
fragmentacdo citoplasmatica do megacariécito, num processo denominado
trombopoiese, que ¢ estimulado pela hormona trombopoietina (TPO) (Lichtman et al.,
2006) (Figura 2).

O bago tem um papel muito importante na regulagdo do nimero de plaquetas no
sangue periférico, servindo de reservatorio para cerca de s das plaquetas produzidas
(Hilman et al., 2005), o que permite um equilibrio dindmico dentro de um intervalo de
valores normais de 150-400x10°/L. Na corrente sanguinea as plaquetas tém uma vida

média de 10 dias (Hoffbrand et al., 1993).

1.2 — Trombocitopenia

Quando o numero de plaquetas no sangue periférico se encontra abaixo de
150x10°/L diz-se que ha trombocitopenia (Lewis et al., 2006).

A trombocitopenia pode ser devida a: elevada destruicdo periférica de plaquetas
(hiperdestrui¢do periférica); distribuicdo anormal das plaquetas no organismo
(hiperesplenismo); ou baixa producdo de plaquetas na medula o6ssea (hipoprodugdo
medular) (Tabela I) (Hilman et al., 2005). A avaliacdo do aspirado medular permite
perceber se hd ou ndo diminui¢do da producdo de plaquetas (Hilman et al., 2005;
Hoffbrand et al., 2005; Lichtman et al., 2006). Antes de se proceder ao diagnostico
diferencial ¢ importante excluir artefactos que podem ser responsaveis por uma falsa

trombocitopenia (ou pseudo-trombocitopenia), como a presenga de um coagulo na
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amostra, microcoagulos ou agregados plaquetares, visiveis no esfregaco de sangue
periférico (Lewis et al., 2006).

Tabela I — Diagnostico diferencial da trombocitopenia. Na coluna da
esquerda estdo as causas da trombocitopenia e na coluna da direita as
situacdes clinicas associadas. (Adaptado de Hilman et al., 2005)

Causa da trombocitopenia Situagdo clinica

CID

Sindrome hemolitico-urémico

Nao imune
PTT

Elevada destruicao plaquetar
‘ ‘ Sindrome HELLP
(hiperdestruicao)

Secundaria a outras doengas
(SIDA, LES, aloimunizagao,
Imune doengas linfoproliferativas)

PTI

Aplasia

Alteracio da Drogas/toxinas/citostaticos

produgéo medylar Proliferacao celular anormal

Invasdao medular por neoplasia

Baixa produgdo plaquetar Anemia de Fanconi

(hipoprodug@o) Sindrome TAR

Defeitos

, Rubéola
congénitos

Anomalia May-Hegglin

Sindrome Wiskoot-Aldrich

Producao ineficaz ~ Deficiéncia em B,/Folato

Distribuicao plaquetar Hepatopatias

Hiperesplenismo

anormal Mielofibrose

CID: Coagulagdo Intravascular Disseminada; HELLP: Hemolysis Elevated
Liver Enzimes Low Platelet Count; LES: Lupus Eritematoso Sistémico; PTI:
Purpura Trombocitopénica Imune; PTT: Parpura Trombocitopénica
Trombotica; SIDA: Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida; TAR:
Trombocitopenia e Auséncia de Radio.




Percentagem de plaquetas reticuladas — um parametro (til no diagnéstico da Pirpura Trombocitopénica Imune Primaria Capitulol — Introdugdo

1.3 — Plaquetas reticuladas

As plaquetas reticuladas (rP — Reticulated Platelet) sdo plaquetas recentemente
libertadas da medula 6ssea; sao maiores, mais densas, tém acido ribonucleico (RNA —
ribonucleic acid) residual, ¢ sdo mais activas no processo de formagdo do trombo
hemostatico do que as plaquetas maduras (Lichtman et al., 2006; Hilman et al., 2005).

Dos parametros que podem ser usados para o diagnostico diferencial das
trombocitopénias destacamos o medulograma, o doseamento de trombopoietina e
percentagem de plaquetas reticuladas (Kurata et al., 2001). Varios autores sugerem uma
associagdo entre a percentagem aumentada de rP e as trombocitopenias hiperdestrutivas
(Kurata et al., 2001; Monteagudo et al., 2008; Koike et al., 1998; Saxon et al., 1998), e
uma contagem absoluta de rP diminuida, mas ndo a percentagem, em situagdes
hipoprodutivas (Kurata et al., 2001). Assim, a percentagem de plaquetas reticuladas no
sangue periférico traduz a actividade trombopoiética da medula 6ssea, a semelhanca da
contagem de reticuldcitos, que permite avaliar a actividade eritropoiética (Lichtman et

al., 2006).

1.4 — Plrpura Trombocitopénica Imune

1.4.1 — Definicao e Classificacao

A Purpura Trombocitopénica Imune (PTI) é uma desordem auto-imune que se

caracteriza por trombocitopenia resultante da destruicdo acelerada e descontrolada de

plaquetas por auto-anticorpos anti-plaquetas (Hoffbrand et al., 2005). A PTI pode ser do

adulto ou da crianca; PTI priméaria, se ¢ um achado isolado, ou PTI secundaria, se
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associada a outras doengas; e pode ser aguda ou cronica (Lichtman et al., 2006; Cines et
al., 2009). Na PTI o MPV ¢ elevado devido ao grande nimero de megatrombocitos

(Kelton et al., 1979).

1.4.2 — Patofisiologia

1.4.2.1 — Auto-anticorpos

Na década de 50, em ensaios de administragdo de plasma de doentes com PTI
em voluntarios normais, Harrington evidenciou a presenga de auto-anticorpos anti-
plaquetas, uma vez que esses voluntarios adquiriram trombocitopenia severa (Lichtman
et al., 2006). Nestes primeiros estudos atribuia-se a trombocitopenia, dos doentes com
PTI cronica, apenas a destruicdo periférica das plaquetas; mais tarde provou-se que os
auto-anticorpos também tém afinidade para os megacariécitos (McKenna et al., 1962), o
que pode causar diminuicao da trombopoiese (McMillan et al., 1978).

No inicio dos anos 70, dois grupos de investigadores comprovaram que as
plaquetas de doentes com PTI crénica contém elevados niveis de PAIgG (Platelet-
associated immunoglobulin G — Imunoglobina G associada a plaquetas) (Luiken et al.,
1977; Kelton et al., 1979).

No final dos anos 80, foram descritos dois ensaios especificos para os auto-
antigénios alvos: Immunobead Assay (McMillan et al., 1987) ¢ MAIPA (Monoclonal
Antibody-specific Immobilization of Platetet Antigens Assay) (Kiefel et al., 1987).

Na PTI os auto-anticorpos estdo dirigidos contra a Gpllb/Illa (Woods et al.,
1984), a GPIb/IX (Szatkowski et al., 1986), ou ambas (McMillan et al., 1987), ¢ a

GPla/lla (Deckmyn et al., 1994). Num dos estudos iniciais, envolvendo a GplIb/IIla, foi
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observada uma nao ligacdo dos auto-anticorpos de doentes com PTI as plaquetas de
doentes com Trombastenia de Glanzmann, que sdo deficientes nesta glicoproteina,
embora esses mesmos auto-anticorpos se ligassem a plaquetas normais, comprovando
que a GplIb/Illa ¢ um auto-antigénio alvo na PTI (Leeuwen et al., 1982).

Os epitopos imunodominantes da GPIIb/IIla reconhecidos pelos auto-anticorpos
encontram-se no dominio extracelular (terminal aminico) tanto da GPIIbo como da
GPIlla (Kuwana et al., 2001). No entanto, também sdo reconhecidos os epitopos do
dominio citoplasmatico (terminal carboxilico) (Souza et al., 1991; Bowditch et al.,
1996). Estudos da reac¢do de auto-anticorpos Imunoglobina G (IgG) contra este
complexo glicoproteico plaquetar indicam que menos de 50% dos doentes com PTI tém
auto-anticorpos que ndo sdo patogénicos, porque estdo direccionados contra epitopos
localizados no dominio citoplasmatico que ¢ apenas exposto durante a destrui¢do
plaquetar. Estes auto-anticorpos poderdo ter um papel importante na trombocitopenia
severa (Fujisawa et al., 1991 e Fujisawa et al., 1992). Também foram feitos estudos para
determinar os epitopos do dominio extracelular da GpIb/IX, estudando uma sequéncia
de aminoacidos da Gplba, o maior componente deste complexo glicoproteico (He et al.,
1995).

Os auto-anticorpos contra epitopos externos das glicoproteinas sdo considerados
marcadores distintivos na PTI em 80% dos doentes, enquanto que os auto-anticorpos
contra epitopos internos das glicoproteinas sdo um fendmeno secundario de destruigdo
plaquetar e nao patogénica (He et al. 1994).

Os auto-anticorpos podem ser produzidos contra antigénios proteicos virais que
sdo “cross-reactivos” contra auto-antigénios plaquetares, por mimificagdo molecular,
como acontece, por exemplo, pela infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana

(VIH) e pela bactéria Helicobacter pylori (PTI secundaria) (Cines et al., 2009).
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1.4.2.2 — Envolvimento de Células Be T

Inicialmente, os auto-anticorpos na PTI foram classificados como sendo
policlonais, no entanto, mais tarde verificou-se que pelo menos alguns doentes com PTI
tém proliferacdo clonal de células B e, tanto as células B CD5” como as células B CD5",
produzem auto-anticorpos IgG contra as glicoproteinas Gpllb/Illa e Gplb (Harst et al.,
1990).

Alguns autores defendem que a PTI pode ser causada ndo s6 pelos auto-
anticorpos, mas também por células T direccionadas contra as plaquetas e/ou
megacariocitos, por recrutamento das células T, possivelmente devido a elevada

expressao dos genes VLA-4 e CX3CRI1 (Olsson et al., 2008).

1.4.2.3 — Destruicao no sistema reticulo-endotelial

Os auto-anticorpos s3o responsaveis pela destruicdo de plaquetas no sistema
reticulo-endotelial ao nivel do bago (principalmente), figado e medula dssea (Karpatkin
et al., 1980). Em estudos em ratos observou-se a presenca de auto-anticorpos e/ou auto-
anticorpos ligados a agregados plaquetares principalmente na polpa vermelha do bago e
também no figado (particularmente nas células de Kupffer, e também nas células
endoteliais hepaticas) (Bagchus et al., 1989). No entanto, o bago ndo é apenas o
principal local de destruicdo das plaquetas, como também ¢ o local onde se inicia a sua
sensibiliza¢do e onde se produzem auto-anticorpos (McMillan et al., 1980).

As plaquetas revestidas por auto-anticorpos sdo rapidamente retiradas da
circulagdo via ligagdo do fragmento cristalizavel (Fc) das IgG aos receptores FcyR

(Fragment Crystallizable Gamma Receptor — Receptor do Fragmento Cristalizavel
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gama) dos macrofagos presentes nos corddes de Billroth (ou corddes esplénicos) e
noutros locais do sistema reticulo-endotelial (Hoffbrand et al., 2005; Male et al., 2006)
(Figura 3). O “bloqueio” dos receptores FcyR ¢ um mecanismo terapéutico importante
dos esterdides e especialmente da Ig intravenosa (IgI'V) em doentes com PTI (Bussel et
al., 1983). Existem polimorfismos nos receptores FcyR, mais concretamente no FcyRIla
(CD32) e no FeyRlIlla (CD16), que podem estar envolvidos na resposta ao tratamento na

PTI (Fujimoto et al., 2001).

Figura 3 — Mecanismo de destrui¢do plaquetar no sistema reticulo-endotelial.
As plaquetas opsonizadas por auto-anticorpos anti-Gpllb/Illa sdo
fagocitadas e destruidas por macrofagos (células apresentadoras de
antigénios) apos ligacdo do fragmento Fc dos auto-anticorpos aos
receptores FcyR. As células T CD4" (helper T cells) auto-reactivas
reconhecem porgdes peptidicas da Gpllb/Illa (Kuwana et al., 1998;
Sukati et al., 2007) expostas pelo complexo MHC classe 1l e vao
activar as células B, que sofrem proliferacdo e diferenciacdo em
plasmocitos, células produtoras de auto-anticorpos anti-Gpllb/Illa.
De notar que a activagdo completa das células B necessita também
da ligagdo do CD40 ao CD154 (Male et al., 2006). FcyR: Fragment
Crystallizable Receptor Gamma (Receptor do Fragmento
Cristalizavel  gama); Gp:  glicoproteina;, MHC:  Major
Histocompatibility Complex; TCR: T Cell Receptor (Receptor de
células T). (Figura adaptada de Maluf Janior (2007) e Fox (2002))
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1.4.2.4 — Papel do sistema complemento

A activacdo do sistema complemento tem um papel importante na
trombocitopenia em alguns doentes com PTI, nos quais se verifica o aumento de C3
(Hauch et al., 1977), C4 e C9 (Lichtman et al., 2006). Estudos in vitro mostraram que,
na presenca de auto-anticorpos anti-plaquetas, o C3 e o C4 podem ligar-se as plaquetas,

desencadeando a sua lise (Hymes et al., 1993).

1.4.2.5 — Trombopoietina

A trombopoietina (TPO) é um regulador primario da produgdo de plaquetas e
actua através do receptor c-Mpl que se encontra nos megacarioblastos, megacaridcitos e
plaquetas (Kuter et al., 1995). O nivel de TPO circulante ¢ regulado primariamente pela
clearance da TPO ligada aos receptores c-Mpl das plaquetas circulantes.

O numero de plaquetas circulantes pode ser mediado por um feedback auto-
regulador: 1) na trombocitopenia ha niveis elevados de TPO em circulacio, porque ha
poucas plaquetas, que se vai ligar ao c-Mpl nos megacaridcitos, estimulando a sua
maturagdo e a producao de mais plaquetas (Li et al., 1999); 2) quando a contagem de
plaquetas ¢ elevada, ha menos TPO livre no sangue periférico, ha menos quantidade a
ligar-se aos megacariocitos e a producdo de plaquetas na medula Ossea baixa. No
entanto, a massa de megacariocitos aparenta ser o factor mais determinante dos niveis
de TPO em doentes trombocitopénicos (Koike et al., 1998).

Medir os niveis de TPO no soro pode ser util no diagnéstico diferencial das

trombocitopenias (se por hiperdestruicdo periférica ou. por hipoproducao medular)
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(Emmons et al., 1996). Os niveis de TPO sdao normais ou ligeiramente aumentados nos

doentes com PTI (Emmons et al., 1996; Hirayama et al., 1998).

1.4.3 — Genética

Roark e os colaboradores (2002) demonstraram que alguns auto-anticorpos anti-
glicoproteinas plaquetares resultam de rearranjos de um tnico gene da regido variavel
da cadeia pesada da imunoglobina, no fragmento de ligagdo ao antigénio (Fab —
Fragment antigen binding): o gene Vy3-30. Estes autores concluiram que os auto-
anticorpos direccionados contra as plaquetas surgem por muta¢do somatica € expansao
clonal de células B.

A influéncia de factores genéticos leva a que haja uma predisposicdo para
determinadas doencgas auto-imunes, no entanto, pouco se sabe acerca da predisposi¢do
para a PTIL. Foi encontrada uma prevaléncia ligeiramente superior dos alelos HLA-
DRw2 (Karpatkin, 1980; Karpatkin et al., 1979) e HLA-DRB1*0410 (Nomura et al.,
1998), no entanto, poucos estudos mostram de forma consistente a ligagdo entre a PTI e
o complexo MHC (Major Histocompatibility Complex). Parece haver diferengas raciais
em HLA (Human Leukocyte Antigen (Antigénios de leucocitos humanos)) entre
populagdes japonesas de doentes com PTI e populagdes de outros paises (Nomura et al.,

1998).

1.4.4 — Apresentacio Clinica

A apresentagdo clinica da PTI difere entre os doentes adultos e pediatricos. A

PTI nas criangas esta normalmente associada a uma infec¢do viral precedente, e ¢, em
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geral, uma trombocitopenia severa que se desenvolve subitamente (Hoffbrand et al.,
2005) e ambos os sexos sao igualmente afectados (Lichtman et al., 2006). Em cerca de
80% das criangas a trombocitopenia regride dentro de 6 a 12 meses (Cines et al., 2009).
A PTI aguda pode ocorrer também apds vacinagao contra varios agentes infecciosos,
como, por exemplo, a VASPR (Vacina combinada anti-Sarampo, -Parotidite e -
Rubéola) (Cines et al., 2009).

Ao contrario da PTI da infancia, a PTI em adultos é, geralmente, uma doenga
crénica, sem associacdo com um evento 6bvio e manifesta-se por hemorragia moderada
a severa (Hoffbrand et al., 2005; Lichtman et al., 2006) ¢ é predominante em mulheres
(Cines et al., 2005; Lichtman et al., 2006). Alguns adultos com PTI t€ém uma
apresentacdo aguda semelhante a das criangas, no entanto, alguns estudos referem que
aproximadamente 50% dos doentes estdo assintomaticos e sdo diagnosticados numa
analise de rotina (Hoffbrand et al., 2005). A PTI cronica caracteriza-se por uma
contagem de plaquetas inferior a 150x10°/L por mais de 6 meses consecutivos
(Lichtman et al., 2006).

Muitos dos casos de PTI sdo considerados primarios (idiopaticos), enquanto que
outros sdo atribuidos a condi¢des co-existentes (PTI secundéria) (Figura 4),
nomeadamente a doengas linfoproliferativas [leucemia linfocitica crénica (PTI-LLC),
doenca de Hodgkin (PTI-DH), leucemia de linfécitos T granulares (PTI-LLG),
sindrome linfoproliferativo  auto-imune (PTI-SLPA)]; infec¢des [virus da
imunodeficiéncia humana (PTI-VIH), citomegalovirus (PTI-CMV), virus Varicela-
Zoster (PTI-VVZ), Virus da hepatite C (PTI-VHC), Helicobacter pylori (PTI-HP)];
doengas auto-imunes sistémicas [anemia hemolitica auto-imune (PTI-AHAI) -

sindrome de Evans —, lipus eritematoso sistémico (PTI-LES)]; imunodeficiéncia
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comum variavel (PTI-IDCV); sindrome antifosfolipidico (ITP-SAF) e situagdes de pos-

transplante (PTI-PT) (Cines et al., 2009).

SLE 5%
/ APS 2%
- CVID 1%

PRIMARY j-mellzh
80% _~ Evan's 2%
— ALPS, post-tx 1%
— HIV 1%
W Hep C 2%
\‘? H. pylori 1%
\ Post vaccine 1%
Misc. systemic
infection 2%

Figura 4 — Propor¢ao estimada das varias formas da PTI secundaria (num
total de 20%). ALPS: autoimmune lymphoproliferative syndrome
(sindrome linfoproliferativo auto-imune); APS: antiphospholipid
syndrome (sindrome antifosfolipidico); CLL: chronic lymphocytic
leukemia (leucemina linfocitica crénica); CVID: common variable
immune deficiency (imunodeficiéncia comum variavel); Post-tx:
post—bone marrow or solid organ transplantation (pds-transplante);
SLE: systemic lupus erythematosus (lapus eritematoso sistémico).
(Cines et al., 2009)

O numero de plaquetas circulantes condiciona os sintomas e sinais da PTI (quer
primdria, quer secundéria). Aproximadamente um ter¢co dos doentes apresenta
contagens superiores a 30x10°/L, sem hemorragia significativa; os doentes com
contagens inferiores podem ter manifestagdes hemorragicas, em que sdo comuns a
purpura (equimoses e petéquias), epistaxis, menorragias e hemorragias gengivais, sendo
0s menos comuns a hematuria, hemoptises e hemorragias gastrointestinais (Lichtman et
al., 2006). Os doentes com contagem de plaquetas persistentemente abaixo de 10-
20x10°/L podem ter hemorragias graves, mas nio sio frequentes (Hoffbrand et al.,
2005); a hemorragia intra-craniana esta, normalmente, associada a trauma ou lesdes
vasculares (Lichtman et al., 2006), e que requer um tratamento mais agressivo (Psaila et

al., 2009).
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O bago tem um tamanho normal ou ligeiramente aumentado, com peso inferior a
200g (Hoffbrand et al., 2005); histologicamente pode apresentar uma aparéncia granular
ou “suja” devido as plaquetas acumuladas nos corddes de Billroth (Hoffbrand et al.,

2005).

1.4.5 — Incidéncia

A PTI é uma doenga rara, no adulto a incidéncia é maior em mulheres, aumenta
com a idade, ocorrendo numa média de idades de 56 anos, e as complicagdes de risco de
vida s3o mais frequentes em doentes idosos com mais de 60 anos (Frederiksen et al.,
1999; Cines et al., 2005). A taxa de mortalidade na PTI crénica ¢é relativamente baixa
(5-20%) (Wong et al., 1998), mesmo em doentes com trombocitopenia severa (Portielje

etal., 2001).

1.4.6 — Diagnostico

O diagnostico da PTI ¢ feito por exclusdo de outras causas de trombocitopenia,
através da historia clinica, exame fisico, analise do sangue perifério (observagao
morfoldgica e contagem diferencial das células) e exame morfologico da medula 6ssea
(medulograma). Podem também ser feitos outros testes, nomeadamente a determinagao
dos niveis de trombopoietina (Cines et al., 2005; Provan et al., 2010).

O medulograma (analise morfoldgica do aspirado medular), mostra um nimero
normal ou aumentado de megacariécitos de morfologia normal. A eritropoiese ¢ a
mielopoiese sdo normais. A American Society of Hematology recomenda que, se os

doentes com trombocitopenia isolada tiverem menos de 60 anos, a aspiracdo da medula
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¢ desnecessaria na apresentagdo da doenca. No entanto, alguns hematologistas
aconselham o medulograma para descartar leucemias e mielodisplasias, especialmente
em individuos com mais de 40 anos (Lichtman et al., 2006).

Sintomas como perda de peso, febre, hepatomegalia, linfadenopatias e
esplenomegalia excluem a PTI, sugerindo um diagnostico alternativo (Lichtman et al.,

2006).

1.4.7 — Tratamento

Tabela II. Opgoes de tratamento na PTI e respectivos mecanismos de acgao.
(Gernsheimer, 2009; Provan et al., 2010)

Mecanismo Opgao de tratamento

Corticosteroides

IgIV

Interferéncia na destrui¢cdo de plaquetas Imunoglobina Anti-D

or accao dos auto-anticorpos .
p ¢ P Esplenectomia

Danazol

Vinca alcaldides

Limpeza de anticorpos da circulacdo Plasmaférese

Azatioprina

Ciclofosfamida

Imunossupressao nao especifica de

células T Ciclosporina A

Corticosterdides

Danazol

Anticorpo para o CD-20 (Rituximab)

Interferéncia na participacao das células Anticorpo para o ligando do CD40

B e T na sintese de auto-anticorpos IglV

Mofetil micofenolato
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Fornecimento de plaquetas Transfusao de plaquetas

Transplante de medula 6ssea

Agonistas de trombopoietina recombinante
(rthTPO, PEG-rhMGDF)

Aumento da produc¢do de plaquetas
Agonistas do receptor da trombopoietina
(romiplostim, eltrombopag, AKR-501)

Corticosteroides

IgIV: imunoglobina intravenosa; PEG-rhMGDF: Pegylated recombinant
human megakaryocyte growth and development factor; rhTPO: Recombinant
human thrombopoietin.

Sao varios os estudos acerca do tratamento adequado para a PTI, no que respeita
as dosagens e tempos de tratamento (Marin, 2009; Provan et al., 2010; Gernsheimer,
2009; Cines et al., 2005; Nakhoul et al., 2006). Os mecanismos de ac¢ao de alguns

agentes terapé€uticos estdo representados na Tabela II.

1.5 — Anemia Hemolitica Auto-imune

A Anemia Hemolitica Auto-imune (AHAI) caracteriza-se por anemia com uma
diminui¢io do numero de eritrécitos no sangue circulante (<4.5x10'%/L), devido a
hiperdestruigdo periférica destas células, que sdo opsonizadas por auto-anticorpos e
fagocitadas no sistema reticulo-endotelial, principalmente no bago (Lichtman et al.,
2006).

A producao de eritrocitos (eritropoiese) ocorre na medula Ossea por
diferenciagdo das células estaminais hematopoiéticas, dando origem ao eritroblasto, que
apo6s perda do nucleo, resulta numa célula precursora do eritrocito — o reticulocito. Esta
célula ¢ um eritrocito jovem recentemente libertado da medula 6ssea e contém elevada

quantidade de RNA residual (Lichtman et al., 2006). A percentagem de reticulocitos
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(%Ret) permite avaliar a actividade eritropoiética da medula dssea face a uma anemia,
distinguindo entre hipoprodug¢ao e hiperdestruicao periférica de eritrocitos (Lichtman et
al., 2006). No caso da AHAI a percentagem de reticulocitos ¢ elevada (>2%).
Teoricamente, o RNA residual dos reticuldcitos poderia interferir na contagem das

plaquetas reticuladas.

1.6 — Trombocitopenia induzida por quimioterapia

A quimioterapia ¢ um dos tratamentos usados em doentes com cancro, que
acarreta, como efeito secunddrio, uma aplasia medular transitéria, uma diminui¢ao
drastica da hematopoiese na medula 6ssea, que afecta todas as linhagens celulares
(Hilman et al., 2005; Lichtman et al., 2006). A linhagem plaquetar é afectada pelas
drogas quimioterapicas por indugdo da apoptose nos megacariocitos nos seus primeiros
estadios de diferenciacdo, dai a reduzida massa destes precursores na medula dssea, o

que afecta a producao de plaquetas e provoca trombocitopenia (Zeuner et al., 2007).

1.7 — CELL DYN® Sapphire

O CELL-DYN" Sapphire (Abbott Diagnostics Division, Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL 60064, USA) (Figura 5) ¢ um analisador automatico multiparamétrico
para contagem de células hematologicas que possibilita a avaliagdo qualitativa dos
componentes celulares do sangue, recorrendo a varias metodologias: espectrofotometria

de absor¢do, impedancia eléctrica e citometria de fluxo.
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Figura 5 — CELL-DYN® Sapphire. (Abbott Diagnostics Division, 2009)

1.7.1 - Metodologias

1.7.1.1 — Espectrofotometria de absorcao

A espectrofotometria de absor¢do baseia-se numa relagdo linear entre a
quantidade de luz que uma amostra absorve num determinado espectro de absor¢ao ¢ a
concentracio da entidade absorvente. No CELL-DYN® Sapphire, a espectrofotometria
de absor¢do mede a quantidade de hemoglobina, usando esta molécula como a entidade
absorvente de luz (pico de absor¢do de 544nm). O procedimento comega pela lise dos
eritrocitos da amostra, previamente diluida e homogeneizada. A amostra ¢ iluminada
por luz de comprimento de onda de 540nm e um foto-detector mede a quantidade de luz
que atravessa a amostra (transmitancia). Também ¢é medida a transmitancia de uma
solugio transparente livre de hemoglobina. O CELL-DYN® Sapphire calcula a
concentragdo de hemoglobina na amostra através da diferenca do valor de absor¢do

entre a solugdo transparente ¢ a amostra lisada.

1.7.1.2 — Metodologia por impedéancia eléctrica

A metodologia por impedancia eléctrica baseia-se no Principio de Coulter. A

amostra previamente diluida encontra-se numa cdmara (cdmara de pré-analise), que

20



Percentagem de plaquetas reticuladas — um parametro (til no diagnéstico da Pirpura Trombocitopénica Imune Primaria Capitulol — Introdugdo

possui um elétrodo interno negativo, e as células vao migrar para uma camara adjacente
(camara de pos-analise), que contém um eléctrodo interno positivo. Ao passar através de
um orificio, com um determinado diametro e comprimento, ¢ gerado um impulso
eléctrico. O ntimero de impulsos eléctricos indica a quantidade de células, com um
determinado tamanho; a amplitude dos impulsos ¢ proporcional ao volume das
particulas. Com esta metodologia, a quantificacdo das células constituintes do sangue ¢

calculada pelo seu tamanho.

1.7.1.3 — Citometria de fluxo

A citometria de fluxo ¢ um processo de contagem e medicao das caracteristicas
celulares. As células sdo levadas por um fluxo de fluido e passam individualmente
através de uma zona de deteccdo, onde sdo medidas as suas caracteristicas fisicas ¢/ou
quimicas. Os principios cientificos e técnicos da citometria de fluxo sdo aplicados na

metodologia optica do CELL-DYN® Sapphire.

1.7.1.3.1 — Metodologia éptica

Laser

Figura 6 — Angulos de dispersdo. Os feixes com angulos de dispersdo tém
origem no embate do laser numa célula constituinte do sangue (aqui
representada por um neutr6filo). (Abbott Diagnostics Division,
2009)
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Tabela I1I — Componentes do sistema optico responsaveis pela captagao dos
feixes de luz dispersos em varios angulos e da fluorescéncia. (Abbott
Diagnostics Division, 2009)

Detector Sensor Angulo de dispersio / Fluorescéncia
Diodo interno 0°
FLSA
Diodo externo 7°
90° (despolarizado)

PMT 1 (Photomultiplier Tube 1)
FL1 (fluorescéncia de 530nm)

SLSFA 90° (polarizado)

PMT 2 (Photomultiplier Tube 2)
FL2 (fluorescéncia de 570nm)

PMT 3 (Photomultiplier Tube 3) | FL3 (fluorescéncia de 630nm)

FLSA: Forward Light Scatter Assembly; PMT: Photomultiplier Tube;
SLSFA: Side Light Scatter/Fluorescence Assembly.

A tecnologia Optica consiste em fazer interceptar perpendicularmente um laser
de cor azul (comprimento de onda de 488nm) com as células encaminhadas
individualmente e de forma ordenada num fluxo de liquido. O feixe unico de radiagdo,
ao embater na célula, ¢ desviado em diferentes angulos (Figura 6) produzindo varios
feixes luminosos que sdo captados por dois sistemas de detectores (Tabela III). O
detector FLSA (Forward Light Scatter Assembly) esta situado na direcgdo do laser ¢
tem dois sensores que captam os angulos de dispersao de 0° e de 7°. O detector SLSFA
(Side Light Scatter/Fluorescence Assembly) é constituido por espelhos, filtros e lentes
que direccionam a radiacdo dispersa para 3 sensores que detectam a dispersdo do feixe
no angulo de 90° (polarizado e despolarizado) e a fluorescéncia. Esta fluorescéncia
(pode ser FL1, FL2 ou FL3, consoante o seu comprimento de onda) advém da utilizagao
de fluorocromos e imuno-fluorocromos. Os sensores captam estes feixes dispersos em
varios angulos e convertem-nos em sinais eléctricos que irdo ser analisados pelo

computador, que avalia as propriedades e caracteristicas celulares capazes de distinguir
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as cé¢lulas constituintes do sangue por tamanho (0°), complexidade (7°), lobularidade
(90°) ¢ granularidade (90° despolarizado). Designa-se por MAPSS (Multi-Angle

Polarized Scatter Separation) a técnica que utiliza a dispersdo nestes quatro angulos.

1.7.2 — Parametros plaquetares

Tabela IV — Parametros plaquetares usados pelo CELL-DYN® Sapphire.
(Abbott Diagnostics Division, 2009)

Unidades Unidades Intervalo de

Parametro Formula Metodologia valores de
S.I. U.S. .

referéncia™

PLTi 10°/L 10°/uL - Impedancia 5, 44
eléctrica

PLTo 10°/L 10°/uL - Optica 150 — 400

MPV L fL i Impedancia g 17 _ g 65
eléctrica

(PLTo x Impedancia
0 —
PCT mL/L /o MPV)/10.000 cléctrica 16770293
PDW 10 (GSD) 10 (GSD) 10 x GSD Optica 14,7-17,4

* referente ao estabelecido pelo Departamento de Hematologia do Centro
Hospitalar de Coimbra-E.P.E.
fL: fentolitro; GSD: Geometric Standard Deviation; L: litro; mL: mililitro;
uL: microlitro

Os parametros plaquetares (Tabela IV) usados na contagem automadtica de plaquetas
sdo: PLT; (contagem de plaquetas por impedéancia eléctrica), PLT, (contagem de
plaquetas por metodologia optica), PCT (plaquetocrito), MPV (Mean Platelet Volume),
PDW (Platelet Distribution Width). O MPV ¢ a média do volume das plaquetas
contadas pelo PLTi; o PCT corresponde a percentagem de volume ocupado pelas

plaquetas no sangue (o PLTo e o MPV sdo usados no seu calculo); o PDW representa a
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dispersdo da distribuicdo do volume das plaquetas (célculo do desvio padrao geométrico

da distribui¢do do volume das plaquetas contadas pelo PLTi, multiplicado por 10).

1.7.3 — Interpretacio dos graficos plaquetares

Na metodologia optica ¢ usado um algoritmo para identificar as plaquetas
recorrendo a dois angulos de dispersdo (7° e 90°), que exclui as particulas nao-
plaquetares (analise a duas dimensdes); pela metodologia por impedancia eléctrica
obtém-se uma representagao grafica da distribui¢do ¢ do volume das plaquetas, dados

pelos parametros MPV e PDW (Figura 7).

Opticall Matalats Impadance Matalsts

PES 90°
Count

PLT

REC

IAS 7 Size (M)

Figura 7 — Representagdes graficas da contagem de plaquetas pelo CELL-
DYN® Sapphire por metodologia optica (3 esquerda) e por
impedancia eléctrica (a direita). No grafico da metodologia dptica
faz-se a intercepgdo da intensidade dos feixes de luz (captados pelos
sensores) dispersos nos angulos 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 nuvem amarela representa as
plaquetas; a nuvem vermelha representa os reticuldcitos; os pontos
brancos representam “restos celulares”. No grafico da metodologia
por impedancia eléctrica, o eixo das ordenadas representa a
contagem relativa de plaquetas e o eixo das abcissas representa o
volume (em fL). (Briggs et al., 2007)
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O objectivo geral deste estudo ¢ a avaliagdo do novo parametro plaquetar do
CELL-DYN®™ Sapphire, que fornece a percentagem de plaquetas reticuladas — %rP —,
como método indirecto de determinagao da actividade trombopoiética da medula 6ssea,
em substituicdo ou complemento do medulograma.

Os objectivos especificos sdao: (1) determinagcdo do intervalo de valores de
referéncia para o pardmetro %rP; (2) verificar se na determinagdo do pardmetro %rP ha
interferéncia dos reticuldcitos; (3) determinar se a PTI primaria se associa a uma
elevada percentagem de plaquetas reticuladas; (4) analisar a %rP como parametro de
diferenciagdo entre a trombocitopenia por hiperdestrui¢do, ou sequestragao periférica, e
por hipoprodug¢do medular; (5) avaliar a variabilidade do MPV e do PDW na PTI

primaria.
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3.1 — Populacio em estudo

Foram processadas anonimamente 139 amostras de sangue periférico de
individuos adultos, obtidas no Laboratorio de Hematologia do Hospital Geral do Centro
Hospitalar de Coimbra-EPE, entre Abril e Julho de 2010. Foram definidos 4 grupos:
grupo normal (Normal), grupo Anemia Hemolitica Auto-Imune (AHAI), grupo Parpura
Trombocitopénica Imune Primaria (PTI), e grupo trombocitopenia induzida por
quimioterapia em doentes ndo hemato-oncoldgicos (Quimio).

Foram processadas para o estudo 76 amostras do grupo Normal, 18 do grupo
AHALI 34 do grupo PTI, uma das quais com sindrome de Evans (PTI em associacdo

com AHAI) e 11 do grupo Quimio.

3.2 — Amostras de sangue periférico

As amostras de sangue periférico estavam colhidas em tubos com d&cido
etilenodiaminotetracético tripotassico (EDTA Kj; — ethylenediaminetetraacetic acid

tripotassic) a 1,2 mg/mL.

3.3 — Selec¢ao de amostras

A partir do software de base de dados Clinidata XXI 4.0 (MaxData Copyright®)
foram obtidas as informagdes clinicas sumarias referentes as amostras com
trombocitopenia, de modo a possibilitar a sua introdu¢do num dos grupos em estudo. As
amostras com AHAI eram da consulta de Hematologia e foram escolhidas por, na

maioria dos casos, apresentarem reticulocitose. As amostras controlo (inseridas no
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grupo Normal) foram colhidas a individuos voluntarios sem historia medicamentosa

recente.

3.4 — Contagem das plaquetas

A contagem de plaquetas foi efectuada no analisador hematologico automatico
CELL-DYN®™ Sapphire, através da metodologia optica (PLTo), seguindo o teste
CBCH+RETC [L] que efectua a contagem de todos os constituintes do sangue. O tubo
com a amostra ¢ colocado no aparelho onde ¢ furado por uma agulha e através da qual
sdo pipetados 36.25uL para o copo de diluigdo RBC/PLT. Aqui, ¢ acrescentado diluente
de solucdo tampao salina (10.48mL) — DILUENT/SHEATH (Abbott Diagnostics
Division, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL 60064, USA) — obtendo-se uma dilui¢ao
final de 1:290. De seguida sao pipetados 500uL desta amostra diluida e posteriormente
injectados na cdmara com o sistema optico, onde cada célula atravessa isoladamente um
feixe de luz (laser) e ¢ analisada a um comprimento de onda de 488nm. A contagem de
plaquetas ¢ feita por medicao da dispersdo do feixe, em dois angulos 7° ¢ 90°, que ¢
captada pelos sensores diodo externo ¢ PMT 2, respectivamente, e convertida em sinais
eléctricos que serdo analisados pelo computador do aparelho, determinando o valor do

parametro PLTo e as respectivas representacdes graficas.

3.5 — Determinacio dos indices plaquetares MPV e PDW

O CELL-DYN® Sapphire determina os pardmetros MPV ¢ PDW através da
metodologia por impedancia eléctrica no teste referido anteriormente (CBC+RETC

[L]). Sao pipetados 100uL da amostra diluida na solugdo tampdo salina
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DILUENT/SHEATH (1:290) presente no copo de diluicdo RBC/PLT e transferidos para
a camara de pré-andlise (com um eléctrodo interno negativo) do sistema de impedancia
eléctrica. Cada célula da amostra vai passar através de um orificio para a cadmara pos-
analise (que contém um eléctrodo interno positivo) € a sua passagem gera um impulso
eléctrico que sera detectado e analisado pelo aparelho. O ntimero de impulsos eléctricos
indica a quantidade de plaquetas que passam através desse orificio e a amplitude dos

impulsos ¢ proporcional ao volume das células.

3.6 — Analise das plaquetas reticuladas

A contagem de plaquetas reticuladas ¢ um novo parametro plaquetar do CELL-
DYN® Sapphire — %rP —, que expressa, em percentagem, a quantidade de plaquetas
reticuladas da amostra relativamente ao numero total de plaquetas. Este procedimento
utiliza metodologia Optica, recorrendo ao teste RBC+PLT [L]. E pipetado um volume
de 225ulL da amostra diluida em solucdo tampao salina DILUENT/SHEATH (1:290),
do copo de diluicdo RBC/PLT, e transferido para o copo de dilui¢do RETC, ao qual sera
adicionado 0.67mL de fluorocromo CD4K-530 (RETICULOCYTE REAGENT; Abbott
Diagnostics Division, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL 60064, USA), obtendo-se
uma diluigdo final de 1:1160. De seguida sdo pipetados S00uL desta amostra diluida
com o fluorocromo, que sdo transferidos para a camara com sistema optico. O foco de
luz laser embate em cada célula da amostra injectada, sendo captada a sua dispersdo nos
angulos de 7° ¢ 90° e também a emissao de fluorescéncia FL1 (proveniente do CD4K-
530) pelos sensores diodo externo, PMT 2 e PMT 1, respectivamente. Os sinais
eléctricos gerados a partir destes sensores sdo processados pelo aparelho que calcula o

valor do parametro %rP.
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3.7 — Analise dos reticulocitos

A contagem de reticuldcitos é fornecida pelo parimetro %Ret do CELL-DYN®
Sapphire. E utilizada a metodologia optica com o teste RBC+PLT [L]. Um volume de
225ul. da amostra diluida em solu¢ao tampao salina DILUENT/SHEATH (1:290),
contida no copo de diluigdo RBC/PLT, ¢ pipetado e transferido para o copo de dilui¢do
RETC, ao qual s3o acrescentados 0.67mL de fluorocromo CD4K-530
(RETICULOCYTE REAGENT; Abbott Diagnostics Division, Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL 60064, USA), numa diluicdo final de 1:1160. Posteriormente, sdo
pipetados e transferidos para a camara com sistema optico 500uL desta amostra diluida
com o fluorocromo. O foco de luz laser incide em cada célula da amostra injectada e ¢
captada a dispersdo no angulo de 7° e também a fluorescéncia FL1 (proveniente do
CD4K-530) pelos sensores diodo externo e PMT 1, respectivamente. O valor do
parametro %Ret ¢ fornecido por processamento dos sinais eléctricos gerados a partir

destes sensores.

3.8 — Controlo de Qualidade

No inicio das tarefas diarias foi efectuado um Controlo de Qualidade Interno para
avaliacio da precisio das contagens no CELL-DYN® Sapphire ¢ mensalmente o
equipamento processa um Controlo de Qualidade Externo (UKNEQAS — United
Kingdom National External Quality Assessment Scheme for General Haematology) para

avaliagdo da exactidao.
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3.9 — Organizacio de dados

Os dados obtidos foram organizados e arquivados, de forma andénima, numa base
de dados usando o software Microsoft” Office Exel 2003 (Microsoft Office Professional

Edition 2003, Microsoft Corporation Copyright® 1985-2003).

3.10 — Analise Estatistica

A analise estatistica foi efectuada com base no software StatView 5.0 (StatView
for Windows, SAS Institute Inc. Copyright® 1992-1998), recorrendo-se a medidas de
tendéncia central (mediana, média, desvio padrio, maximo e minimo), testes de
regressao simples, testes Paramétricos (t-Student) e testes Nao-Paramétricos (Qui-
quadrado, y?). As diferencas entre as médias dos grupos foram consideradas

estatisticamente significativas para valores p<0,05.
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Capitulo 4 Resultados
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4.1 — Intervalo de valores de referéncia para o parametro %rP

A partir da percentagem de plaquetas reticuladas do grupo Normal calculou-se a
média e desvio padrao (1.632 + 0.985%), o que nos permitiu obter um intervalo de
valores de referéncia para o parametro %rP em individuos adultos: 0.65-2.62%.

No grupo Normal nao ha diferenca entre as médias da %Ret (1.740 = 0.605%) e
da %rP (1.632 + 0.985%), com t=0.958 e p=0.3411, e verifica-se uma correlag¢do fraca

entre estes dois parametros (r=0.308; p=0.0068).

4.2 — Percentagem de plaquetas reticuladas

Tabela V — Contagem total de plaquetas, percentagem de plaquetas
reticuladas e percentagem de reticuldcitos nos grupos de estudo. A coluna da
direita mostra as diferencas de médias entre a percentagem de plaquetas
reticuladas e a percentagem de reticulocitos dentro de cada grupo.

Diferenca
Grupo Contagem de Plaquetas S 0 de
(n) plaquetas (x10°/L) reticuladas (%) Reticulocitos (%) médias
(%)
Normal  260.842 + 54.588 1.632 +0.985 1.740 £+ 0.605 0.108
(76) (158 —411) (0—4.100) (0.795 — 4.730) '
PTI 56.606 + 40.407 6.435 + 3.584 2.728 +2.888 3707
(34) (1.750 - 133) (2.690 — 14.400) (0.952 - 18.000) '
AHAI  299.889 + 174.597 2.012+1.130 8.603 +£11.932 6.591
(18) (101 —788) (0.602 — 5.270) (1.130 - 42.200) '
Quimio  111.036 +32.192 2.649 + 1.382 1.885+0.944 0.764
(11) (39.1 — 149) (0.437 — 5.040) (0.184 — 4.070) '

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrao (minimo-
maximo).

Foram analisadas a contagem de plaquetas (metodologia Optica) e a

percentagem de plaquetas reticuladas (percentagem do total de plaquetas) em 34
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amostras do grupo PTI primdria, uma patologia representativa de trombocitopenia de
causa hiperdestrutiva; em 11 do grupo Quimio, com trombocitopenia de causa
hipoprodutiva; em 18 com AHAI, uma doenga auto-imune que se caracteriza pela
destruicao periférica de eritrocitos; € em 76 do grupo Normal (Tabela V). O tratamento
estatistico dos valores da percentagem de plaquetas reticuladas dos varios grupos esté

representado graficamente na Figura 8.

16 7
14 8
12

10'_

%rP

= 5 4

| -
T 5 =

PTI Quimio AHAI Normal

Figura 8 — Percentagem de plaquetas reticuladas (%rP) para cada um dos
grupos diagnoésticos: PTI, Quimio, AHAI e Normal. Os valores da
mediana sdo, respectivamente, 5.025%, 2.51%, 1.875% e 1.52%.
AHAI:  Anemia Hemolitica  Auto-Imune; PTI:  Purpura
Trombocitopénica Imune; Quimio: trombocitopenia induzida por
quimioterapia.

4.2.1 — Grupo com PTI

O grupo com PTI primaria apresenta elevada percentagem de rP (6.435 =+
3.584%), com uma diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Normal

(1.632 + 0.985%, t=7.680 e p<0,001); ao grupo AHAI (2.012 £+ 1.130%, t=4.324 ¢
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p=0.005 e ao grupo Quimio (2.649 + 1.382%, t=3.223 e p=0.091). Ha uma correlagao
entre a %rP e a contagem de plaquetas na PTI (Figura 9), com r=0.418, e com
significado estatistico (p=0.0139). As médias da %Ret (2.728 + 2.888%) e da %rP
(6.435 + 3.584%) sdo significativamente diferentes (t=4.911; p<0,001) e ndo ha
correlagdo entre estes dois parametros, embora esta Ultima observacdo nao tenha
significado estatistico (r=0.088; p=0.6222). H4 uma associagdo entre a PTI e a

percentagem elevada de plaquetas reticuladas (3°=68.742; p<0.0001).
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Figura 9 — Correlagdo entre a contagem de plaquetas (PLTo; x10°/L) e a
percentagem de plaquetas reticuladas (%rP) no grupo PTL. (r=0.418;
p=0.0139).

4.2.2 — Grupo com trombocitopenia induzida por quimioterapia

O grupo Quimio (trombocitopenia por hipoplasia em situagdes ndao hemato-

oncologicas) apresenta uma %rP (2.649 + 1.382%) significativamente diferente do
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grupo PTI (6.435 + 3.584%), com t=3.223 e p=0.0091, mas ndo mostra diferencas
significativas em relacdo ao Normal (1.632 + 0.985%), (t=1.874; p=0.0904), e ao grupo
AHAI (2.012 + 1.130%), (t=0.873; p=0.4032). Ha diferenca entre a %Ret (1.885 +
0.944%) e a %rP (2.649 + 1.382%), com t=2.449 e p=0.0343, e uma correlagdo entre a

%Ret e a %rP (1=0.663; p=0.0261).

4.2.3 — Grupo com AHAI

A %rP no grupo AHAI (2.012 £+ 1.130%) nao difere significativamente da %rP
nos Normais (1.632 + 0.985%), t=1.057 ¢ p=0.3054, nem da %rP do grupo Quimio
(2.649 + 1.382%), t=0.873 e p=0.4032. No entanto, observa-se diferenca relativamente
a %rP do grupo PTI (6.435 + 3.584%), t=4.324 e p=0.0005. Verificam-se diferencas
significativas entre a média da %Ret (8.603 = 11.932%) e da %rP (2.012 + 1.130%) na
AHALI, com t=2.424 ¢ p=0.0268 ¢ a correlacdo entre estas duas percentagens (r=0.393) ¢

fraca, sem significado estatistico (p=0.1070).

4.3 — Determinacio do MPV e PDW

Tabela VI — Valores dos parametros MPV e PDW nos grupos de estudo.

Grupo (n) MPV (fL) PDW (GSD)

Normal (76) 8.601 + 1.107 (6.140 — 11.4)  16.492 + 0.994 (13.800 — 20.400)
PTI (34) 11.427 +3.158 (6.280 — 18.600)  14.424 + 4.670 (10.100 — 36.100)
AHAI(18)  8.608 +0.855 (6.980 — 10.500)  16.228 + 0.481 (15.100 — 17.200)

Quimio (11)  10.068 = 1.175 (8.600 — 12.100)  16.527 + 1.135 (14.500 — 18.700)

Os valores sdo apresentados como média + desvio padrao (minimo-
maximo).
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4.3.1 — Grupo com PTI

Hé4 uma forte correlagdao entre os valores do MPV e do PDW no grupo PTI
(r=0.597; p=0.0002) (Figura 10). Relativamente ao MPV (11.427 + 3.158fL), h4 uma
diferenca significativa nao s6 com o MPV do grupo Normal (8.601 = 1.107fL), com
t=5.397 e p<0.0001, mas também com o MPV da AHAI (8.608 £+ 0.855), em que
t=3.267 e p=0.0045. Nao ha diferenca estatistica entre o MPV da PTI ¢ o MPV da
Quimio (10.068 + 1.175fL), t=0.677 e p=0.5139. Quanto ao PDW (14.424 +
4.670GSD), ha diferencas quando comparado com o PDW do grupo Normal (16.492 +
0.994GSD) ¢ com o PDW da AHAI (16.228 + 0.481GSD) [(t=2.584; p=0.0144) ¢
(t=3.330; p=0.0040), respectivamente], mas ndo difere do PDW da Quimio (16.527 +

1.135GSD), t=2.100 e p=0.620.

40
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Figura 10 — Correlagdo entre os parametros PDW (GSD) e MPV (fL) no
grupo PTI (r=0.597; p=0.0002).
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4.3.2 — Grupo com trombocitopenia induzida por quimioterapia

O MPV do grupo Quimio (10.068 + 1.175fL) difere do MPV Normal (8.601 +
1.107fL) e do MPV do grupo AHAI (8.608 + 0.855fL) [(t=3.653; p=0.0044) e (t=3.432;
p=0.0064), respectivamente], mas nao difere do MPV do grupo PTI (11.427 &+ 3.158fL),
t=0.677 e p=0.5139. O PDW grupo Quimio (16.527 £ 1.135GSD) nio difere do PDW
de nenhum dos outros grupos [Normal (t=0.164; p=0.8726), AHAI (t=0.739; p=0.4768)

e PTI (t=2.100 e p=0.620)].

4.3.3 — Grupo com AHAI

O MPV do grupo AHAI (8.608 + 0.855fL) ndo difere do MPV do grupo Normal
(8.601 £ 1.107fL), t=0.682 e p=0.5042. No entanto, difere do MPV do grupo PTI
(11.427 + 3.158fL), t=3.267 ¢ p=0.0045, ¢ do MPV do grupo Quimio (10.068 +
1.175fL), t=3.432 ¢ p=0.064. Relativamente ao PDW (16.228 + 0.481GSD), este difere
do PDW do grupo PTI (14.424 + 4.670GSD), t=3.330 e p=0.0040, mas nao difere do
PDW do grupo Normal (16.492 £+ 0.994GSD), nem do PDW do grupo Quimio (16.527

+ 1.135GSD) [(t=1.212; p=0.2422) e (t=0.739; p=0.4768), respectivamente].
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A trombocitopenia € uma baixa contagem de plaquetas no sangue periférico que
pode ter duas causas principais: hiperdestruicdo plaquetar periférica ou hipoproducao
medular (Hilman et al., 2005).

A Purpura Trombocitopénica Imune (PTI) é uma doenga auto-imune que se
caracteriza pela presenca de auto-anticorpos direccionados contras as glicoproteinas das
plaquetas, levando a sua destrui¢do no sistema reticulo-endotelial (Hoffbrand et al.,
2005). O medulograma ¢ o melhor procedimento para estabelecer o diagnodstico
diferencial da etiologia da trombocitopenia, por hiperdestrui¢do ou por diminui¢do da
produgdo (Hilman et al., 2005; Hoffbrand et al., 2005; Lichtman et al., 2006). No
entanto, ¢ um exame invasivo a que os médicos sO recorrem nos casos em que persistem
davidas sobre a situagdo patoldgica subjacente (Lichtman et al., 2006). A avalia¢ao do
nimero e/ou da percentagem de plaquetas reticuladas tem potencial para se tornar num
parametro muito util na elucidagdo etiologica da trombocitopenia e vem sendo objecto
de estudo em varios laboratorios (Koike et al., 1998; Kurata et al., 2001; Monteagudo et
al., 2008; Saxon et al., 1998).

As plaquetas sdo células do sangue periférico que resultam da fragmentacio
citoplasmatica de megacaridcitos na medula oOssea, num processo denominado
trombopoiese (Lichtman et al., 2006; Hoffbrand et al., 1993). As plaquetas, quando
inactivas, apresentam uma forma discoide, com um volume entre 8,17-9,65fL, e uma
estrutura celular capaz de promover a formagdo do trombo hemostatico (Hoffbrand et
al., 2005).

As plaquetas reticuladas sdo plaquetas recentemente libertadas da medula 6ssea,
com maior actividade hemostatica, maior volume, densidade e concentra¢do de acido

ribonucleico (Hilman et al., 2005; Lichtman et al., 2006).
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A Anemia Hemolitica Auto-Imune (AHAI) ¢ uma patologia auto-imune em que
ha destrui¢ao periférica de eritrocitos, com consequente aumento da percentagem de
reticulocitos (Lichtman et al., 2006). Foi investigada neste estudo para avaliar a
interferéncia dos reticuldcitos na avaliagcdo da %rP.

A quimioterapia ¢ um dos tratamentos usados em doentes com cancro, que
acarreta como efeito secundario uma aplasia medular, que é uma diminui¢do drastica da
hematopoiese na medula 6ssea, que afecta todas as linhagens celulares (Hilman et al.,
2005; Lichtman et al., 2006). Neste estudo foram usadas amostras de doentes com
trombocitopenia induzida por quimioterapia, com o objectivo de avaliar a percentagem
de plaquetas reticuladas em situagdes de hipoproducao medular.

O CELL-DYN®™ Sapphire é um aparelho automatico para contagem de células
hematologicas que possibilita a contagem de plaquetas, através da metodologia dptica e
metodologia por impedancia eléctrica, e avalia os parametros plaquetares: PLTi, PLTo,
MPV, PDW e PCT (Abbott Diagnostics Division, 2009). O novo parametro %rP,
correspondente a percentagem de plaquetas reticuladas do total de plaquetas, foi o alvo
de avaliacdo neste estudo.

Sendo um pardmetro novo, foi necessario estabelecer o intervalo da
normalidade. Os valores de referéncia foram 0.65-2.62%. De notar que alguns
individuos aparentemente saudaveis apresentaram valores %rP ligeiramente acima de
2,62% (méximo de 4,10%). Tal facto podera ser devido uma situagdo hemorragica
recente, eventualmente fisioldgica (Lichtman et al., 2006); o tabagismo nas mulheres
tem sido indicado como causa de aumento da %rP (Butkiewicz et al. 2006).

A percentagem de plaquetas reticuladas no grupo PTI, medida pelo parametro
%rP, esta aumentada com uma diferenga estatisticamente significativa, observando-se

um aumento da %rP com a diminui¢do da contagem das plaquetas. Estes dados estdo de
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acordo com o publicado por outros autores (Koike et al., 1998; Kurata et al., 2001;
Monteagudo et al., 2008; Saxon et al., 1998), embora os valores de referéncia de %rP
sejam diferentes, provavelmente por ter sido utilizada outra metodologia. Na maioria
dos estudos de quantificagdo das plaquetas reticuladas foi utilizado Thiazole Orange
(TO) como fluorocromo marcador de RNA. O uso do TO tem algumas limitagdes,
porque nao faz uma marcacdo especifica do RNA das plaquetas reticuladas. Uma outra
limitagcdo ¢ o longo tempo de incubacdo que faz com que o TO entre nos granulos
densos das plaquetas e marque os nucledtidos livres, como a adenosina difosfato (ADP)
e adenosina trifosfato (ATP), o que pode dar origem a falsos positivos, mesmo que
sejam usados controlos para contornar esta limitagao (Michelson, 1996). O CD4K-530 ¢
altamente especifico para o RNA, podendo ter grande aplicacdo em técnicas de
citometria de fluxo (Lewis et al., 2006). Uma vez que se trata de um agente alquilante,
apenas marca por intercalacdo nas cadeias dos acidos nucleicos ¢ nao interfere com
nucledtidos livres, o que faz do CD4K-530 um excelente marcador do RNA das
plaquetas reticuladas.

E importante distinguir entre percentagem e contagem de plaquetas reticuladas
(a contagem de plaquetas reticuladas ndo foi avaliada neste estudo). Kurata et al. (2001)
mostraram que a %rP estd aumentada na PTI, e que a contagem absoluta, mas ndo a
percentagem, estd diminuida em situa¢des de hipoprodugdo. Esta observagdo pode ser
explicada pela baixa actividade trombopoiética da medula 6ssea em condicdes de
hipoproducdo medular: sdo produzidas menos plaquetas, pelo que, em termos
proporcionais, a percentagem de plaquetas reticuladas, na maioria dos casos, se encontra
dentro dos valores normais. Na PTI primaria a contagem de plaquetas reticuladas ¢
elevada porque a medula estd activa ¢ como a contagem de plaquetas normais ¢ baixa,

devido a hiperdestruicao periférica, a percentagem de plaquetas reticuladas é maior.
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Dado que os reticulocitos, tal como as plaquetas reticuladas, tém um elevado
conteudo de RNA (Lichtman et al., 2006), poderia haver interferéncia dos reticulocitos
na contagem das rP. Neste estudo verificamos que ndo ha correlagdo entre os valores de
%Ret e de %rP na PTI, o que mostra que a quantificacdo do RNA ¢ distinta e que a %rP
¢ um parametro fidedigno. No grupo AHAI ha fraca correlagdo entre os valores de
%Ret e %rP (embora sem significado estatistico). Dado que na AHAI ha um aumento
da actividade do bago para remover os eritrocitos revestidos de anticorpos (Lichtman et
al., 2006), podera haver também algum hiperesplenismo, com sequestracdo de
plaquetas, que a medula compensa com um aumento de producdo de eritrocitos e
plaquetas. Mas tal ndo significa que a %rP esteja aumentada nesta patologia, uma vez
que as médias da %rP na PTI e da %rP na AHAI sdo diferentes. Nos doentes sujeitos a
quimioterapia ha uma correlacdo entre os valores de %R e %rP, porque a hipoprodugao
medular afecta a trombopoiese ¢ a eritropoiese.

A observagao consistente de percentagens mais elevadas de plaquetas reticuladas
na PTI primaria é um forte indicador de que este parametro poderd vir a diminuir
significativamente a necessidade de recorrer ao medulograma para distinguir a
trombocitopenia por hiperdestruicao, ou sequestragdo periférica, da trombocitopenia por
hipoproducao medular.

A interpretagdo dos resultados obtidos pelos parametros MPV e PDW indica
que, na PTI primaria, o MPV esta aumentado (também demonstrado por Kelton et al.
(1979)) e o PDW esta dentro dos valores normais. O MPV aumentado deve-se ao facto
das plaquetas reticuladas, que estdo aumentadas, terem maior volume, o que pode ser
comprovado pela observacao de megatrombocitos (plaquetas gigantes) no esfregago de
sangue periférico (dado nao inserido nos resultados deste estudo). O PDW esta dentro

dos valores normais porque as plaquetas t€ém, uniformemente, um volume aumentado.
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Na trombocitopenia induzida por quimioterapia, o MPV estd aumentado porque ha

plaquetas normais e ha algumas plaquetas reticuladas, de maior volume.
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Foi encontrado o intervalo de valores de referéncia para o parametro %rP,
usando o marcador CD4K-530 num equipamento CELL-DYN® Sapphire: 0.65-2.62%.

Na PTI verificam-se diferencas significativas, sem correlacao, entre os valores
de %rP e de %Ret, o que comprova que a quantificacio de RNA das plaquetas
reticuladas e dos reticuldcitos € distinta.

Foi demonstrado que a percentagem de plaquetas reticuladas esta aumentada na
PTI primaria, e ¢ normal na AHAI e na trombocitopenias pds-quimioterapia. Os dados
apresentados mostram uma forte associacdo entre a PTI e uma elevada percentagem de
%rP.

O MPV esta aumentado na PTI primaria, enquanto que o PDW se apresenta
dentro dos valores de normalidade, o que estd de acordo com a presenca, quase
exclusiva, de megatrombdcitos no esfregaco de sangue periférico.

Em conclusdo: a %rP provou ser um parametro fiavel para ser utilizado como
teste complementar no diagndstico diferencial entre trombocitopenias por
hiperdestruigdo periférica ¢ por hipoproducdo medular, podendo, em alguns casos,
substituir o medulograma, com vantagens por ser um meio mais rapido e menos

invasivo da avaliagdo indirecta da actividade trombopoiética da medula dssea.
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