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SOUZA, C.M.S.M. Elaboracdo de um intervalo de referéncia para IPF (Fracdo de
Plaguetas Imaturas) utilizando amostras de pacientes ambulatoriais do Hospital
Universitario Pedro Ernesto. 45 f. Trabalho de conclusdo de curso. Bacharelado em
Farmacia. Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro
(IFRJ), Campus Realengo, Rio de Janeiro, RJ, 2022.

RESUMO

A hematopoiese é o processo de formacdo das células sanguineas. Ocorre a partir
das células tronco hematopoiéticas, que se diferenciam em células progenitoras da
linhagem linféide e mieloide. A primeira da origem aos linfécitos T, B e NK e a segunda
da origem aos eritrocitos, neutréfilos, mondcitos, eosinodfilos, basofilos e
megacariocitos. Os megacariicitos, apdés se tornarem maduros, ddo origem as
plaguetas (este processo € conhecido como trombopoiese). A partir da quantificacéo
plaquetaria feita pelos contadores hematolégicos automatizados, sdo calculados
diversos parametros plaquetéarios. Dentre eles, a IPF (fracdo de plaquetas imaturas)
que se refere a quantidade de plaquetas imaturas no sangue periférico em
comparacdo com o0 numero total de plaquetas. A %-IPF (IPF expressa em
porcentagem) é capaz de indicar se o paciente tem hipoproducdo plaquetaria ou
consumo plaquetario periférico elevado, podendo auxiliar no diagndéstico de
trombocitopenias. Dessa forma, foi realizada uma pesquisa com pacientes
ambulatoriais voluntarios, atendidos pelo Hospital Universitario Pedro Ernesto
(HUPE), com o objetivo de criar um intervalo de referéncia para este parametro. Das
207 amostras coletadas, 21 foram excluidas por ndo estarem de acordo com 0s
critérios propostos na pesquisa. Sendo assim, para o valor de referéncia, foram
utilizadas 186 amostras. Constatou-se que, para a populacao atendida pelo hospital,
o intervalo de referéncia para a %-IPF € de 0,9 a 4,3(%). Os resultados foram
semelhantes aos obtidos por um outro estudo realizado no Brasil no ano de 2016,
porém ainda sdo necessarias mais pesquisas para aprimorar os valores de referéncia
obtidos.

Palavras-chave: Intervalo de referéncia. Fracdo de plaguetas imaturas. Plaquetas.



SOUZA, C.M.S.M. Elaboration of a reference interval for IPF (Immature Platelet
Fraction) using samples from outpatients at Hospital Universitario Pedro Ernesto. 45 f.
Trabalho de conclusdo de curso. Bacharelado em Farmacia. Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), Campus Realengo, Rio de
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ABSTRACT

Hematopoiesis is the process of blood cell formation. It occurs from hematopoietic
stem cells that differentiate into progenitor cells of the lymphoid and myeloid lineage.
The first gives rise to T, B and NK lymphocytes and the second gives rise to
erythrocytes, neutrophils, monocytes, eosinophils, basophils and megakaryocytes.
Megakaryocytes, after becoming mature, give rise to platelets (this process is known
as thrombopoiesis). From platelet quantification performed by automated
hematological counters, several platelet parameters are calculated. Among them, the
IPF (fraction of immature platelets) which refers to the amount of immature platelets in
peripheral blood compared to the total number of platelets. The %-IPF (IPF expressed
as a percentage) is able to indicate whether the patient has low platelet production or
high peripheral platelet consumption and may help in the diagnosis of
thrombocytopenia. Thus, a research was carried out with voluntary outpatients,
assisted by the Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE), with the aim of creating
a reference interval for this parameter. Of the 207 samples collected, 21 were excluded
for not meeting the criteria proposed in the research. Therefore, for the reference value,
186 samples were used. It was found that, for the population served by the hospital,
the reference interval for the %-IPF is from 0.9 to 4.3(%). The results were similar to
those obtained by another study carried out in Brazil in 2016, but more research is still
needed to improve the reference values obtained.

Keywords: Reference interval. Immature Platelet Fraction. Platelets.
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1 INTRODUCAO

1.1 HEMATOPOIESE E TROMBOPOIESE

O termo hematopoiese se refere ao processo de producdo das células que
compdem o tecido sanguineo. Em seres humanos, as principais células sanguineas
maduras tém um precursor em comum, as células tronco hematopoiéticas (CTHS),
que inicialmente se encontram no saco vitelinico, no qual ocorre somente a producéo
de eritrocitos até a quarta semana do periodo fetal. Apds esse periodo, as CTHs
passam a se localizar em uma area da mesoderme denominada Aorta-Gonadas-
Mesonefro (AGM) e se tornam capazes de produzir completamente as linhagens
hematopoiéticas (PAIVA; REGO, 2013).

A partir da quinta ou sexta semana de gestacao, a hematopoiese passa a ser
feita pelo figado e pelo baco até o feto completar aproximadamente 7 meses. Sendo
que, a partir do quinto més, a medula 6ssea (MO) também comeca a fazer
hematopoiese e, apds 0 nascimento, se torna a Unica responsavel por essa funcao.
A MO de praticamente todos 0s 0ssos produz células sanguineas até os 2 anos de
idade. Como a medula hematopoiética, aos poucos, vai sendo substituida por um
tecido gorduroso, no individuo adulto, em vez da hematopoiese acontecer na MO de
todos os 0ssos, ela se torna restrita as vértebras, cranio, sacro, pelve, costelas e
extremidades proximais dos fémures (HOFFBRAND; MOSS, 2013; PAIVA; REGO,
2013).

As células progenitoras da linhagem linféide e mieldide surgem a partir da
diferenciac@o das células primitivas. A primeira da origem aos linfocitos T, linfocitos
B e linfocitos NK e a segunda da origem aos eritrocitos, neutrofilos, mondcitos,
eosinofilos, basofilos e megacariécitos (DINIZ, 2015).

A producéo plaquetaria inicia-se com estimulo da trombopoetina, um fator de
crescimento glicoproteico produzido por células do figado e rins. Este, juntamente
com a agado de interleucinas IL-3, IL-6 e IL-11, estimulam a maturacdo dos
megacariécitos, que sao sucessores dos megacarioblastos (BENEDITO, 2016;
PINTO, 2017).

Posteriormente, 0os megacariocitos sofrem varias endomitoses (mitoses
incompletas que néo passam da fase anafase tardia do processo de divisao celular).

Desse modo, ao invés de ocorrer a divisdo citoplasmatica, o citoplasma aumenta e
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ha formacao de um nucleo polilobulado com acamulo de DNA em seu interior. Entéo,
0S megacariocitos maduros se deslocam para a parte vascularizada da MO e
interagem com as células endoteliais e, em vasos sinusoides da MO, exibem
protusdes de seu sistema de membrana invaginada (SMI). Essas protusfes sao as
proplaguetas que se fragmentam em plaquetas individuais na corrente sanguinea. A
trombopoiese também pode acontecer no pulmé&o, pois este 6rgado € um reservatorio
de megacariocitos (BERNUSSO, 2021; GUO et. al., 2015; LEMOS, 2015).

De forma geral, pode-se dizer que, a partir de um megacariécito, sdo formadas
cerca de 1500 a 2000 plaquetas. Do total de plaquetas produzidas, a maior parte
(cerca de 70%) esta na circulacédo que é o local em que permanecem por um periodo
de 7 a 10 dias e, apods esse tempo, sao retiradas do sangue periférico por macréfagos
ou monacitos pertencentes ao sistema reticuloendotelial e transportadas para o baco,
para serem destruidas. Os outros 30% das plaguetas produzidas ficam retidas no
baco (para serem liberadas em caso de necessidade). As plaquetas também sé&o
chamadas de trombdcitos, tém formato discoide e medem em torno de 1,5 a 3
micrometros de didmetro. S80 0s menores corpusculos encontrados no sangue
periférico e possuem volume em torno de 7 a 11 fL (CAGNOLATI et al., 2017;
GONCALVES, 2019; PINTO, 2017).

1.2 ESTRUTURA PLAQUETARIA

As plaquetas sao divididas em quatro zonas: periférica, de organelas, sol-gel e
a do sistema membranar. Na zona periférica se encontram as membranas repletas de
glicoproteinas (como as GP 1a, GP 1b, lIb/llla que atuam na adesé&o e funcionam
como receptores para desencadear agregacéao) e os fosfolipidios de membrana (que
auxiliam na coagulagéo, servem de substratos para a cascata do &cido araquidénico
e fazem parte da producdo de tromboxano A2, um excelente agonista de
vasoconstricdo e agregacdo plaquetaria). Aléem disso, essa zona tem o0 sistema
canicular aberto (SCA) que age de forma seletiva na absor¢cdo de proteinas
plasmaticas da coagulacdo e é a estrutura pela qual ocorre a liberagcdo dos
constituintes granulares (CASTRO et al., 2006; GONCALVES, 2019; HOFFBRAND;
MOSS 2013).

A zona de organelas € a que contém a maior parte dos componentes, tem-se

lisossomos, granulos de glicogénio, mitocondrias, granulos alfa e granulos densos que
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sao liberados quando acontece ativacao plaquetaria. No interior dos granulos alfa
pode-se encontrar P-selectina (proteina adesiva), fator de von Willebrand (FvW), fator
plagquetario 4, inibidor do ativador de plasminogénio (PAl), betatromboglobulina, fator
de crescimento transformador beta (TGF-beta), fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF), trombospondina, vitronectina e fatores de coagulacdo como o fator
XI. Os granulos densos sdo compostos por histamina, serotonina, célcio, adenosina
difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP), proteina de membrana (tetraspanina
CD63) e magnésio. Além disso, as plaquetas possuem acido ribonucleico (RNA) tanto
no citoplasma, como dentro de granulos alfa (herdados do megacariocito) (MELO et
al., 2023).

A zona sol-gel é constituida de microtlibulos (compostos pela proteina tubulina)
que, ao se conectar com microfilamentos de actina, formam o esqueleto plaquetario.
Esse sistema formado por proteinas contrateis € capaz de fazer a plaqueta mudar do
formato discoéide para formar prolongamentos de pseudopodos. Eles também auxiliam
na excrecao de produtos secretados e na retracdo do coagulo. Por ultimo, a estrutura
plaquetaria possui um sistema membranar (uma zona que contém o sistema tubular
denso, h& grande concentracdo de calcio com a funcdo de promover contracdo e
sistemas enzimaticos que produzem e sintetizam prostaglandinas) (CASTRO et al.,
2006; LORENZI, 2006).

1.3 COAGULACAO E HEMOSTASIA

O processo de coagulacédo e hemostasia acontece em quatro etapas: iniciacao,
amplificacé@o, propagacéo e finalizagdo. O inicio se d& a partir da lesédo de um vaso
sanguineo e consequente exposicao do fator tecidual (FT), presente na membrana
de algumas células endoteliais, na corrente sanguinea. O FT ativa o fator VII que se
encontra na circulagédo e forma um complexo com ele (FVIla/FT) que ativa pouca
quantidade dos fatores IX e X. O fator X ativado (FXa) juntamente com o cofator V
ativado (FVa) forma, na superficie das células que expressam FT, um complexo de
protrombinase (FXa/FVa) responsavel por converter peguenas quantidades de
protrombina (ou fator Il) em trombina (fator Il ativado). Acredita-se que essa fase
inicial também pode acontecer fora do espaco vascular mesmo na auséncia de leséo
por existir atividade do FT a todo momento, poréem em pequena escala (FERREIRA
et al., 2010).
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Normalmente, as plaquetas ficam em circulacdo sem aderir ao endotélio pois,
guando ele esta integro, sdo produzidos mediadores quimicos como prostaglandina
[-2 e Oxido nitrico que impedem a ativacdo plaquetaria precoce, pois eles interagem
com receptores presentes em membranas plaquetarias e, com isso, h4 aumento da
atividade da adenilato ciclase juntamente com a producdo de adenosina 3,5-
monofosfato ciclico (AMPc) no interior plaquetario, o que mantém inativos o0s
receptores GP llIb/llla que sédo responsaveis pela adeséo plaquetéria e impedem a
liberacdo dos granulos que contém agentes de aglutinacdo plaquetaria ou ions calcio.
Dessa forma, as plaquetas se mantém em repouso (WHALEN et al., 2016).

Em caso de injaria vascular, o processo de coagulacdo segue para fase de
amplificagcéo. As plaguetas escapam da circulagcdo, chegam no espaco extravascular,
interagem com coldgeno e componentes da matriz extracelular, e com isso, se ativam
parcialmente e é formado o tampdo plaquetario inicial. Entdo, as pequenas
guantidades de trombina produzidas na fase de iniciacdo e o complexo FVII/FVYW
(fator VIII ligado ao fator de von Willebrand, que também escapa da circulagdo em
caso de lesdo) podem interagir e inicia-se o processo de formacao de fibrina estavel
gue converge para hemostasia secundaria. A trombina também faz com que as
plaguetas sejam totalmente ativadas e ativa os cofatores FV e FVIII juntamente com
o fator XI na superficie plaquetaria. Assim, o complexo FVIII/FYW ¢é desfeito,
permitindo que o FVYW possa promover adesao e agregacao plaquetéria no local de
rompimento da integralidade vascular (AGOSTINI, 2011).

A fase de propagacado acontece na superficie das plaquetas ativadas. O fator
IX (ativado na fase de iniciacdo) e o fator Xl ativado (FXla), ligado as plaquetas, se
ligam ao fator VIl ativado (FVIlla) e formam o complexo tenase (FIXa/FVllla). Este
ativa o fator X (FX) com muito mais eficiéncia do que o complexo FVIla/FT na fase
inicial. Assim, quando o FXa, se associa ao FVa, forma novamente o complexo de
protrombinase, que dessa vez converte grandes quantidades de protrombina em
trombina, a qual cliva o fibrinogénio em fibrina. A trombina também é capaz de ativar
o fator XIIl e, com isso, os mondmeros de fibrina sdo modificados e é formada uma
rede estavel que fortalece o tampao plaquetério inicial (AGOSTINI, 2011; FERREIRA
et al., 2010). Na Figura 1, tem-se um esquema simplificado sobre a ativacdo dos
fatores de coagulagcéo nessas trés primeiras etapas.

Apoés formacdo do coagulo de fibrina, é preciso controlar o processo de

coagulacéo, pois este deve se limitar ao local lesionado. Para isso, tem-se quatro
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anticoagulantes naturais: o TFPI ou inibidor da via do fator tecidual (uma proteina
inibitéria presente no plasma, produzida pelo endotélio) que, na presenca de FXa,
forma um complexo quaternério com o FT, FVlla e o préprio FXa para inativar os
fatores previamente ativados e limitar a formacao de coagulo; a proteina C (PC), uma
glicoproteina plasmatica vitamina K dependente que, ao ser ativada pela trombina,
possibilita a degradacéo dos cofatores FVa e FVllla; a proteina S (PS), que também
é vitamina K dependente, atua como cofator da PC e aumenta sua atividade; e a
antitrombina (AT), que inibe rapidamente a trombina e inativa outras serino proteases,
como o FIXa, FXa, FXla, FXlla (FERREIRA et al., 2010).

Como as plaquetas participam ativamente dos processos de coagulacdo e
hemostasia no organismo, quantifica-las no sangue periférico € importante para
auxiliar na investigacdo ou monitoramento de doengas hemorragicas e trombdticas.
Um exemplo é a purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), atualmente chamada de
trombocitopenia imune, uma doenca caracterizada por ter anticorpos, em geral do
tipo IgG, contra as glicoproteinas (GP) da membrana plaquetaria, principalmente
contra os complexos GPIb-IX e GPIlIb-llla. Os anticorpos, ao se ligarem a estas
glicoproteinas, marcam as plaguetas como se fossem patdgenos, atraindo
macrofagos para destrui-las, resultando em menor contagem de plaquetas
circulantes. O diagndstico é de excluséo e é feito apds detalhada anamnese e exames
fisicos (MELO et al., 2023).
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Figura 1 - Esquema simplificado sobre a ativacdo dos fatores de coagulacédo durante a

fases de: iniciacdo, amplificacdo e propagacao do processo de hemostasia.
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1.4 AVALIACAO QUANTITATIVA E FUNCIONAL PLAQUETARIA

A avaliagdo quantitativa das plaquetas pode ser realizada de forma manual ou
automatizada, a partir da coleta de uma amostra de sangue em tubo contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). Os métodos pioneiros manuais foram: método de
Brecher & Cronkkite, em que a contagem é feita com o auxilio de uma camara de
Neubauer (ou hemocitbmetro); e a técnica proposta por Barbara O’Connor, que se
baseia na contagem das plaquetas em alguns campos na extensdo sanguinea de
sangue periférico (COMAR et al., 2009).

Com o surgimento dos analisadores automaticos, melhorou-se a repetitividade
e reprodutibilidade tanto da contagem plaquetaria como a de células hematoldgicas.
As principais metodologias utilizadas por estes equipamentos sdo a impedancia
elétrica, impedancia de fluxo de revestimento, dispersdo Optica e analise por
fluorescéncia e é possivel que, em um mesmo equipamento, se tenha mais de uma
metodologia para contagem celular (ANDRADE, 2020; BRITO JUNIOR, 2022).

A partir da quantificacdo plaquetaria feita pelos contadores hematol6gicos
automatizados, séo calculados diversos parametros plaquetarios. Dentre eles, estédo
o PCT (Plaquetdcrito), que indica a proporcao que as plaquetas ocupam no sangue
total; O VPM (Volume plaquetario médio), que representa a média entre o volume de
10.000 plaquetas contadas, sendo relevante em casos de doengas vasculares,
purpuras plaquetarias e mielodisplasias; o PDW (Anisocitose plaquetaria), que mostra
0 quanto que as plaguetas variam em tamanho; o P-LCR (Indicador de
macroplaquetas), que reflete a quantidade de plaguetas com volume superior a 12 fL
e a IPF (fracdo de plaquetas imaturas), que quantifica a proporcédo de plaguetas
jovens em relacéo as totais contadas por metodologia Optica fluorescente (Equacaol)
(LIMA, 2019; MELO et al., 2023).

Numero de plaquetas imaturas no canal 6tico
IPF = — —— X 100%
Soma de todas as particulas das plaquetas no canal 6tico

@*

*Fonte: MINDRAY. BC-6200 Analisador Automatico de Hematologia: Manual do operador, 2018.
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Alguns desses novos parametros plaquetarios ainda estdo em pesquisa,
porém vem sendo cada vez mais utilizados no laboratério de analises clinicas, com
destaque para o VPM, que é atualmente o mais encontrado, e a IPF que, apesar de
ainda néo ser liberado no laudo dos pacientes em todos os hospitais, representa um
avanco significativo no diagnoéstico diferencial das trombocitopenias, pois este

parametro é um reflexo de como esta a producéo de plaquetas na MO (LIMA, 2019).

1.5 FRACAO DE PLAQUETAS IMATURAS (IPF)

A IPF é a quantidade de plaquetas imaturas no sangue periférico em
comparacao com o numero total de plaquetas (BENLACHGAR et al., 2020). Ela pode
ser expressa em porcentagem (%-IPF) ou em valor absoluto (#-1PF) (BUTTARELLO
et al., 2020). As plaquetas imaturas sdo maiores, contém maior quantidade de acido
ribonucleico (RNA) em seu interior e sdo mais reativas do que as maduras, podendo
permanecer na circulagdo por um periodo de 24 a 36 horas. Apds esse tempo, a
plagueta atinge a maturidade e, assim, grande parte do material genético é degradado
e seu volume é reduzido (GROTTO, 2009).

A avaliacdo da IPF ira ajudar nos casos de pacientes que estdo tendo
supresséao ou insuficiéncia de producao plaguetaria na MO, ou consumo plaquetario
periférico, auxiliando no diagndstico diferencial de trombocitopenias como a PTI, além
de avaliar a recuperacdo da producédo plaquetaria da MO de pacientes que realizam
guimioterapia, prevenindo que acontecam transfusdes plaguetarias desnecessarias
(JEON et. al., 2020).

A hipoproducédo plaquetaria medular pode ser causada por tratamento com
qguimioterapicos (pois eles afetam os progenitores de megacariocitos) e doencas
como anemia aplastica (uma pancitopenia que induz a aplasia medular) (ALMEIDA,
2020; KICKLER et al., 2006; SUNDARMURTHY et al., 2017). Dentre as causas para
se ter trombocitopenia por consumo periférico, tem-se as doencas como a PTIl e
algumas viroses (como a dengue), visto que ha intensa destruicdo plaquetaria
periférica (PEREIRA, 2022; ROMERO et al., 2019).

Com base nesta informacéo, para auxiliar o diagnostico clinico em casos de
trombocitopenias, iniciou-se uma pesquisa no Hospital Universitario Pedro Ernesto
(HUPE) a fim de criar um intervalo de referéncia para o parametro Fracdo de

Plaquetas Imaturas em pacientes ambulatoriais atendidos pelo HUPE.
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1.6 OBJETIVO GERAL

Estimar um intervalo de referéncia para a %-IPF de pacientes ambulatoriais
atendidos pelo Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE).

1.7 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Selecionar voluntarios para a pesquisa, coletar as amostras, mensurar 0s
valores da contagem de plaquetas e do IPF, fazer um levantamento de dados para

criar um intervalo de referéncia e avaliar os resultados obtidos.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.1 Fracédo de plaquetas imaturas no diagnéstico diferencial de PTI

Trombocitopenia é uma condicao clinica na qual ha quantidade relativamente
diminuida de plaquetas circulantes em decorréncia de dois tipos de processos
fisiolégicos: diminuicdo da producdo plaquetaria pela MO ou elevado consumo
plaquetéario no sangue periférico (KICKLER et. al., 2006).

A PTI € uma doenca autoimune em que 0 organismo produz anticorpos,
geralmente do tipo IgG, contra as glicoproteinas presentes na membrana plaquetéria,
em destaque, os complexos GPIb-IX (receptor do FvW) e GPIlIb-llla (receptores do
fibrinogénio). Como consequéncia, os autoanticorpos, apds opsonizagdo, ativam 0s
macrofagos para fagocitarem prematuramente as proprias plaquetas e, deste modo,
reduzem a quantidade de plaquetas circulantes (MELO et al., 2023; PEREIRA, 2022).
Diante disso, o organismo intensifica a producéo plaquetéaria pela MO, porém ela pode
se mostrar insuficiente e favorecer plaguetopenia (SILVA, 2014).

O termo mais atual para a PTI é trombocitopenia imune, pois hem todos o0s
pacientes sédo sintomaticos, da mesma forma que nem todos vao ter os hematomas
subcutaneos conhecidos como “purpuras” na pele. Inclusive, a classificacdo destes

pequenos sangramentos € feita de acordo com o tamanho: petéquias refere-se a
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lesBes subcutaneas com diametro inferior a 2 mm, parpuras € quando o diametro esta
entre 2 mm e 1 cm e em equimoses o diametro é superior a 1 cm. A PTI pode ser
classificada em aguda (se for detectada em até trés meses apos seu surgimento) ou
cronica (quando a doenca dura mais que 1 ano) (MELO et al., 2023). Outras possiveis
classificacdes sdo de acordo com a faixa etaria (PTI infantil ou adulta) e de acordo
com a origem da doenca, sendo primaria (quando idiopatica) ou secundaria (quando
a destruicdo plaquetaria também estiver associada a outra condigdo clinica pré-
existente, tal como infeccdo por Helicobacter pylori, hepatite C, virus da
imunodeficiéncia humana, entre outros) (KUHNE et al., 2011).

Outros sintomas provaveis sdo: hematuria; menorragia; e sangramentos em
locais diversos como mucosas. O diagnéstico é conduzido através da detalhada
anamnese, exame fisico e exames de exclusdo de outras causas para se ter
trombocitopenia por consumo periférico, tais como hepatopatia, hiperesplenismo
(ampliacdo do volume do baco), entre outros. Com relacdo ao hemograma, a principal
caracteristica é a intensa plaquetopenia, com a possibilidade de se ter leucocitose
com baixa quantidade de neutréfilos e presenca de linfécitos atipicos quando
relacionada a infeccdo viral (LOURENCO, 2013). Além disso, pode-se encontrar
macroplaquetas na distensao sanguinea, que sao plaquetas com diametro entre 4 um
e 7 um (FARIAS; DAL BO, 2010).

Caso seja realizado o mielograma, espera-se encontrar uma quantidade
normal ou aumentada de megacariocitos e, para auxilio do diagnéstico, também
pode-se solicitar pesquisa de autoanticorpos contra as glicoproteinas Ib/IX e lIb/llla
(LOURENCO, 2013).

O tratamento da PTI tem como objetivo abrandar os riscos de o paciente ter
alguma hemorragia, entéo ele é feito de acordo com a necessidade que o paciente
tem de aumentar a quantidade de plaquetas no sangue periférico para um valor
aceitavel, ndo obstante aquele estabelecido como normal pela literatura (PADILHA,
2015). Para adultos com trombocitopenia imune idiopatica é recomendado o uso de
corticosteroides em altas doses. E importante ressaltar que, dentre os possiveis
efeitos colaterais desses medicamentos, tem-se a hipertensédo arterial, diabetes,
glaucoma, obesidade abdominal e osteoporose (MELO; SILVEIRA, 2015; VIANA,
2020).

Uma alternativa aos corticosteroides € administrar um bloqueador de

receptores do tipo Fc gama dos macrofagos, como a imunoglobulina humana



20

intravenosa (IGIV), pois dessa maneira implicara na diminuicdo da destruicao
plaguetaria. Os pacientes que aderem a esse tratamento tém resposta rapida e
praticamente imediata. Dentre os riscos da IGIV tem-se o0s seguintes efeitos
colaterais: tremores, mialgia, aumento da pressao arterial e insuficiéncia renal
(LOURENCO, 2013).

No entanto, existem pacientes que sao resistentes aos dois tipos de tratamento
mencionados anteriormente. Estes tém a opcéo de realizar a esplenectomia que €
uma cirurgia para retirada do bago para reduzir a fagocitose plaquetaria, uma vez que
reduz a atividade fagocitica de macréfagos e, de forma secundaria, a producédo de
anticorpos. Com a esplenectomia também ha diminuicdo dos linfécitos circulantes, o
que somado a reducdo de macréfagos e anticorpos, aumenta o risco de o paciente
ter sepse fulminante apds esse procedimento (KISHIMOTO; PASSOS, 2020;
PADILHA, 2015).

Outro tratamento € o uso de farmacos que agem como agonista do receptor
da trombopoetina como o Eltrombopag (Revolade®), um medicamento que tem como
mecanismo de acdo estimular a proliferacdo e maturacao de megacariécitos para que
estes formem novas plaquetas. Dentre os efeitos adversos principais, tem-se
hepatotoxicidade, fibrose de medula 6ssea, catarata e trombose. Uma alternativa é
fazer o uso de imunossupressores tais como azatioprina e ciclofosfamida
(LOURENCO, 2013).

Ter somente a contagem plaquetaria no laudo do hemograma nao é capaz de
informar o médico se a causa da plaquetopenia é devido ao grande consumo
periférico ou se o paciente apresenta falha na producédo medular (JEON et al., 2020).
Nesse sentido, a maior relevancia da IPF est4 no diagndstico diferencial entre
trombocitopenias, pois ele serve como um indicador de como esta ocorrendo a

producéo plaquetéria na medula 6ssea (JUNG et al., 2010).

2.1.2 Pseudotrombocitopenias

O termo pseudotrombocitopenia refere-se a uma contagem plaquetaria
equivocadamente reduzida por algum interferente. Erros pré-analiticos como falta de
homogeneizacdo do tubo coletado, presenca de coagulo na amostra, diluicdo da

amostra, alguns medicamentos (por exemplo, o acido valproico e a mexiletina),
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problemas durante a coleta ou na analise das amostras sdo algumas possiveis
causas para a pseudotrombocitopenia (COSTA et al., 2020).

Além desses, um outro interferente é a presenca de agregados plaquetérios.
Estes podem ser induzidos por anticoagulantes como EDTA, pois o efeito quelante
gue ele tem sobre o calcio somado as baixas temperaturas alteram a glicoproteina
plaquetéaria llb/llla e expbde o epitopo da proteina llb, facilitando a ligacdo de
imunoglobulinas a ele e, com isso, ocorre a formacdo de agregados. Como o
equipamento ndo é capaz de contar as plaquetas ali presentes, o resultado vem com
uma falsa plaquetopenia (FANG et al., 2015; OLIVEIRA, 2018).

Identificar esses erros é imprescindivel para que o0 paciente ndo seja
submetido a tratamentos, exames ou transfusdes desnecessérias. Em casos de
trombocitopenia, é indicado coletar novas amostras em diferentes anticoagulantes
(como por exemplo o citrato de sédio, heparina e oxalato), examinar a extensao
sanguinea em um microscopio a procura de agregados, colocar a amostra de sangue
a 37°C (temperatura que as imunoglobulinas soltam das glicoproteinas llb/llla), ou
ainda adicionar, em uma amostra colhida com o EDTA, canamicina ou amicacina
(aditivos que previnem aglutinagdo) para confirmar o resultado. Ademais, é
importante verificar se os sintomas clinicos e histérico do paciente sao coerentes com
o resultado (CERAN et al., 2021; FANG et al., 2015).

2.2 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada a partir da andlise de amostras de sangue de
pacientes voluntarios, aprovada pelo comité de ética sob o parecer nimero 5.504.684
(Anexo A).

Foram coletadas amostras de sangue durante o periodo de novembro de 2021
a novembro de 2022 com a finalidade de criar um intervalo de referéncia para a IPF
condizente aos pacientes ambulatoriais atendidos pelo HUPE. Do total de amostras
coletadas, foram incluidas 186 no estudo.

Os critérios de inclusdo na pesquisa foram: pacientes adultos de ambos os
sexos, com quantidade de plaquetas dentro do intervalo de referéncia considerado
normal pela literatura. De acordo com Melo, 2023 a faixa ideal & entre 150.000 e
450.000 plaguetas/mms3,



22

Foram excluidos pacientes diabéticos, hipertensos e com doencas
inflamatorias pelos seguintes motivos:

- Pacientes diabéticos costumam ter alto indice glicémico, o que favorece a
ativacado plaquetéria. Desse modo, esses pacientes usualmente apresentam um
quadro de hipercoagulabilidade e hipofibrindlise. Apesar de a literatura ndo elucidar
se, em diabéticos, as plaguetas tendem a ter maior interacdo com o endotélio lesado
por terem maior tendéncia a estarem ativas, os individuos com essa comorbidade tem
vida plaquetaria média reduzida. Ainda ndo esta esclarecido se, em diabéticos, essa
reducdo provoca aumento de sua producao pelo organismo, mas pode-se suspeitar
gue estes pacientes poderdo ter valores de IPF naturalmente maiores do que
pacientes sem essa comorbidade, o que torna inviavel a participacdo deles neste
estudo (MELO et al., 2023; SOARES et al., 2010).

- Pacientes hipertensos também né&o foram selecionados para o estudo, pois
nestes a tensao intravascular € maior, o que aumenta a chance de ter lesdo vascular
endotelial, implicando em maior consumo plaquetério. Esses pacientes também tém
vida plaquetaria média reduzida (REEVES; MAITTA, 2020). De forma analoga a
exclusdo de pacientes diabéticos, também pode-se inferir que pacientes com esta
comorbidade podem ter um intervalo para a IPF naturalmente maior do que o de
pacientes ndo hipertensos e por esse motivo eles também foram excluidos.

- Pacientes com doencas inflamatérias como IUpus eritematoso, pacientes com
leucemias ou doencas cronicas que causem alteracdo significativa na quantidade de
plaguetas circulantes, tais como PTI, também foram excluidos para criar o intervalo
de referéncia, assim como pacientes que fazem o uso de medicamentos que podem
alterar a quantidade de plaquetas no sangue periférico e medicamentos que
interferem na hemostasia como anticoagulantes, anti-inflamatorios e antiagregantes.

Além disso, foram excluidas amostras em que o tempo entre coleta e andlise
tenha ultrapassado 2 horas, pois em alguns trabalhos académicos como o de Farias
e Dal B0, 2010 foi visto que, apesar de as plaquetas sofrerem alteracdo com o passar
do tempo, esta mudanca nao é significativa se a analise for realizada em até duas
horas apds a coleta.

Antes da punc¢ao venosa, foi realizada uma entrevista com cada paciente na
qual foi perguntado se este era diabético, hipertenso, se tinha tido febre ou algum
processo inflamatério recente e se fazia uso de algum medicamento a fim de

descobrir se estavam dentro dos critérios propostos na pesquisa e se aceitavam
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participar voluntariamente e, ao concordar em participar, cada voluntario precisou
preencher o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo B).

ApGs a entrevista e preenchimento do TCLE, foi feita a pungdo venosa. De
cada paciente, foram coletados cerca de 5 mL de sangue em tubo de tampa roxa,
contendo o anticoagulante acido etilenodiaminoteracético tripotassico (EDTA K3),
utilizando-se agulhas descartaveis de coletas multiplas 25 x 8 mm (22 G1) acopladas
a adaptadores plasticos que foram descartados apds a coleta.

As analises das amostras foram feitas no setor de hematologia do servigo de
laboratorios HUPE-UERJ. Foram utilizados analisadores hematologicos devidamente
calibrados modelo BC-6200 comercializado pela Mindray.

Para calcular o intervalo de referéncia, primeiramente a normalidade dos
dados foi verificada com o intuito de avaliar o melhor tratamento estatistico a ser
utilizado. Para esta finalidade, foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov conforme
sugerido por Ko et al., 2014. Através do teste de Wilcoxon, os valores da mediana e
das faixas minima e maxima, considerando o intervalo interquartil (IQR), foram
obtidos. Deste modo, foi possivel a verificacao e exclusédo de outliers. Um histograma
com os resultados foi entdo gerado e os dados organizados em BoxPlot, o que
permitiu a obtencao do intervalo de referéncia através do método dos percentis, onde
considera-se a faixa de valores que compreendem 95% dos dados de uma
distribuicdo ndo paramétrica. Todo o tratamento estatistico foi realizado no software
OriginPro2022b, versdo 9.9.5.171.

2.2.1 Metodologias para determinar o valor da IPF e da contagem plaguetaria

No equipamento BC-6200, a contagem plaquetaria pode ser realizada pelo
método de impedancia elétrica e pelo método Optico. A tecnologia da impedancia
elétrica segue o principio de Coulter em que a amostra de sangue é aspirada para
dentro do aparelho e é formada uma suspenséo diluida de células que passam
individualmente por uma pequena abertura na qual se tem uma corrente elétrica
formada por dois eletrodos (zona de deteccdo). Como as células possuem tamanhos
e volumes diferentes, quando passam, elas alteram a resisténcia da corrente elétrica
de forma distinta e, consequentemente, geram pulsos elétricos distintos, permitindo

gue o equipamento classifique cada célula de acordo com as suas dimensodes (a
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amplitude do pulso é proporcional ao volume celular e a quantidade de pulsos indica
a quantidade de células) (GONCALVES, 2019; MINDRAY, 2018).

Esse equipamento também possui a tecnologia de analise celular SF-Cube (ou
metodologia Optica fluorescente), em que um corante fluorescente se liga aos acidos
nucleicos presentes em leucaocitos, plaquetas e eritrécitos e a classificacdo celular
acontece dependendo da disseminacdo da luz (a disseminacdo de baixo angulo
corresponde ao tamanho da célula, a de alto angulo indica a granulagéo da célula) e
da intensidade do sinal fluorescente (que corresponde ao quanto que a célula foi
tingida com o corante) (Figura 2) (MINDRAY, 2018).

Figura 2 — Tecnologia SF-Cube.

Side laser scatter Fluorescence signals
(cellular complexity) (DNA/RNA information)

Laser source

Forward laser scatter
(cell size)

Fonte: site da Mindray (https://www.mindray.com/en/media-center/blogs/small-cube-big-

difference-mindray-new-sf-cube-technology-i)

Como as células contém diferentes quantidades de acido nucleico em seu
interior, isso permite a diferenciacdo das estruturas mais jovens, que contém maior
guantidade de &cido nucleico, como é o caso dos reticulécitos (eritrocitos jovens) e
das plaquetas imaturas (indicadas pelo parametro IPF). A quantidade total de
plaquetas contadas por essa tecnologia se chama plaquetas Opticas. E importante
ressaltar que a contagem de plaquetas e eritrécitos por essa metodologia sao
realizadas em um local do equipamento diferente de onde é feita a contagem de
leucdcitos (Figura 3) (MINDRAY, 2018).
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Figura 3 — Exemplos de Gréficos de dispersao gerados por contadores hematol6gicos
comercializados pela Mindray utilizando tecnologia SF-Cube.

Legenda: O canal DIFF € local em que acontece a contagem dos leucécitos e o canal RET é o local
em que sao contados eritrdcitos, reticuldcitos, plaguetas e plaquetas imaturas.

Fonte: site da Mindray (https://www.mindray.com/br/products/laboratory-diagnostics/hematology/5-
part-differential-analyzers/bc-700-series)

No tocante aos possiveis interferentes na metodologia da impedéancia tem-se
que, dependendo da condi¢do clinica do paciente, algumas células podem ter
volumes préximos e isso pode fazer com que elas sejam contadas de forma
equivocada pelo equipamento. Por exemplo, caso o0 paciente tenha eritrocitos
pequenos (micrécitos) ou fragmentados (esquizdcitos), estes, por estarem em
tamanho e volume proximo ao de uma plaqueta, podem ser contados como tal e,
desse modo, no resultado tera uma falsa trombocitose. Da mesma forma, pode
acontecer das macroplaquetas serem classificadas como eritrécitos, apresentando
uma falsa plaquetopenia (ALAJO SARZOSA, 2019; GONCALVES, 2019). Agregados
plaquetarios também séo interferentes, uma vez que, por ndo serem contados pelo
equipamento, podem levar a pseudotrombocitopenia (OLIVEIRA, 2018).

Esses fatores implicam em reduzida confianca estatistica da tecnologia
impedancia quando a contagem plaquetaria se encontra abaixo de 20.000
plaguetas/mm3. No entanto, estudos mostram que esse método tem boa precisdo em
situacdes em que a contagem esta acima de 100.000 plaquetas/mm3. Para contagens
abaixo desse valor, a metodologia Optica fluorescente € a mais recomendada
(ANDRADE, 2020; DZIRBA et al., 2018).
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O tamanho das células ja ndo é considerado um interferente para a tecnologia
SF-Cube, pois, uma vez que a contagem é realizada de acordo com a quantidade de
RNA que as plaquetas possuem em seu interior, o tamanho de outras particulas sera
indiferente (ALAJO SARZOSA, 2019).

Com relacdo aos possiveis interferentes da tecnologia SF-Cube, tem-se 0s
lipideos provenientes de amostras coletadas apods refeicbes em pacientes com
hiperlipidemia. Estes podem gerar sinais anormais em lugar proximo ao das plaguetas
por terem um alto indice refratario. Entretanto, esta tecnologia ainda tem melhor
precisdo que a impedancia em casos de trombocitopenia, possibilitando que sejam
tomadas decisdes mais assertivas com relacéo a transfusdes plaquetarias (DZIRBA
et al.,2018; FARIAS; DAL BO 2010).

Cada laboratorio estabelece uma metodologia. No setor de hematologia SLA-
HUPE, local em que este estudo foi realizado, utiliza-se normalmente a tecnologia da
impedancia para a contagem plaquetaria, salvo quando h& necessidade de
confirmacéo da contagem realizada ou quando o equipamento sinaliza plaguetopenia
ou identifica presenca de agregados plaquetarios na amostra, pois nestas situacdes

é utilizada a metodologia 6ptica.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo do estudo foram coletadas 207 amostras de voluntarios e
destes, foram excluidos 21 resultados por estarem fora dos critérios propostos na
pesquisa. Assim sendo, foram utilizadas 186 amostras de pacientes com idade entre
18 e 81 anos.

Apés a realizagdo do teste de Kolmogorov-Smirnov, os dados foram
considerados ndo paramétricos (p=0,001). Deste modo, a escolha do tratamento
estatistico foi realizada com base na ndo normalidade dos dados. Resultados
similares foram obtidos por Ali et al., 2017; Joergensen e Bathum, 2016; Ko et al.,
2014; Morkis et al., 2016; Sachdev et al., 2014; e Yang et al., 2017.

Em continuidade, o teste de Wilcoxon foi entdo aplicado para a obtencéo de
parametros importantes como a mediana e as faixas minima e maxima. Um resumo
com o valor de todos os parametros obtidos encontra-se na Tabela 1. Os resultados

permitiram a excluséo de outliers.
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Tabela 1 - Resultados do teste Wilcoxon aplicado nos valores de %-IPF coletados (n=186).

Valor minimo Q1 Mediana Q3 Valor maximo
04 1,4 2,2 3,5 8,8
Fonte: Valores obtidos com auxilio do software OriginPro2022b, versdo 9.9.5.171.

Foram considerados outliers os pontos compreendidos fora da faixa aceitavel,

conforme as equacdes abaixo:

Q;+15x(Q;— Q) =35+1,5(3,5-1,4) = 6,65 (faixa maxima)

)

Q1 —15x(Q3— Q1) =14-1,5035-14)=-1,75 (faixa minima)

3

Os outliers seriam os valores que estao ou abaixo da faixa minima (Equacao
3) ou acima da faixa maxima (Equacédo 2). Porém, dentre os dados coletados no
presente estudo para %-IPF, o menor valor encontrado foi 0,4 e o maior valor abaixo
da faixa maxima foi 6,5. Os outliers, portanto, foram apenas os valores acima de 6,5.

Na Figura 4 encontra-se o histograma gerado para o conjunto de resultados
apos a excluséo dos valores considerados outliers. Os dados foram ajustados em uma
curva Gaussiana, o que permitiu gerar o BoxPlot presente na Figura 5. Este tratamento
estatistico permitiu a obtencdo do intervalo de referéncia que, de acordo com 0s
resultados, esta compreendido entre 0,9 e 4,3%. Essa faixa de valores foi obtida
através dos métodos dos percentis, considerando a ndo normalidade dos dados
(Figura 6).



Figura 4 — Histograma representativo da distribuicdo ndo paramétrica dos dados (%-IPF,
n=186), apds ajuste estatistico.

35
30 4
25
o 1
S 204
«D
5
g 15 -
L ]
10 A
] m B II
1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 1
0 1 2 3 4 5 3] 7
%-IPF, %

Fonte: Histograma obtido com auxilio do software OriginPro2022b, versédo 9.9.5.171.

Figura 5 - BoxPlot gerado através da distribuicdo ndo paramétrica dos dados (%-IPF,
n=186), apds ajuste estatistico.
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Fonte: BoxPlot obtido com auxilio do software OriginPro2022b, versdo 9.9.5.171.
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Figura 6 — Explicacdo do BoxPlot gerado através da distribuicdo ndo paramétrica dos dados

(%-IPF, n=186), ap06s ajuste estatistico.
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Fonte: BoxPlot obtido com auxilio do software OriginPro2022b, versdo 9.9.5.171.

Benlachgar et al., publicaram recentemente (2020) um artigo de revisdo que
compara intervalos de referéncia para %-IPF em adultos. Na Tabela 2 encontra-se
um resumo com alguns dados coletados pelo grupo de autores (n =120 e ano =2013).
Destas referéncias, presentes na Tabela 2, destaca-se o trabalho publicado por
Morkis et al. (2016). De todas as publicacdes, esta foi a tnica onde o Brasil foi o pais
de origem da populacao alvo. Um intervalo de referéncia compreendido entre 0,8 e
5,5% com mediana igual a 2,2 foi reportado, o que corrobora os resultados obtidos

no presente estudo.

Tabela 2 — Levantamento bibliografico dos intervalos de referéncia encontrados para %-I1PF.

Referéncia N Intervalo (IPF, %)

Morkis et al., 2016 132 0,8a5,5

Sachdev et al., 2014 945 0.3a8.7
Joergensen e Bathum, 2016 1674 1.3a9
Ko et al., 2014 2104 la7,3

Yang et al., 2017 2179 0,6 a 8,2

Ali et al., 2017 2292 1.6a10.1

Pereira et al., 2021 187 23a44

Fonte: Tabela adaptada de Benlachgar et al., 2020

Intervalo de
Referéncia
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Na tabela 2 também foi acrescentado o estudo mais recente feito no Brasil
sobre valor de referéncia para %-IPF em que se pode observar que, apesar do
namero de amostras utilizadas ser semelhante ao do presente estudo, os intervalos
de referéncia foram discrepantes, o que reforca a necessidade de aprimorar a
pesquisa com um maior numero de pessoas para confirmacao do valor de referéncia
obtido.

Ressalta-se que, mesmo quando se obtém resultados semelhantes a outros
estudos, é preciso que cada laboratério forme o seu proprio valor de referéncia,
conforme previsto pelo Programa de Acreditacdo de Laboratérios Clinicos da
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica / Medicina Laboratorial (PALC-SBPC/ML).
Este € um grupo formado por auditores especializados em verificar se os laboratorios
clinicos estdo dentro dos critérios requeridos pela Norma PALC, uma norma criada
com base em praticas internacionais de medicina laboratorial, que é constantemente
atualizada. A versdo PALC de 2021, item 9.7, aborda a necessidade que o laboratoério
tem em avaliar se os valores fornecidos como referéncia pelo fabricante dos
equipamentos sao apropriados para a populacao atendida pelo local, sendo ainda de
responsabilidade do laboratoério informar aos médicos quais sdo os intervalos de
referéncia adequados (NORMA PALC, 2021).

2.3.1 Caso clinico

A seguir esta um caso clinico de uma paciente que nao foi utilizado para a
elaboracdo do intervalo de referéncia (colocado neste trabalho apenas para
demonstrar o uso do intervalo de referéncia encontrado no presente estudo para %-
IPF). A utilizagcdo dos dados foi autorizada pela paciente. Neste caso clinico
destacam-se o alto valor de %-IPF juntamente com outras evidéncias (comparagao
entre PLT-I e PLT-O, presenca de macroplaquetas e de plaquetas gigantes) que

mostram que a maior parte das plaguetas circulantes da paciente sao imaturas.

Mulher, 45 anos com PTI crénica corticoide refrataria, esplenectomizada. Tem
metrorragia e ndo apresenta resposta a imunoglobulina. Exames recentes indicam:
PLT-I: 5.000/uL; PLT-O: 45.000/uL, IPF: 79,8. O equipamento ndao conseguiu calcular

o VPM. Distensdo sanguinea com plaquetas gigantes e numerosas macroplaquetas.
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O %-IPF aumentado indica que MO estd sendo capaz de produzir novas
plaguetas, entdo a trombocitopenia esta sendo causada por consumo periférico
(OLIVEIRA, 2018). O valor da IPF ainda ndo est& disponivel para os médicos (por
ainda ser um parametro de pesquisa) e no laudo aparece apenas um valor para
contagem plaquetaria (sendo este por metodologia Optica ou por impedancia). No
entanto, ao se fazer uma analise dos valores encontrados no resultado, o valor da %-
IPF € coerente com o quadro clinico de PTI, no qual, os autoanticorpos destroem as
plaguetas da paciente e a MO responde produzindo novas plaquetas. Apesar disso,
com a evidente plaquetopenia, percebe-se que a MO ndo estd conseguindo
compensar a destruicdo (MELO; SILVEIRA, 2015).

Além disso, € perceptivel que o resultado da contagem por impedancia foi
menor do que aquele obtido por metodologia éptica e a justificativa mais provavel
para a discrepancia € a limitacdo desta técnica que classifica as células apenas de
acordo com o tamanho e, uma vez que as plaguetas imaturas sao maiores,
provavelmente elas foram classificadas erroneamente como hemécias, enquanto a
tecnologia oOptica, por utilizar um fluorocromo que cora somente o0 RNA contido dentro
das plaguetas, faz com que todas elas sejam contadas independentemente do
tamanho (ALAJO SARZOSA, 2019).

Nos equipamentos comercializados pela Mindray ndo ha especificacdo de qual
seja a substancia presente nesse corante, pois se trata de um reagente patenteado,
porém em equipamentos de outras marcas, sao utilizados como reagentes
fluorescentes a oxazina e a polimetina (BARREIRO, 2021; PEREIRA, 2022).

A distensdo sanguinea também mostra a presenca de macroplaguetas. Esta
€ mais uma evidéncia de que a maior parte das plaquetas na circulacdo sanguinea
da paciente sao imaturas.

Para pacientes com resultados semelhantes no hemograma, sem diagndstico
concluido para PTI, a %-IPF (que reflete a producdo plaguetaria na MO) poderia
condicionar o medico a pedir primeiramente exames direcionados para doengas que
provoguem consumo plaquetario periférico, 0 que possivelmente evitaria exames
mais invasivos e dolorosos para o paciente como a biépsia de MO para avaliar o
funcionamento dela. Apesar disso, ainda ndo ha esclarecimentos na literatura sobre

essa vantagem.
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3. CONCLUSAO

Segundo os resultados apresentados, a %-IPF pode auxiliar no diagnostico de
plaguetopenias e é recomendado que cada laboratério crie um intervalo de referéncia
préprio para a %-IPF, considerando informacées como o seu “n” populacional, as
particularidades epidemiologicas da clientela, os critérios de exclusdo (citados
anteriormente) e a metodologia mais adequada ao porte e custos do laboratério. Para
a populacao do presente estudo, o valor de referéncia encontrado para %-IPF foi de
0,9 a 4,3(%). No entanto, com o intuito de aprimorar os resultados obtidos, foi
submetida uma emenda desse estudo para que pudesse ser incluido um maior
ndamero de participantes higidos, como doadores de sangue, visando aumentar a
representatividade da amostra e consequentemente a precisdo dos valores de

referéncia para implantacdo destes no HUPE.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Validag&o e implantagdo de valores de referéncias dos novos parametros plaquetarios
no laudo do hemograma em um hospital publico no Rio de Janeiro

Pesquisador: ROBERTO SIRIGNI MOREIRA

Area Temitica:

Versdo: 1

CAAE: 58289921.5.0000.5259

Instituigdo Proponente: Hospital Universitario Pedro Ernesto/UERJ

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NuUmero do Parecer: 5.504.684

Apresentagdo do Projeto:

Transcricdo editada do contelUdo registrado do protocolo "Nome do Arquivo:

PB_INFORMA(;()ES_BASICAS_DO_F’RO.JETO_1846660" e dos arquivos anexados a Plataforma Brasil.
Participaréo deste projeto 200 pacientes oriundos do ambulatério do Hospital Universitario Pedro Ernesto
(HUPE-UERJ). A Incluséo dos pacientes

da pesquisa obedecera aos seguintes critérios: Pacientes adultos e higidos de ambos os sexos cujos
valores das plaquetas estejam dentro dos

valores normais conhecidos em literatura, histograma plaquetario semalteragoes e contagem de leucécitos
entre 5.000 a 12.000 e VCM (volume

corpuscular médio) entre 80 e 100 fl.A Exclusédo dos pacientes da pesquisa obedecera aos seguintes
critérios: Pacientes diabéticos, hipertensos e

com doengas inflamatérias. A venopungéo sera realizada entre o horéario das 07 as 11 horas, com o
paciente sentado na cadeira de coleta, apés

responder ao formulario de coleta contendo dados como idade, sexo, peso, altura e uso de medicamentos
além do termo de consentimento livre e

esclarecido. As analises seréo realizadas no servico de laboratério, setor de hematologia, em analisadores
hematol6gicos BC 6200 comercializado

pela Mindray, devidamente calibrado conforme os procedimentos informados no manual do fabricante, este
equipamento libera a contagem total de
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plaquetas e os demais parametros plaquetarios que seréo utilizados na pesquisa através de uma acurada
contagem &ptica em dois angulos com

utilizagao de fluorescéncia e pelo método de impedéancia. O método 6tico com fluorescéncia é feito num
canal separado da impedancia e adota a

tecnologia de andlise celular SF CUBE (anélise 3D usando informacdes do difusor de luz laser em dois
angulos e sinais fluorescentes). O principio

de medigdo geral deste canal consiste na esferilizagéo das plaquetas com o diluente contendo a
fluorescéncia sendo assim, o &cido nucleico

presente nas plaquetas sao tingidos por corantes fluorescentes (Mindray, 2018). Os resultados obtidos
serdo expressos como média + desvio

padrdo da média com auxilio do programa GraphPad Prisma 5 para Windows.

Objetivo da Pesquisa:
Criar e implantar valores de referéncia para o IPF e para os demais parametros plaquetarios no laudo do
hemograma.

Avaliagdc dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A coleta de sangue pode causar uma mancha roxa e dolorosa no local da pung&o que melhora com o
passar de poucos dias.

Beneficios:

Nao h& beneficios diretos relacionados com a sua participagdo , mas nos ajudara validar e implantar valores
de referéncia dos novos parametros

plaquetarios.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto tem por objetivo determinar os valores de referéncia dos parametros plaquetarios do Servigo de
Laboratério no setor de Hematologia do

Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE-UERJ), bem como implantar esses valores de referéncia no
laudo do hemograma auxiliando o clinico

frente a casos de trombocitopenias e trombocitoses, utilizando como critérios os valores de referéncia dos
indices plaquetarios, além das mensagens

e histograma emitidos pelo contador hematolégico. A pesquisa estéd bem estruturada e o referencial teérico e
metodologico estao explicitados, demonstrando aprofundamento e
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conhecimento necessarios para sua realizagdo. As referéncias estdo adequadas e a pesquisa & exequivel.
Foram avaliadas as informacdes contidas na Plataforma Brasil € as mesmas se encontram dentro das
normas vigentes e sem riscos iminentes aos participantes envolvidos na pesquisa.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Foram analisados os seguintes documentos de apresentagdo obrigatéoria:

1) Folha de Rosto para pesquisa envolvendo seres humanos: Documento devidamente preenchido, datado
e assinado

2
3
4
5
6) Documentos pertinentes a inclusdo do HUPE: Adequado

7) Curriculo do pesquisador principal e demais colaboradores: anexados e conforme as normas.

Os documentos de apresentacgio obrigatoria foram enviados a este Comité, estando dentro das boas

Projeto de Pesquisa: Adequado

Orgamento financeiro e fontes de financiamento: adequado/apresentado
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Adequado

Cronograma: Adequado

— D e D D T

praticas e apresentando todos dados necessarios para apreciagdo ética e tendo sido avaliadas as
informagdes contidas na Plataforma Brasil e as mesmas se encontram dentro das normas vigentes e sem
riscos iminentes aos participantes envolvidos na pesquisa.

Recomendacdes:

Acrescentar no TCLE:

Contato CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA - AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, n°77 - CePeM -
Centro de Pesquisa Clinica Multiusuario - 2° andar/sala 28, prédio anexo ao Hospital Universitario Pedro
Ernesto - VILA ISABEL - CEP 20551-030 - Telefone: 21 2868-8253 - E-mail.: cep@hupe.uerj.br -
Atendimento ao publico de segunda-feira a sexta-feira das 13:00-16:00h.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
O projeto pode ser realizado da forma como esta apresentado. Diante do exposto e a luz da Resolugdo CNS
n°466/2012, o projeto pode ser enquadrado na categoria — APROVADO.

Consideracées Finais a critério do CEP:
Em consonéncia com a resolugdo CNS 466/12 e a Norma Operacional CNS 001/13, o CEP recomenda ao O
projeto pode ser realizado da forma como esta apresentado. Pesquisador:
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Comunicar toda e qualquer alteragéo do projeto e no termo de consentimento livre e esclarecido, para

anéalise das mudangas, Informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o
desenvolvimento da pesquisa; O Comité de Etica solicita a V. S2., que encaminhe relatdrios parciais de
andamento a cada 06 (seis) Meses da pesquisa e ao término, encaminhe a esta comissdo um sumaro dos
resultados do projeto; Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local
seguro por 5 anos para possivel auditoria dos 6rgéos competentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 30/03/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1846660.pdf 08:14:54

Folha de Rosto Folha_de_rosto pdf

26/10/2021 |ROBERTO SIRIGNI | Aceito

Assentimento / 13:13:02 |MOREIRA

Justificativa de
Auséncia

10:36:09 | MOREIRA
Projeto Detalhado / |FAPERJ_Projeto.docx 25/10/2021 |ROBERTO SIRIGNI Aceito
Brochura 18:35:35 |MOREIRA
Investigador
TCLE f Termos de | TCLE_Termo_de_consentimento.odt 25/10/2021 JROBERTO SIRIGNI Aceito

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagioc da CONEP:
Néo

RI1O DE JANEIRO, 01 de Julho de 2022

Assinado por:
WILLE OIGMAN
{Coordenador(a))
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ANEXO B — Modelo do TCLE

Termo de consentimento livre ¢ esclarecido para individuos da pesquisa

Numero e iniciais do (a) Paciente: /

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO - Grupo de

voluntarios da pesquisa.

ESTUDO: VALIDACAO E IMPLANTAGCAO DE VALORES DE REFERENCIA DOS NOVOS
PARAMETROS PLAQUETARIOS NO LAUDO DO HEMOGRAMA EM UM HOSPITAL
PUBLICO NO RIO DE JANEIRO.

Investigador Principal: Dr. Robson de Souza Ledo

Sub-Investigadores: Renata Vieira Lima Pinto; Silvana Machareth Santiago

Endereco CEP: Hospital Universitario Pedro Ernesto — Boulevard 28 de setembro, 77 — Vila Isabel.
CEP 20.351-030 — Rio de Janeiro — Telefone: 28688248

INTRODUCAO E CONVITE PARA PARTICIPAR:

O Senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa “validagdo ¢ implantagio
de valores de referéncia dos novos parametros plaquetarios no laudo do hemograma do servigo de
laboratorio do hospital Universitario Pedro Emesto de responsabilidade do pesquisador Robson de
Souza Ledo.

Antes de concordar em participar desta pesquisa, é importante que o senhor (a) leia e entenda as
explicagdes abaixo:

— Este projeto tem por objetivo validar e implantar valores de referéncia dos novos parimetros
plaquetarios no laudo do hemograma.

— Os resultados do hemograma ¢ os exames bioquimicos dos participantes da pesquisa serdo
utilizados para a criagdo deste valor de referéncia.

— A participagdo neste estudo € voluntdria e se vocé decidir ndo participar ou quiser desistir de

continuar em qualquer momento da pesquisa tera o seu direito respeitado.

OBJETIVO DO ESTUDO:

VALIDAR E IMPLANTAR OS VALORES DE REFERENCIA DOS NOVOS PARAMETROS
PLAQUETARIOS NO LAUDO DO HEMOGRAMA DO SERVICO DE LABORATORIO
VINCULADO AO HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO.
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CONSULTAS E EXAMES DO ESTUDO:

A — Depois que o Senhor (a) concordar em participar e assinar este termo de consentimento livre e
esclarecido sera feita coleta de sangue (cerca de 5 ml) em tubo de EDTA e tubo de soro, para a
realizagdo do hemograma a fim de validar e implantar o parametro de interesse deste estudo e o tubo

de soro para exames bioquimicos.

B — Os exames de sangue serdo coletados no laboratério Cépsula da Policlinica Piquet Carneiro ¢ as

andlises serdo no servigo de laboratorio do Hospital Pedro Ernesto no setor de hematolo gia.

SUAS RESPONSABILIDADES
O (A) Sr (a) devera informar ao profissional do estudo se tem alguma doenga ou se faz uso regular

de alguma medicagio.

RISCOS RELACIONADOS AO ESTUDO
A coleta de sangue pode causar uma mancha roxa e dolorosa no local da pung¢io que melhora com o

passar de poucos dias.

BENEFICIOS
Nao ha beneficios diretos relacionados com a sua participagdo, mas nos ajudara validar e implantar

valores de referéncia dos novos parametros plaquetarios.

RESSARCIMENTO DE DESPESAS
N#o haverd nenhum tipo de compensagio financeira para os participantes da pesquisa. Por outro lado,
a coleta de sangue serd realizada na Policlinica Piquet Carneiro sem nenhum custo ¢ no horério de

sua conveniéncia.

CONFIDENCIALIDADE

O pesquisador do estudo coletard informagdes a seu respeito. Em todos esses registros um codigo
substituira seu nome. Todos os dados coletados serfio mantidos de forma confidencial e serdo usados
para a avaliagfio do estudo. Os dados podem ser submetidos as autoridades de saide, do Comité de
Ftica em Pesquisa ou outras pessoas exigidas por lei podem revisar os dados fornecidos. Estes dados
também podem ser usados em publicagdes médicas sobre os resultados do estudo. Porém, sua

identidade nfo sera revelada em qualquer relatorio do estudo ou publicagdes médicas.
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PARTICIPACAO VOLUNTARIA/RETIRADA
Sua participagdo neste estudo ¢ completamente voluntaria. Cabe ao(a)Sr(a) decidir se quer participar
ou nio. Mesmo se decidir participar, o(a)Sr(a) E livre para desistir do estudo a qualquer momento

sem dar um motivo ou explicagio. Isto nfo afetard seu cuidado médico futuro de qualquer forma.
ANUENCIA PARA FAZER PARTE DO ESTUDO

Assinando este documento vocg concorda que:

O Vocé teve chance para fazer perguntas.

0 Vocé ¢ voluntario (a) para participar deste estudo.

EU CONCORDO LIVREMENTE EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO

Assinatura do Paciente Data:

Nome por escrito do Paciente:

Assinatura de Pessoa que Explicou o Consentimento:

Data:

Nome ¢ titulo da Pessoa que Explicou o Consentimento:

45



	Caroline Maciel - Versão Final - TCC
	Caroline Maciel - Versão Final - TCC

	Caroline Maciel - Versão Final - TCC - C
	Caroline Maciel - Versão Final - TCC
	Caroline Maciel - Folha de aprovação TCC - assinada
	Caroline Maciel - Versão Final - TCC


