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Resumen

El  dcido  dietilenediaminotetraacético es  un
anticoagulante utilizado ampliamente en ciencias de la
salud en el procesamiento de muestras médicas. Dado
que en presencia de ciertas condiciones inmunitarias, este
agente puede inducir un conteo plaquetario falsamente
bajo (pseudotrombocitopenia), debe considerarse dentro
del diagndstico diferencial de trombocitopenia. Se
presenta el caso en un paciente de 68 afios en quien se
reporta trombocitopenia severa, sin datos clinicos de
sangrado, en el cual se logré demostrar posteriormente
una pseudotrombocitopenia asociada a EDTA. La presencia
de una falsa trombocitopenia se demostré mediante la
aplicacién de amikacina a la muestra sanguinea.

Descriptores: trombocitopenia, EDTA

Abstract

Ethylenediaminetetraacetic acid is an anticoagulant widely
used in health sciences in the processing of medical
samples. Given that, in the presence of certain immune
conditions, this agent can induce a false low platelet count
(pseudothrombocytopenia), it must be considered as part
of the differential diagnosis for thrombocytopenia. The
case presented is about a 68 year old patient with severe
thrombocytopenia with no clinical evidence of bleeding,
which was later demonstrated as pseudothrombocytopenia
induced by EDTA. The presence of a false thrombocytopenia
was demonstrated adding amikacin to the blood sample.
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La trombocitopenia es un hallazgo comun en el paciente
criticamente enfermo. Esto obliga a la realizacién de estudios
de laboratorio para esclarecer su causa. Debe agregarse
que la presencia de un conteo plaquetario bajo implica
un manejo mds complejo del paciente, en principio por el
riesgo aumentado de sangrado. Ademds de las causas reales
de trombocitopenia, existen condiciones o artefactos de
laboratorio que pueden causar conteos plaquetarios falsamente
bajos e inducir a estudios innecesarios. Uno de estos causantes
de pseudotrombocitopenia es el anticoagulante d4cido
dietilenediaminotetraacético (EDTA) utilizado para el manejo
de las muestras sanguineas.

La pseudotrombocitopenia  dependiente de  dcido
dietilenediaminotetraacético (PT-EDTA) es un fenémeno
reconocido, que ocurre con cierta frecuencia y debe
diferenciarse de trombocitopenia real, para evitar estudios
adicionales o incluso someter al paciente a transfusiones
plaquetarias innecesarias. Se reporta caso de esta entidad en un
paciente que ingresa a la Unidad de Cuidado Neurocritico, con
el diagndstico de polineuropatfa desmielinizante inflamatoria
crénica para terapia de aféresis.

Caso clinico

Paciente de 68 afios, con el antecedente personal
patolégico de enfermedad crénica desmielinizante inflamatoria
de reciente diagnéstico, quien debutdé aproximadamente
hace cuatro semanas con debilidad ascendente y trastornos
sensitivos. Fue tratado en esa ocasién con gammaglobulina
intravenosa y recuperé su capacidad funcional. Reingresa por
exacerbacién de cuadro, probablemente desencadenada por
diarrea aguda.
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Figura 1. Frotis sanguineo de muestra con EDTA, citrato y amikacina. Ndtese la presencia de grumos plaquetarios en la muestra con EDTA (A), los cuales se
reducen en la muestra anticoagulada con citrato (B) y desaparecen en la muestra con amikacina (C).

Al ingreso a Unidad de Neurocriticos se encuentra
hemodindmicamente estable, con capacidad vital en 50 cc/kg
de peso, y muestra dificultad. Ademds, asocia disminucién de la
sensibilidad distal y fuerza en extremidades, con incapacidad para
vencer la gravedad y movimientos de desplazamiento horizontal
conservados. Desde su ingreso se reporta trombocitopénico con
conteo en plaquetario de 56000 / mm?3, y una leyenda en el
hemograma que describe “plaquetas en grumos”. En el segundo
dfa de ingreso se intenté canalizar via central yugular interna, y
se realiz6 canalizacién errénea de carétida derecha, llamando la
atencién que a pesar de que se documentaban 5000 plaquetas
en el hemograma general, no desarrolld hematoma expansivo
0 hemorragia asociada al procedimiento. Se logra colocar via
central yugular interna izquierda, con catéter para aféresis. Por lo
anterior, se sospecha pseudotrombocitopenia y se decide probar
con otros anticoagulantes y amikacina en la muestra, la cual
ha demostrado revertir la pseudotrombocitopenia inducida por
anticoagulante. Se realiza determinacién plaquetaria con tubo
de EDTA, citrato y amikacina. Se nota marcada agregacién de
plaquetas en la muestra con EDTA y la dispersién de las plaquetas
aumenta al cambiar a citrato, desapareciendo los grumos con el
uso del aminoglucésido (Figura 1). Con la misma muestra se
logra evidenciar variaciones al frotis y en el conteo plaquetario
(de 11000 /mm? con EDTA a 91000 / mm3 con amikacina)
(Figura 2).

Se inicia terapia de plasmaféresis con albimina. El paciente
desarrolla una infeccién pulmonar nosocomial, con insuficiencia
respiratoria aguda, que requirié intubacién y manejo con
vasopresores a altas dosis. Evoluciona hacia shock séptico
refractario y finalmente fallece.

Discusion

El caso presentado ilustra como la incongruencia entre
hallazgos clinicos y de laboratorio (ausencia de sangrado
a pesar de puncién arterial en presencia de una Supuesta
trombocitopenia), hace sospechar un artefacto de laboratorio
inducido por el anticoagulante en la muestra. La PT-EDTA fue
descrita inicialmente en 1969 por Gowland.! En 1970, Watkins
y Shulman describen un factor aglutinante en presencia de
este anticoagulante a bajas temperaturas.? El uso generalizado
de este anticoagulante para manejo de las muestras obedece
que tiene la ventaja de que no distorsiona la morfologfa de
las células.® El fenémeno de pseudotrombocitopenia inducido
por esta sustancia es un artefacto que resulta de la presencia
de anticuerpos aglutinantes de plaquetas.* La produccién de
grumos de plaquetas causa que los sistemas automdticos de
conteo celular brinden un nivel falsamente bajo de plaquetas.
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Figura 2. Histogramas de sangre periférica. Notese los cambios en el conteo de plaquetas con cada anticoagulante y agregando el aminoglucdsido: EDTA (A), citrato
(B) y amikacina (C).
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Figura 3. Patogénesis de la trombocitopenia inducida por EDTA. Se nota
la interaccion del anticuerpo con el heterodimero y la expresion de las
proteinas GMP 140, Gp55 y trombospondina, con la subsecuente agregacion y
formacion de grumos. Adaptado de Lippi et al.™

Ademds, estos grumos son malinterpretados por el aparato
como “linfocitos”. Aunque se describe sobre todo en relacién
con EDTA, puede ocurrir también en sangre con heparina o
citrato.’

Su prevalencia estimada es del 0,1 al 2% en pacientes
hospitalizados y del 15-17% en pacientes externos.® Los
anticuerpos descritos son principalmente tipo Ig G, aunque
puede haber mezclas de Ig-IgA, IgM, e incluso IgA que precipita
a bajas temperaturas.”!3

Aunque se considera un fenémeno in vitro sin relevancia
clinica,” Ohashi-Fukuda et al, reportan que la presencia del
fendmeno podrfa asociarse a mayor mortalidad y a malignidad.'

Se presume que la glicoproteina de membrana IIB es el sitio
de acople proteico para el anticuerpo dependiente de EDTA
en la membrana de plaqueta. La glicoprotefna IIb existe junto
a la glicoproteina Illa, como un heterodimero dependiente
de calcio. Se teoriza que el dimero se disocia cuando la
concentracién de calcio, desciende y se reasocia cuando la
disponibilidad del ion aumenta (Figura 3). El epitépo del
anticuerpo antiplaqueta causante de la pseudotrombocitopenia
por EDTA, es un criptoantigeno que solo se revela cuando se
disocia la glicoproteina IIb.!”

Es por este mecanismo que se supone que el EDTA, al bajar
la concentracién de calcio, permite la exposicién del sitio de
unién del anticuerpo y la consecuente formacién de grumos
de las plaquetas. De hecho, Hyojin et al, lograron disociar
las plaquetas tras la introduccién de cloruro de calcio en las
muestras in vitro."”

Investigaciones recientes han esclarecido atin mds el tipo
de reaccién. Lippi et al describen que los autoanticuerpos
reaccionan éptimamente entre los O y 4 grados centigrados,
y posterior a la unién con la glicoproteina, se estimula la
expresion o activacién de antigenos como: CD62P, conocido
como la proteina de granulacién de membrana 140 o GMP140,
CD63 conocida como glicoprotefna lisosomal tipo Il o Gp55,

Cuadro 1. Criterios mayores para el establecimiento
de diagnéstico de pseudotrombocitopenia inducida
por EDTA

1. Conteo plaquetario tipicamente menor a 100 000

2. Solo utilizacion de tubos de EDTA a temperatura
ambiente

3. Tiempo de llegada de los especimenes a laboratorios

4. Presencia de grumos y agregados plaquetarios en tubos
con muestras de EDTA

5. No correspondencia de signos y sintomas relacionados
con el conteo de plaquetas bajas

Tomado de referencial8

y trombospondina. Al final, esto dispara la tirosin-kinasa, que
aglutina y agrupa las plaquetas, disminuyendo su conteo.'®

Aunque la presencia de una enfermedad autoinmunitaria en
el paciente podrifa relacionarse con anticuerpos involucrados en
este fendmeno de aglutinacién plaquetaria, no fue posible su
demostracién especifica.

En cuanto a cémo realizar el diagndstico de esta condicién,
la sospecha clinica debe ser la primera pista en aquellas
condiciones donde el conteo plaquetario y la clinica no
corresponden. Aumenta la sospecha si el reporte incluye grumos
de plaquetas, tal como ocurrié en el presente caso. También se
deben tener en cuenta las condiciones que rodean la toma de
muestra, 1o cual se incluye en los criterios mayores, para su
diagnéstico'® (Cuadro 1).

Se han reconocido varias acciones para evitar este artefacto,
incluyendo calentar la muestra a 37 C°, neutralizar con citrato
de sodio, uso de heparina o litio, oxalato de amonio, teofilina,
citrato trisédico y agregar aminoglucésidos.'® Como se demostrd
en este caso, se logré desagregar los grumos de plaquetas
mediante la adicién de amikacina. El mecanismo involucrado
en este efecto es desconocido.'”

El diagndstico diferencial de la pseudotrombocitopenia incluye
causas como defectos en el proceso de recoleccion, exposicién
a drogas (valproato, olanzapina, abciximab) y el sindrome de la
plaqueta gigante. La principal recomendaciéon para evitar este
fenémeno es analizar la muestra de manera casi inmediata, o
utilizar otros anticoagulantes. Se ha intentado también revertirlo
mediante el uso de sustancias como teofilina.’> Dado que los
aminoglucésidos revierten esta aglutinacién plaquetaria, deben
considerarse una herramienta para distinguir una trombocitopenia
real de una pseudotrombocitopenia por este mecanismo.'®

En conclusién, la PT-EDTA debe reconocerse como
un artefacto y no requiere otros estudios diagndsticos ni
transfusiones innecesarias. Su reconocimiento puede asistirse
mediante un método simple, como la agregacién de amikacina a
la muestra, para revertir la aglutinacién plaquetaria. El presente
caso muestra la importancia de sospechar clinicamente la
presencia de este artefacto y descartar una trombocitopenia real.
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