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Resumo

Palavras-
Chave

Introducdo: As patologias hereditarias da plaqueta sdo um grupo diagnéstico heterogéneo,
de dificil caracterizacéo cuja avaliacdo passa pela realizacdo de uma histéria clinica criteriosa,
testes globais e testes especificos como a agregacado plaquetar e citometria de fluxo, entre
outros.

Objectivo: Avaliar retrospectivamente, num grupo de doentes com suspeita de disfuncéo
plaquetar, os resultados obtidos nos estudos de agregacéo plaquetar (LTA) e citometria de
fluxo (CF) e analisar a sua mais-valia para o diagnostico de patologias da plaqueta.

Material e Métodos: Estudaram-se 68 propdsitos (46 adultos; 22 criangas) e 12 familiares,
pertencentes a 8 familias, referenciados por histéria hemorragica, trombocitopenia ou estudos
familiares. Avaliacdo da clinica hemorragica efectuada através do score ISTH-BAT. Testes
globais: hemograma, esfregaco de sangue periférico, PFA; Testes especificos: LTA e CF.
Resultados: O “score” hemorragico da populagéo estudada foi em média de 2,24 (0-8), sendo
gue 61% apresentavam score hemorragico baixo ( 23). Dos doentes estudados 14 tinham
macrotrombocitopenia (VPM> 9,7 fL), 10 tinham PFA prolongado, 7 doentes apresentavam
LTA alterada, 5 apresentavam alterac6es na CF, maioritariamente de activagdo. Neste grupo
a CF permitiu identificar 2 individuos com alteragcdo na activacéo plaquetar e PFA normal. No
grupo com contagem normal de plaquetas, 54% tinham PFA prolongado. A LTA estava
alterada em 22 individuos e 63% apresentavam resposta diminuida a 2 ou mais agonistas. Por
CF, foi possivel identificar alteracbes em 20,6% dos estudos, sendo que a maioria destes
tinha PFA prolongado a semelhanca do observado por agregacdo plaquetar. O grau de
concordancia entre as duas técnicas, foi maior no grupo com trombocitopenia (k Cohen 0.595
vs 0.215)

Foi possivel classificar os propésitos em grandes grupos de diagnéstico. No grupo com
trombocitopenia estas técnicas identificaram 5 individuos com provavel SPD/Defeito de
sinalizacao e 2 com provavel défice de receptores a-adrenérgicos. No grupo com contagem de
plaquetas normais, 9 foram classificados como provavel SPD/Defeito de sinalizagcao, 2 com
provavel défice de receptores a-adrenérgicos, 1 com provavel Trombastenia de Glanzmann
variante e 1 com provavel SBS monoalélico.

Discusséo/Concluséo: A utilizagdo das 2 técnicas permitiu aumentar a capacidade de obter
uma suspeita diagnéstica, tendo sido classificados 52% dos individuos estudados em grandes
grupos de diagnéstico. De futuro, a correlagdo de estudos funcionais juntamente com
conhecimento das alteracbes moleculares subjacentes as patologias da plaqueta permitira

uma melhor caracterizacéo destas doencas de dificil diagnéstico.

Patologia hereditaria da plaqueta; testes funcao plaquetar; LTA, CF



Abstract

Introduction: Inherited platelet disorders are a heterogeneous diagnostic group, which is
difficult to characterize and is evaluated by a careful clinical history, global tests and specific
tests such as platelet aggregation and flow cytometry, among others.

Purpose: To evaluate, in a group of patients with suspected platelet dysfunction, the results
obtained in the platelet aggregation (LTA) and flow cytometry (CF) studies and to analyze
their added value for the diagnosis of platelet pathologies.

Material and Methods: We studied 68 purposes (46 adults, 22 children) and 12 family
members, belonging to 8 families, referred by hemorrhagic history, thrombocytopenia or
family studies. Evaluation of the hemorrhagic clinic performed through the ISTH-BAT score.
Global tests: CBC counts, peripheral blood smear, Platelet Function Analyzer (PFA);
Specific tests: LTA and CF.

Results: The average hemorrhagic score of the studied population was 2.24 (0-8), and
61% had a low hemorrhagic score (23). Fourteen of the patients studied had
macrothrombocytopenia (MPV> 9.7 fL), 10 had prolonged PFA, 7 patients had abnormal
LTA, 5 presented abnormal CF, mostly in activation. In this group CF allowed to identify 2
individuals with alteration in platelet activation and normal PFA. In the group with normal
platelet count, 54% had prolonged PFA. The LTA was abnormal in 22 individuals and 63%
had a diminished response to 2 or more agonists. By CF, it was possible to identify
abnormalities in 21% of the studies, most of which had prolonged PFA similar to that
observed by platelet aggregation. The degree of agreement between the two techniques
was higher in the group with thrombocytopenia (k Cohen 0.595 vs 0.215)

It was possible to classify the purposes into large diagnostic groups. In the group with
thrombocytopenia, these techniques identified 5 individuals with probable Storage Pool
Disease(SPD) / Signaling Defect and 2 with a probable a-adrenergic receptor deficiency. In
the group with normal platelet counts, 9 were classified as probable SPD / Signaling defect,
2 with probable a-adrenergic receptor deficiency, 1 with probable Glanzmann variant
thrombasthenia, and 1 with probable monoallelic Bernard Soulier Syndrome (SBS).
Discussion / Conclusion: The use of the two techniques allowed to increase the capacity
to obtain a diagnostic suspicion, with the classification of 52% of the studied individuals in
large diagnostic groups. In the future, the correlation of functional studies together with
knowledge of the molecular defects underlying platelet disorders will allow a better

characterization of these difficult diagnosis diseases.

Keywords Inherited Platelet disorders; platelet function tests; LTA, CF
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INTRODUCAO

INTRODUCAO

Plaquetas - origem e estrutura

As plaquetas sao fragmentos citoplasmaticos anucleados de megacariocito que se originam na
medula 6ssea e sdo lancadas na corrente sanguinea onde se mantém em circulacao durante
7-10 dias, em concentracdes que variam entre 150-400x10%L. Em repouso apresentam forma
discoide, com diametro 2-4 um e volume plaguetar médio de aproximadamente 7 + 4.8 fL (1). A
sua principal funcéo esté relacionada com a hemostase, mas também estdo envolvidas numa
variedade de respostas fisiopatoldgicas, incluindo respostas imunes, inflamacé&o, angiogénese,

regeneracao de tecidos e metastizacao tumoral (2).

Producéo e distribuicdo das plaguetas

As plaquetas séo produzidas na medula 6ssea, por células precursoras, 0s megacariocitos que
se tornam polipléides por endomitose. A trombopoietina € o principal regulador do processo de
maturacdo do megacariécito, e tem como receptor o c-MPL expresso na superficie das
plaguetas e megacariocitos, que sinaliza através de factores de transcricdo e de Cinases da
familia de JAK-STAT. O modelo actual defende que a producdo das plaguetas resulta da
extensdo, pelos megacariécitos diferenciados, de prolongamentos citoplasmaticos nos vasos
sinusoides, denominados proplaquetas, que sdo libertados directamente para a corrente
sanguinea (3). Durante este processo, as plaquetas herdam uma série de elementos
estruturais distintos. Anomalias neste processo podem resultar na diminuicdo do nimero de

plaguetas (trombocitopenia) e levar a aumento do risco de hemorragia(4)

Plagueta — estrutura complexa

A plaqueta é constituida por uma membrana plasmatica onde se encontram ancorados varios
receptores (Tabela 1), que comunica para 0 seu interior através de invaginagbes que
constituem o Sistema Canicular Aberto (SCA). Préximo e paralelo ao SCA encontra-se o
Sistema Tubular Denso (STD), onde esta armazenado Ca2+ e enzimas implicadas na
activacdo plaquetar. A plagueta possui um citoesqueleto constituido por microfilamentos de
actina e um anel de microtibulos que mantem a forma discéide. Na matriz citoplasmatica
encontram-se um conjunto de organelos: granulos alfa, grénulos densos, lisossomas e
mitocdndrias (Fig. 1) (5). Armazenados no interior dos granulos encontram-se proteinas

adesivas e factores da coagulacdo (Tabela 2)(6)

Dalila Ferreira Marques Patricio 2017 1



INTRODUCAO

Tabela 1. Receptores Glicoproteicos da Membrana da Plaqueta. Estes receptores
participam na adesdo e na iniciacdo da agregacdo através da unido a ligandos especificos
Adaptado de (5) Fristhma GA. Clin Lab Sci 2015

Nomenclatura Ligando Cluster Principais caracteristicas
_ . - CD29, Avidez dependente da ligacdo do
GP la-lla (Integrina a2p1) Colagénio CD49b colagénio a GPVI
Integrina cvf31 Vitronectina
. . CD29,
Integrina a531 Laminina CD49e
Integrina a6f31 Fibronectina CD29,
CD49f
GP VI Colagénio Principal receptor do colagénio,
inicia a activagéo, libertacéo dos
agonistas que aumentam a avidez
das integrinas a231 e allbp3
GP Ib-IX-V FVW e trombina CD42a, GP Ib-IX-V € um complexo 2:2:2:1
ligam GP Ib g, CDA42b, de GP Iba, GP IbB, GPIX e GPV.
trombina cliva “site” CDA42c, 25 000 copias na superficie da
GPV Cbh42d plagueta em repouso, 5-10% na

membrana dos grénulos e a
algumas na membrana do SCA.
Ap0s activacédo 50% das GP
Iba/GP IbB sdo removidas da
membrana

GP lIb-llla (Integrina allbf3)  Fibrinogénio e FVW  CD41, CD61  GP llb-llla encontra-se distribuida
na superficie da membrana, no
SCCS e na membrana dos
granulos a.

Abreviaturas (Siglas em inglés): GP Glicoproteina, CD Cluster diferenciation, SCA Sistema Canicular
Aberto; SCCS-surface-connected canalicular system

Dense tubular system
Mitochondrion (platelet Ca2* store)

Lysosomal Open canalicular
granules system (OCS)

Microtubules
filaments

o-Granules
Glycogen stores Dense granules

Figura 1. Plaqueta - Estrutura e organelos . A figura representa os elementos chave da estrutura da
plaqueta, que incluem o sistema canicular aberto (OCS), o sistema tubular denso (DTS), microtUbulos de
actina e microfilamentos, mitocondria, reservas de glicogénio, granulos densos, lisossomas e granulos
alfa. Abreviaturas (Siglas em inglés): OCS — Open canicular System; DTS — Dense Tubular System,
Adaptado de (7) Posgraduate Haematology (5th Edition). Oxford: Blackwell, 2005

Dalila Ferreira Marques Patricio 2017 2



INTRODUCAO

Tabela 2. Constituintes dos granulos plaquetares

Proteinas adesivas Fatores de Fatores de coagulacdo
crescimento e inibidores

Granulos alfa Fibrinogenio PF4 FV
Fibronectina PDGF FXI
FvwW TGFB HMWK
Trombospondina PAI-1
Vitronectina 0z antiplasmina

P-selectina(CD62P)

Granulos densos Constituintes néo proteicos
ADP
ATP
Ca2+
Serotonina
Magnésio
Pirofosfato

Lisossomas Acidos

Hidrolases

CatepsinaDe E

LAMP-1

LAMP2

CD63
Abreviaturas (Siglas em inglés). ADP -adenosina difostado, ATP - Adenosina
Trifosfato, PF4 - Factor Plaquetar 4, PDGF — Fator Plaquetar Derivado das Plaguetas
TGF — Fator de Crescimento Transformador 3, HMWK — Quininogénio de Alto Peso
Molecular, PAI-1 — Inibidor do Plasminogénio Tipo 1, FvW- Fator von Willebrand,

LAMP — Proteina Lisossomal Associada a Membrana 1, LAMP -2 —Proteina
Lisossomal Associada a Membrana 2, CD63- granulofisina Adaptado de (6)

Plaguetas e Hemostase - fases de formagéo do coagulo

Em condi¢Bes normais as plaquetas circulam sem interagir entre si ou com outras células. A
interrupgdo da continuidade do revestimento do endotélio vascular expde constituintes da
matriz subendotelial que alteram este estado da plaqueta levando-a a interagir com a parede
vascular. Nesta interacdo, a plaqueta liga-se as proteinas adesivas do subendotelio estende-se
sobre a superficie da lesdo, activa-se e agrega, segregando os conteddos granulares e
expondo a superficie procoagulante, que actua como base catalitica, onde ocorrem as

reacgOes da coagulacao e a consolidacao do tampédo hemostatico no local da leséo(8)

Fases de formacédo do coagulo

A formacédo do trombo plaguetar compreende uma sequéncia de respostas que se iniciam com
a adesao das plaquetas as estruturas subendoteliais expostas, como o colagénio e o fator de
von Willebrand (FvW) que levam a sua activagdo que por sua vez induz a libertacdo dos
conteudos dos granulos e a sintese de compostos do metabolismo dos eicosanoides, que irdo
recrutar novas plaquetas para o trombo em formacgdo. A agregacdo das plaquetas provoca,
entre outros efeitos, o crescimento do trombo e a sua posterior consolidacdo, mediada pelo

aparecimento de actividade procoagulante na superficie da plaqueta. (Fig 2).
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Figura 2. A formacdo do trombo em situacbes de fluxo com taxas médias/elevadas de
cisalhamento. As plaguetas sdo inicialmente capturadas pelo FvW imobilizado no colagénio do
subendotelio. As plaquetas s&o activadas, pelo colagénio, atraves da GVI levando ao aumento da
afinidade das integrinas aipBs (GP llb-llla) e a2B1 (GPla-lla) pelo Fibrinogenio/FvW e colagénio
respectivamente. Este evento medeia a adesao estavel e através de nova activacao de GVI e também da
libertacdo de ADP e TXA2, potencia o processo de activagdo. A formagdo da superficie pré6 coagulante
também suporta a formacéo de trombina. O FVYW e o fibrinogénio, em combinacdo com o ADP, TXA2 e
trombina medeiam a formacdo do trombo (agregagdo) e estabilizacdo (retraccdo do coagulo). O
espalhamento das plaquetas também permite a estabilizacdo do trombo no subendotélio.
Adaptado (7) Posgraduate Haematology (5th Edition). Oxford: Blackwell, 2005)

Adesao

Quando ocorre lesdo vascular, as plaguetas ligam-se a proteinas adesivas expostas no
subendotélio (colagénio de varios tipos, fator de von Willebrand, laminina, fibronectina e
trombospondina s&do os principais constituintes) através de receptores especificos (tabela 1). A
fixacdo inicial das plaguetas ao subendotélio vascular € um passo critico essencial para
hemostase, ocorre em condi¢des de fluxo sanguineo de elevada tenséo de cisalhamento “high
shear stress” e esta condicionada por factores reoldégicos como ocorre na circulagdo arterial.
Nestas condicdes a exposi¢do do subendotélio vascular induz a ligagdo imediata da GP Ib-IX
ao FVW que recobre as fibras de colagénio da leséo. A ligagdo € estabilizada por 2 receptores
de colagénio: GP VI e integrina a2B1 (GPla-lla). A acgédo sinérgica da GP VI e GP Ib-IX activam
0 GP lIb-llla que liga fibrinogénio e fibronectina no local da leséo.

Estas interacdes permitem que a velocidade de circulacao das plaquetas diminua o suficiente
para que tenham lugar outras interaccfes de unido a outros pares receptor-ligando, que produz
uma adesdo estatica. Em particular, a interaccao colagénio e GPVI induz uma alteracao
conformacional, com activacao das integrinas GPllb-llla e GP la/lla. O FYW e o colagénio
estabelecem ligacdes fortes com GPllb-llla e GP la/lla respectivamente ancorando as
plaguetas no local da lesdo. O recrutamento de outras plaquetas ocorre através de uma
interacgdo plagueta-plaqueta que é mediada pelo Fibrinogénio e pelo seu recetor GP llb-llla
(Fig 2).

A adeséo e ligacdo das plaquetas ao colagénio e atrombina gerada no local da lesao vascular

iniciam a activacao(7)(8) (9).
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Activagao

Durante o processo de activagéo, as plaquetas expressam as proteinas da membrana interna e
libertam proteinas adesivas, factores da coagulacdo e factores de crescimento. Algumas
destas proteinas facilitam a comunicacdo das plaquetas com os leucécitos e células
endoteliais. Assim, as plaquetas desempenham um papel importante na resposta inflamatéria
e proliferativa e tém um papel essencial na remodelacdo tecidular e no processo de
cicatrizacdo. As plaquetas activadas libertam para o meio extracelular compostos sollveis
(ADP, serotonina, tromboxano A2, epinefrina, etc.) que vao actuar como agonistas de outras
plaguetas induzindo o recrutamento de mais plaguetas. A resposta plaquetar aos agonistas
depende de mecanismos de sinaliza¢cdo desencadeados por estimulo, activador ou inibidor, de
receptores da superficie membranar (8) (9).

Os principais tipos de receptores gue medeiam a activacdo plaquetar podem ser divididos em
2 grandes grupos: receptores ligados a Tirosina Cinase e receptores ligados a proteina G. Os

receptores de agonistas sollUveis pertencem ao 2° grupo:

Receptores de trombina

A trombina € um dos agonistas mais potentes e interage com as plaquetas “in vivo” onde
constitui um elo de ligacdo entre a activacdo plaquetar e a cascata da coagulacdo. A
concentracdo necessaria para activar as plaquetas € muito menor do que a necessaria a
activacdo dos mecanismos da coagulagdo. Nas plaquetas humanas a trombina tem como
receptores 0 PAR 1 e PAR 4, pertencentes & familia dos receptores PAR (Protease Activated
Receptor) e sdo constituidos por sete dominios transmembranares ligados a proteinas G. O
PAR1 é o mais importante por apresentar maior expressdo, na superficie da membrana o
namero de copias € de 2000 e na membrana intracelular que estda em conexdo com a

superficie existe mais 40% que séo externalizadas aquando da activagao(9)(10).

Receptores de ADP

Os nucledtidos de adenina desempenham um papel crucial na heméstase e na trombose.
Considerado um agonista fraco, o ADP é um cofator necessario e amplificador da resposta
plaguetar induzida por baixas concentra¢des de outros agonistas (TXA2, trombina, colagénio) e
possui receptores na superficie do tipo purinérgico, P2Y12 e P2Y1. O ATP tem como receptor
P2x1. Estruturalmente apresentam sete dominios membranares unidos a proteina G (Fig 4). O
P2x1 actua como canal de iBes responsavel pela entrada rapida de calcio no citosol. O receptor
P2Y1 esta associado a Gqa, através da qual sinaliza a activagcao da fosfolipase C (PLC) e a
libertagdo de célcio a partir dos depdésitos intracelulares. Quando estimulado por ADP, o
receptor P2Y12, associado a Gi2, medeia a inibicdo de Adenilciclase (AC) que faz baixar os
niveis de AMPc. Estdo descritos défices congénitos deste receptor associados a tendéncia

hemorragica. A agregacdo completa s6 ocorre com estimulacdo conjunta dos dois tipos de
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receptores. Foram desenvolvidos farmacos inibidores do receptor P2Y12, para tratamento

antitrombético, sendo os mais utilizados a ticlopidina e clopidogrel (9)(10)

Receptores de Tromboxano A2

O tromboxano A2 (TXA2) é um autacoide com propriedades proagregantes e vasoconstritoras.
O seu receptor esta distribuido em vérios tipos celulares, pertence ao grupo dos receptores
com sete dominios membranares unidos a proteina G, possui duas isoformas (a e ), sendo a
a de maior expressao, a sinalizacao faz-se por ligacdo a proteinas Gq e G 12/13. A sinalizagéo
através da Gqg associa-se a activacdo da PLC e geracdo de trifosfato inositol (IP3) e
Diacetilglicerol (DAG) que aumentam o calcio no citosol e activam a Proteina Cinase C (PKC).
A sinalizacéo por G 12/13, permite a activacéo da Cinase ROS e subsequente fosforilacdo da
cadeia ligeira de miosina que pode conduzir a reorganiza¢do do citoesqueleto e sinalizagao
(inside-out) do receptor GPlIb-llla. E possivel bloquear a agregacéo sinalizada pelo receptor de
TXA2, mas ndo a mudanca de forma, através da utilizacdo de U46619 (andlogo do TXA2).
MutagcBes neste receptor estdo associadas a hemorragias leves e diminuicdo de resposta a

varios agonistas com excepgédo da trombina(9)(10)

Receptores a2 adrenérgicos

A epinefrina (EPI) € um agonista fraco, incapaz de induzir quer a alteracdo de forma por si
mesmo, quer activagao directa ou agregacao da GPllb-llla. A sinalizacdo pela epinefrina é feita
pelos receptores a2 adrenérgicos que se encontram associados a proteina Gz, a expressao

destes receptores varia em resposta a factores fisiol6gicos ou farmacolégicos.

Mecanismos de Transducao de Sinal

A maioria dos agonistas plaquetares fisiolégicos (colagénio, trombina, ADP, TXA2, etc) nao
consegue atravessar a membrana plasmatica, pelo que existem mecanismos e estratégias
para que o sinal extracelular unido ao respectivo receptor seja transmitido ao interior da célula
e produza uma resposta funcional. Um conjunto de sinais e mecanismos bioguimicos
complexos e criteriosamente coordenados conhecidos como mecanismos de sinaliza¢do ou
transducdo de sinal leva cabo este objectivo (Fig.3 e 4). Sdo varios os elementos que
contribuem para este processo: receptores unidos a proteinas G, receptores-integrinas e
receptores FCy —RIIA; moléculas efetoras intracelulares como a Fosfolipase C (PLC) e
Fosfolipase A2 (PLC A2) ou a Adenilciclase (AC) que produzem substancias que actuam como
mensageiros secundarios para a transmissdo do sinal subsequente. Sob accdo da PLC, o
fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP2) da lugar & formacéo de trifosfato inositol PIP3 e DAG. O
DAG activa os processos de fosforilagdo da PKC e o PIP3 favorece a libertacéo do calcio para
0 citoplasma a partir do Sistema tubular Denso (STD), desta forma séo postos em marcha os
mecanismos dependentes de célcio; activacdo da PLC2 que liberta acido araquidonico a partir

dos fosfolipidos e da lugar a sintese de TXA2 e eicosanoides. A actividade da AC e
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consequente producdo de AMPc é regulada pelas proteinas G. A funcéo das plaquetas pode
ser inibida pelo aumento de AMPc e bloqueio da mobilizacdo do célcio. Este é o mecanismo
de inibicdo plaquetar usado pela prostaciclina endotelial. Na transducdo de sinal as
fosforilacdes de proteinas intracelulares em aminoacidos especificos serina/treonina e/ou
tirosina e a existéncia de interconexdes entre as respectivas vias de fosforilagdo demonstra o
grau de complexidade deste mecanismo e permite um maior controlo dos distintos aspectos
regulados por fosforilagdo, como é o caso da activacdo do receptor GPIIb-llla, da agregagéo,
secrecao e sintese de eicosanoides(9)(10).

Sintese de eicosanoides

Os eicosanoides sado derivados de acidos gordos com 20 atomos de carbono, os mais
importantes fisiologicamente sdo os derivados do AA, que nas plaquetas dao lugar a sintese de
TXA2 e nas células endoteliais de prostaciclina, para além destes originam também pequenas
quantidades de prostaglandinas. A etapa inicial da sintese de eicosanoides na plaqueta é a
libertacdo de AA, pela Fosfolipase A2 citosolica (cPLA2), a partir dos fosfolipidos da
membrana. A actividade da cPLA2 é regulada por aumento do célcio no citosol e por
fosforilacdo de MAPCinases. O AA livre é rapidamente metabolizado a TXA2, principal
metabolito desta via, e a prostaglandinas, por ac¢do das enzimas: lipooxigenase plaquetaria
12-HETE, ciclooxigenase-1 (COX-1) e tromboxano sintetase(9)(10).

VWF Thrombin

GPIb/IX/IV

Fibrinogen
VWF

Outside-in
Signaling

Inside-out
) 2 Signaling
Ae ]
I v
a2a

Thrombin P2Y: P2Y1, > TxA:

Epinephrine

Figura 3. Principais interacc6es receptor-ligando que levam a transducédo de sinal para o interior
da plaqueta onde se incluem os mecanismos de transducao de sinal através da GPllb-llla . Na
plagueta em repouso este receptor apresenta uma conformacdo fechada, incapaz de unir-se ao
fibrinogénio. Apos ligagdo de um agonista ao seu receptor, produzem-se uma série de sinalizagbes
conhecidas como inside-outque induzem uma alteracdo conformacional da GP IIb-llla que |he permite
unir-se ao fibrinogénio e agregar com outras plaquetas. Na sequéncia da agregacdo, com origem na
integrina (aybPBs), ocorre outra transducéo de sinais designada outside-in que reforga a activagcdo e
reorganizacéo do citoesqueleto Adaptado de (11) Rivera J et al. 2009
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Sinalizacdo pela GPIIb-llla

A GPIIb-llla (a,pB3) € especifica da plaqueta e pertence a familia das integrinas. O nimero de
copias por plagueta é de 50.000-120.000, 80% na membrana e os restantes 20% em
invaginacdes ou nos granulos a. Liga-se a proteinas com sequéncia RGD (FvW, Fibrinogénio,
fibronectina e vitronectina). Estruturalmente € um heterodimero composto pelas GPllb (ayp)
GPllla (Bs) ligadas de forma covalente. A subunidade a;, € formada por uma subunidade
extracelular 125 kDa ligada a outra subunidade mais pequena (25 kDa) que inclui o dominio
transmembranar e pequeno dominio citoplasmatico. A subunidade (Bs) é formada por uma
Unica cadeia de 95 kDa e grande dominio extracitoplasmatico, uma sequéncia transmembranar
e uma cadeia citoplasmatica. Estas caracteristicas permitem que este receptor participe na
transmisséo bidireccional de sinais entre ambas as faces, interna e externa, da membrana.

Na plagueta em repouso este receptor apresenta uma forma inactiva, incapaz de unir-se as
proteinas adesivas sollveis. Durante a activacdo plaquetar sofre alteragdo conformacional, o
que lhe permite unir-se aos seus ligandos adesivos. Os mecanismos bioquimicos responsaveis
por esta alteragdo sdo designados por sinalizagdo inside-out do receptor, por outro lado a
ligagdo do fibrinogénio & conformacao activa do recetor leva a outro conjunto de mecanismos
bioguimicos em direc¢éo inversa denominada sinaliza¢do outside-in, que refor¢a a agregacgéo
(Fig 3). Embora ndo se conhegcam completamente 0s mecanismos que levam a alteracao
conformacional, estes parecem estar relacionados com a fosforilacdo mediada pela PKC, e
estudos in vitro indicam que a GPlIb-llla é substrato da fosforilagdo em tirosina(11).

A importancia deste receptor é evidenciada por patologia tanto hemorragica como trombética.
No primeiro caso os doentes com Trombastenia de Glazmann apresentam défice quantitarivo
ou qualitativo deste receptor e manifestam sintomatologia hemorragica. Relativamente a
patologia trombética foram desenvolvidos anticorpos inibidores deste receptor: abciximab,
tirofiban e eptifibatide, com efeito antitromboético nos doentes com sindrome corondrio

agudo(9).

Reorganizacéao do citoesqueleto

Outra das etapas iniciais da activacdo é a reorganizacdo do citoesqueleto que resulta da
polimerizagéo rdpida da actina e leva a ligacdo da GPllb-llla a proteinas estruturais e outras
moléculas de sinalizagdo no citoesqueleto reorganizado. A ancoragem do receptor ao

citoesqueleto regula as suas propriedades adesivas e estabiliza a ligacéo ao fibrinogénio(9).

Secrecédo

A libertacdo de uma variedade de substancias que estimulam ou inibem as plaquetas ou outras
células sanguineas e vasculares é outra importante fungéo das plaquetas e que pode modificar
o trombo de forma covalente e afectar as suas propriedades mecénicas, bem como a
regulaco da coagulacéo para além de contribuir para fendmenos de adesé&o celular e modular

do crescimento das células da parede vascular. A maior parte destas substancias, é segregada
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activa e selectivamente a partir das plaquetas e armazenada em granulos pré-formados ou
sintetizados de novo a partir de fosfolipidos da membrana.

A secrecao plaquetar é desencadeada por uma variedade de agonistas fortes, tais como a
trombina. A inducdo da secrecao por agonistas fracos (por exemplo, ADP) ocorre quando as
plaguetas séo colocadas em contacto directo, como ocorre durante a agregagdo. O mecanismo
secretor final é claramente dependente do tromboxano A2 (TXA2) gerado como consequéncia

da libertagdo de acido Araquidonico (9)(10).

Agregacéo plaquetar

A propagacdo e formacdo de agregados é mediada pela GP llb-llla e a sua ligacdo ao
fibrinogénio e outras proteinas adesivas como o FYW e a fibronectina, que suportam a
agregacao. A activacdo desta integrina esta relacionada com elevagédo do Ca2+, activagdo da
PKC, da Cinase fosfatidil inositol 3 e de Rap 1b (regulador bidireccional de receptores de
adesdo), mas o mecanismo pelo qual ocorre esta pouco esclarecido. Estudos recentes
demonstram a importancia da Talina (proteina de ligacdo ao citoesqueleto) para regulacdo da
afinidade deste receptor. De acordo com estudos experimentais, verificou-se ndo haver
formacado de trombo, em ratos modificados geneticamente para ndo expressarem GP lIb-llla. A
ocupancia deste receptor € essencial para a resposta na agregacdo medida no agregébmetro e

estas observacdes serviram de base ao desenvolvimento de antagonistas para a GP lib-llla

(9)((10).

Actividade procoagulante

A contribuicdo das plaquetas para a hemostase ndo depende exclusivamente das func¢fes
adesivas e coesivas mediadas por receptores de membrana. As plaquetas activadas oferecem
uma superficie de fosfolipidica essencial para a activagdo dos mecanismos da coagulagdo e
alteram a assimetria da membrana expondo Fosfatidilserina (PS), através de um mecanismo
mediado por uma enzima “flipase”, o0 que permite a ligacdo de factores da coagulacdo e
formacdo dos complexos tenase e protrombinase, essenciais para o0 processo da

coagulacao(8)(9).

Microparticulas

A perturbagdo do mecanismo que suporta a assimetria entre as duas camadas fosfolipidicas da
membrana celular origina a formacdo pequenas vesiculas da membrana plasmatica
designadas Microparticulas Derivadas de Plaquetas (PMP). Nos Ultimos anos tem sido
reconhecida a sua importancia em varias funcées bioldgicas, sendo que a melhor caracterizada
€ a sua participacdo na coagulacdo sanguinea, proporcionando uma fonte de factor de
tecidular (TF), bem como superficies carregadas negativamente onde pode ocorrer a formacgéo
de complexos de fatores da coagulacéo. A avaliagdo deste pardmetro tem sido utilizada para

tentar compreender a diferenca de fenétipo hemorragico nas PTI (7)(8)
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Retraccédo do coagulo

As plaquetas séo os elementos fulcrais da retracdo do coagulo, onde a GP llb-llla desempenha
um papel fundamental ao ligar os polimeros de fibrina da superficie aos filamentos de actina
citoplasmaticos e induzir um conjunto de sinais que permitem activar um complexo de
proteinas intracelulares, que ligam actina e por fim a miosina, que serve como motor do

processo de retraccdo. A retraccdo do coagulo estd comprometida nos individuos com TG(7)

A contribuicdo da plaqueta para os mecanismos da hemostase esté directamente relacionada
com a formacdo do tampao hemostético primario, a secrecdo de substancias necessarias ao
recrutamento de novas plaquetas, provisdo de uma superficie procoagulante onde ocorra a
coagulacgéo, a libertacdo de promotores da reparacdo endotelial e reparacdo da arquitectura
vascular. A interrupcdo de qualquer destes eventos e processos bioquimicos atras descritos

dao lugar a uma patologia/disfuncéo plaquetar que pode ser congénita ou adquirida(12).

Patologia plaquetar

A alteragdo do numero das plaquetas, da sua fungdo ou ambos dara lugar a patologias
plaguetares quantitativas e/ou qualitativas de origem congénita ou adquirida. A funcao
hemostatica das plaquetas pode estar comprometida por altera¢cdes adquiridas ou congénitas,
gue afectem a sua producgdo/destruicdo ou a expresséo/funcionalidade dos varios elementos

envolvidos na fisiologia e que podem levar a uma diatese hemorragica.

Patologia adquirida

A patologia adquirida da plaqueta esta essencialmente relacionada com alteragdes da funcéo
plaguetar e surge associada com medicacdes, determinados procedimentos (bypass
cardiopulmonar, oxigenagdo por membrana extracorporal), doenca hepdtica, doenca renal e
doenca hematologica. Existe referéncia na literatura a um ndmero crescente de farmacos
(>100), alimentos e suplementos que podem inibir a fungéo plaquetar (Tabelas 3 e 4)(13)(14).
Muitos farmacos alteram a funcdo plaquetar, alguns usados com intuito terapéutico e outros
tendo esta caracteristica como efeito secundario. Dos primeiros 0s mais usados sdo a aspirina
e os anti-inflamatdrios ndo esterdides (AINES) que actuam por inibicdo da COX-1, a aspirina
de forma irreversivel, os AINES de forma reversivel e incluem-se ambos no grupo de

farmacos associado a complicagdes hemorragicas(15).
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Tabela 3. Farmacos que interferem com a funcao plaquetar Adaptado de (14)

Farmacos

l. Risco hemorragico associado
Inibidores da Ciclooxigenase COX - 1
Aspirina, Ibuprofeno, naproxeno, indometacina, diclofenac, ketorolac, etc
Tienopiridinas
Clopidogrel, Prasurel
Inibidores do receptor GPIIb-llla
Abciximab, tirofiban e eptifibatide
Dipiridamol
Cilostazol
Antibidticos beta-lactamicos
Inibidor Selectivo de Recaptagao de Serotonina (iSRS ou SSRi)
Dextrano
Alcool
Il. Risco hemorragico ndo demonstrado
Bloqueadores de canal de célcio
Anestésicos gerais e locais
Betabloqueantes
Antidepressivos triciclicos
Nitratos

Abreviaturas (Siglas em inglés). COX-1 — Ciclooxigenase 1, SSRi — Inibidores Selectivos da Recaptagao
da Serotonina

Tabela 4 . Alimentos e plantas que interferem com a funcédo plaquetar. A lista apresentada
representa apenas parte dos muitos alimentos e plantas que podem interferir com a fungéo
plaguetar de Adaptado de (15) e (14)

Alimentos

Ginkgo biloba

Alho, Cebola,

Mirtilo

Gengibre, Cravo, Cominhos, Curcuma
Dong Quai

Matricéria

Ginseng asiatico, americano, siberiano
Ulmeira

Fenacho (Feno Grego)

Oleo de peixe

Alcool

Cafeina

Vitaminas C e E

Tamarindo

Salgueiro

Cogumelos chineses (Auricularia polytricha)
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Patologia hereditaria

A patologia hereditaria da plaqueta constitui um grupo heterogéneo de alteracées que podem
afetar a producdo, morfologia e funcdo das plaquetas e pode estar relacionada com a
diminuicdo do numero de plaquetas (trombocitopenia) e/ou alteraces funcionais, cujo grau de
gravidade determina as manifestac@es clinicas. Individuos com doencas hereditarias da fungéo
plaquetar apresentam sintomatologia hemorragica de caracteristicas cutidneo-mucosas ao
longo da vida, normalmente detectadas ap0s trauma ou procedimentos invasivos, sendo que
nas formas mais graves as manifestacées podem ocorrer na infancia. A etiologia deste grupo
de patologias é bastante heterogénea e pode ter como causa alteracdes nos receptores de
superficie da membrana, nas vias de sinalizagdo, na formacdo e secre¢do dos granulos,

reorganizacgao do citoesquelecto e expressédo da actividade procoagulante(16) (Tabela 5) .

Trombocitopenias

A trombocitopenia, diminuicdo no nimero de plaquetas circulantes, definida como contagem do
numero de plaquetas inferior a 150x10°/L, pode ter como causas: alteragcdes nos mecanismos
de producgéo, aumento de sequestracao esplénica, ou destruicdo periférica, sendo esta Ultima a
causa mais comum. O diagndstico diferencial varia com a idade de aparecimento, gravidade e
caracteristicas clinicas e ainda com a presenca ou auséncia de outras anomalias
hematologicas(17).

Na presenca de uma trombocitopenia é importante avaliar o volume plaquetar médio (VPM) de
modo a determinar se estamos perante uma macrotrombocitpenia (VPM > 9.7 fL) ou a uma

trombocitopenia com tamanho plaquetar normal (8.2-9.7 fL).

Doentes com Macrotrombocitopenia, partilham caracteristicas clinicas e laboratoriais comuns
com outras patologias plaguetares adquiridas e sdo muitas vezes erradamente diagnosticados
como Purpura Trombocitopenica Idiopatica (PTI), sendo essencial fazer essa distingdo cujo
diagndstico diferencial varia com a idade de aparecimento, gravidade e caracteristicas clinicas
e ainda com a presengca ou auséncia de outras anomalias hematologicas(17). As
trombocitopenias podem estar associadas a outras doengas congénitos e podem ser divididas

em sindrOémicas ou nado sindrémicas (Tabela 5)
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Tabela 5. Caracteristicas gerais das principais trombocitopenias hereditarias . Adaptado

de (18)
Tamanho Nome Hera}n_(;a Gene Fenétipo clinico e
plaguetar Genética laboratorial
Trombocitopenia AR C-MPL Trombocitopenia neonatal
Amegacariocitica congénita muito severa,
amegacariocitica; evolucéo a
anemia aplasica na infancia
Trombocitopenia com sinostose  AD HOXA11 Trombocitopenia neonatal
radio-cubital moderada a severa;
megacariocitos
reduzidos/ausentes
Sinostose do radio e cubito
com/sem outras altera¢Bes
esqueléticas; provavel perda
de audicdo neurosensorial
Trombocitopenia com auséncia AR N&o Trombocitopenia neonatal
de radio conhecido central severa que melhora
Poderia ser com a idade; auséncia
c-MPL bilateral do radio com/sem
anormalidades cardiacas, ou
do esqueleto
Sindrome familiar com AD RUNX1 Defeito da funcao plaquetar
_ predisposicéo a leucemia "aspirina-like"
g mieloblastica aguda Evolugéo a sindrome
5 mielodisplasico, leucemia
z mieloblastica aguda ou tumor
sdlido
Trombocitopenia ligada ao AD ANKRD26 Tendéncia hemorragica leve,
cromossoma 10 associada a situagdes de
elevado stress hemostatico
Megacariocitos pequenos e
hipolobulados
Sindrome de Bernard-Soulier AR GPIBA, Ver tabela 6
GPIBB, GP9
Doenca de von Willebrand tipo AD GPIBA Ver tabela 6
plaguetar
Sindrome de AD TBX1/GPIBA Trombocitopenia moderada
DiGeorge/velocardiofacial De novo Anomalias cardiacas,
insuficiéncia de paratiréides e
timo, atraso cognitivo,
dismorfia facial
Trombocitopenia mediterranea  AD GPIBA, Trombocitopenia moderada
GPIBB, (70-150X10°%/L) assintomatica
outros
Sindrome da plaqueta cinzenta  AD NBEAL2 Ver tabela 7
[ Sindromes de MYH9 (May- AD MYH-9 Trombocitopenia moderada
2 Hegglin, Sebastian, Fechtner, (20-130X109/L). Diatese
g Epstein) hemorragica moderada
Inclusdes neutrofilicas (corpos
de Dohle), perda da audicéo,
nefrite, cataratas
Sindrome de Paris- AD Fli-1, Ets-1 Malformag@es cardiacas e

Trousseau/Jacobsen

faciais, atraso mental,
granulos plagquetares gigantes

Dalila Ferreira Marques Patricio 2017
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Sindrome de Wiskott-Aldrich Ligadaa WAS Trombocitopenia severa (5-
X 50X10°%L)
Imunodeficiéncia, eczema (1°
ano), transtornos

o

o linfoproliferativos e

% autoimunes.

a
Trombocitopenia ligada ao Ligadaa WAS Forma leve de Wiskott-
cromossoma X X Aldrich. Possivel

imunodeficiéncia moderada.

Abreviaturas (Siglas em inglés): AR — Autossomico Recessivo; AD - Autossémico Dominante

Disfungéo plaquetar- defeitos de adeséo

As alteracbes da funcdo plaquetar podem classificar-se ainda de acordo com o elemento
funcional afectado, associado ou ndo com trombocitopenia. Podem dividir-se em defeitos de

adesdo, defeitos de secre¢éo/sinalizacdo, deficiéncias da actividade procoagulante (Fig 4).

Sindrome Bernard Soulier (SBS)
Patologia autoss6mica recessiva, caracterizada por Macrotrombocitopenia moderada ou grave

e plaguetas disfuncionais. Tem como base a deficiéncia parcial ou completa do receptor GP
Ib-1X-V ou a sua disfungéo (Fig 4). Laboratorialmente caracteriza-se por apresentar tempo de
sangria e valores de PFA-100® prolongados, ligeira trombocitopenia com plaguetas de
tamanho aumentado e resposta reduzida ou ausente ao agonista ristocetina nas provas de
agregacao plaguetar como caracteristica tipica A deficiéncia do receptor pode ser demonstrada
por citometria de fluxo utilizando o anticorpos monoclonais anti-CD42a, CD42b e CD42c, que
permite determinar a diminuicdo ou auséncia de receptores glicoproteicos do complexo Ib/IX/V
(tabela 6).

Tratando-se de uma macrotrombocitpenia, deve fazer-se o diagnoéstico diferencial com outras
macrotrombocitopenias congénitas e Trombocitopenia Imune (PTI). O reconhecimento da PTI
faz-se pela magnitude da trombocitopenia de inicio abrupto e presenca de anisocitose
plaguetar. As técnicas de agregacdo ndo s&do vidaveis na maioria dos casos devido a
trombocitopenia que dificulta a obtencdo de plasma rico em plaquetas. Finalmente o tratamento
habitual da PTI (corticéides, imunoglobulina ou esplenectomia) ndo melhora a contagem de

plaguetas no caso do SBS(16).

Défices da Glicoproteinas la-lla, IV, e VI e outros receptores

Anomalias na ligacdo ao colagénio sao o elemento comum neste grupo de défices de
glicoproteinas.

Estao descritos casos de deficiéncia de GPla-lla e de GP VI associados a didtese hemorragica,
por resposta diminuida ao colagénio”. O diagnéstico baseia-se na alteracdo/auséncia de

resposta ao colagénio por agregacéao plaquetar(9).
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Doenca de von willebrand tipo Plaquetar

Disfuncdo plaquetar rara de transmissédo autossémica dominante, devida a mutacdes no gene
GPIBA. Estas alteracfes moleculares com ganho de fungéo traduzem-se num aumento de
afinidade do recetor GP Ib-IX-V para o FVW, patente na resposta a ristocetina mesmo a baixas
concentracdes e na perda de Multimeros de alto Peso Molecular do FYW (Tabela 6). Apresenta
fendtipo clinico e laboratorial similar & Doenca von willebrand 2B, com a qual se faz diagnéstico
diferencial(16).

Disfuncéo plaquetar - Defeitos da agregacao

Trombastenia de Glannzman

A Trombastenia de Glannzman é uma patologia grave de transmissdo autossémica recessiva
que se caracteriza pela deficiéncia ou disfuncdo do complexo GPllb-llla (Fig 5), codificado
pelos genes allb e 3. Com numero e morfologia plaquetar normal, esta patologia tem como
pilares de diagndstico a agregacéo plaquetar e a citometria de fluxo. O tempo de sangria e o
PFA-100® apresentam-se prolongados. O complexo GPllb-llla, uma vez activado, é
imprescindivel a ligacdo ao fibrinogénio, pelo que, individuos com esta patologia ndo agregam
com 0s agonistas classicos: acido araquidénico, ADP, colagénio e epinefrina mas apresentam
resposta normal & ristocetina, uma vez que o complexo GP Ib-IX-V que liga ao FYW est4
intacto. A citometria fluxo permite confirmar o diagnéstico através da diminui¢cdo ou auséncia de
marcacdo para o CD41(GPllb) e CD61(GPllla), com niveis normais de CD42 (GP Ib), ou
diminuigdo/auséncia de marcagdo para PAC1 ap0s activacdo plaquetar no caso de deficiéncia
qualitativa do receptor (Tabela 6). Doentes com Trombastenia de Glannzman apresentam
clinica hemorragica moderada a grave que melhora com a idade, indistinguivel de outras
patologias que cursam com plaquetas normais em numero e morfologia, como é o caso dos

defeitos de secre¢éo(16).

Disfuncéo plaquetar - Defeitos de secregdo/sinaliza¢éo

O grupo de defeitos de secrecao/sinalizacdo plaquetar subdivide-se em 2 subgrupos, de
acordo com a fisiopatologia: i) diminuicdo ou auséncia de material de secre¢do genericamente
designada doencas de armazenamento ou Storage Pool Disease (SPD); ii) alteracdo dos
mecanismos de secrecdo e/ou sinalizacdo. O primeiro grupo inclui os defeitos de granulos
densos e de granulos alfa plaguetares, designados &-SPD e o-SPD respectivamente. A
deficiéncia dos granulos a cujo sindrome da plaqueta cinzenta € o mais caracteristico
apresenta plaquetas gigantes e agranuladas e a clinica hemorragica é leve e associada a
gravidade da trombocitopenia. As SPD apresentam uma grande variabilidade de respostas na
agregacdo e que nalguns casos pode ser normal. As alteracdes dos granulos podem ser
caracterizadas por microscopia electrénica ou luminometria. Deficiéncias na expressdo de

proteinas granulares podem ser detectadas por Citometria de fluxo (Tabela 7).
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As alteracdes de sinalizacdo podem estar associadas com defeitos de enzimas implicadas na
transducdo de sinal: Cinases, Ciclooxigenases, Lipases, proteinas G, etc. Os individuos
afectados apresentam diatese hemorragica moderada e alteracBes na activacdo, secrecao e
agregacéo induzidas por agonistas fracos, sao patologias dificeis de diagnosticar, no entanto a
combinagéo de técnicas de activacdo plaquetar por citometria de fluxo e agregacdo plaquetar

podem levar a esta suspeita diagnéstica quando excluidas as causas mais comuns de

disfuncéo plaquetar(19).
Deficiéncias da actividade procoagulante

As deficiéncias de actividade procoagulante sdo extremamente raras e podem suspeitar-se em
individuos com histéria hemorrdgica, com nimero plaquetas normal e sem alterac6es nos
estudos de agregacdo. Alteracbes na expressdo da Fosfatidilserina (PS) na membrana
fosfolipidica plaquetar estdo na base das nas Sindromes de Scott e Stormorken. Na Sindrome
de Scott ocorre uma externalizagédo deficiente da PS, durante a activagéo plaquetar, que leva a
uma actividade procoagulante diminuida e consequente diminuicdo da activagdo local da
coagulacéo. A externalizacdo de PS aumentada ocorre na Sindrome Stormorken apresentando
um aumento da actividade procoagulante que paradoxalmente ndo se associa com risco

trombatico, e cujos individuos afectados tém tendéncia hemorrdgica moderada (Tabela 7)(18).

O diagndstico pode ser feito pela avaliagdo da Anexina V por CF.
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Figura 4. Representacdo esquematica das respostas plaquetares normais e das alteragdes nas
patologias congénitas da funcédo plaquetar. Abreviaturas (Siglas em inglés): AC, adenylyl cyclase; CO,
cyclooxygenase; DAG, diacylglycerol; G, GTP-binding protein; IP3, inositoltrisphosphate; MLC, myosin
light chain; MLCK, myosin light chain kinase; PIP2, phosphatidylinositol bisphosphate; PKC, protein kinase
C; PLC, phospholipase C; PLA2, phospholipase A2; TK, tyrosine kinase; TS, thromboxane synthase;
VWEF, von Willebrand factor; VWD, von Willebrand disease.Rao Adaptado de (19)
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Tabela 6. Patologias hereditarias da funcdo plaquetar por defeitos de recetores de
membrana Adaptado de (18)

Recetor Denominagédo Fenétipo clinico e laboratorial Heranca  Genes
Genética
Ib/IXIV Sindrome de Trombocitopenia moderada a severa e plaquetas AR GPIBA
Bernard- Soulier  gigantes. PFA — 100® >300s. GPIBB
(SBS) Auséncia de LTA com ristocetina, ndo corrigivel GP9
com plasma normal e LTA normal com outros
agonistas.

Defeito de adesdo ao FVW.

Auséncia ou diminuigdo da GPs Iba, IbB e IX por
citometria de fluxo (SBS classico).

Em homozigéticos clinica hemorragica moderada a
grave desde a infancia (epistaxis, purpura,
sangramento gengival, menorragia).

Sangramento excessivamente grave em situacdes
de risco (partos, cirurgia, intervencdes dentarias,
ingestao de aspirina). Heterozigoticos
assintomaticos.

Ib/IXIV Doenca de von Macrotrombocitopenia mais moderada do que em AD GPIBA

Willebrand tipo SBS.

plaquetar (DVW-  Adesé&o ao FVYW anormalmente alta, agregados

TP) plaquetares em esfregaco de sangue periférico.
Hiperagregagdo com doses baixas de ristocetina.
Agregacéo de plaquetas lavadas induzidas em
crioprecipitado (ndo em DvW).
Auséncia de multimeros de FvW de alto peso
molecular (como DvW 2B).
Expressédo normal ou moderadamente reduzida de
GPs Iba por citometria de fluxo.
Sintomatologia hemorragica cutdneo-mucosa ou
sangramento poés cirurgia.

QibB3 Trombastenia de Contagem e morfologia plaquetar normal. AR ITGA2
Glanzmann PFA — 100® >300 B
(TG) LTA ausente ou severamente reduzida com todos ITGB3

0s agonistas (ADP, TxA2, ADP, trombina,
colagénio). LTA normal com ristocetina ou 22 onda
reduzida.

Auséncia ou diminuicdo de GPs lIb e llla
demonstravel por citometria de fluxo: Tipo 1<5%;
Tipo 1l 10-20%; TG.

Variante de aypB3 ndo funcional >50%.

Retracdo do coagulo ausente ou severamente
reduzida.

Clinica hemorragica semelhante & SBS.

P2Y12 - Contagem e morfologia plaquetar normal. AR P2RY1
Alteracdo conformacional com ADP normal. 2
LTA severamente diminuida com ADP. Com outros
agonistas normal ou 2%onda reduzida. Auséncia de
inibicdo com ADP da sintese de AMPc induzida
com PGE1.
Sem clinica hemorragica espontanea ou muito
moderada. Sangramento anormal associado a
ingestdo de antiagregantes, intervengdes dentarias
ou outras situagfes de risco hemorragico.
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TxA2-R - Contagem e morfologia plaquetar normal. AR TBXA2
(TPa) LTA severamente diminuida com &cido R

araquidonico ou analogos de TxA2 como U46619

ou STA2. Com outros agonistas normal ou 22onda

reduzida.

Sem clinica hemorragica espontanea ou muito

moderada. Sangramento anormal associado a

ingestao de antiagregantes, intervengdes dentarias

ou outras situacdes de risco hemorragico

GPVI - Contagem e morfologia plaquetar normal. AR GP6
LTA severamente diminuida com colagénio e
normal com outros agonistas.
Defeito de ativagao por colagénio e agonistas de
GPVI como convulxina.
Sem clinica hemorragica espontanea ou muito
moderada. Sangramento anormal associado a
ingestado de antiagregantes, intervengfes dentarias
ou outras situacdes de risco hemorragico

Abreviaturas (Siglas em inglés): AR — Autossomico Recessivo AD — Autossomic Dominante

Tabela 7. Patologias hereditarias da funcéo plaquetar por defeitos de Secrecdo(A) e
Sinalizac&o(B) Adaptado de (18)

A — Defeitos de Secrecéo

Defeito Denominagcdo Fenétipo clinico e laboratorial Heranca Genes
Genética
Granulos Défice de Contagem plaquetas Normal ou ligeiramente AR/AD
aed granulos diminuido.
idiopatico Deficiéncia de granulos & e/ou a por microscopia
electronica.

LTA reduzida e/ou auséncia com agonistas débeis/
baixas doses (ADP, EPI e Colagénio).

Defice de libertacédo de proteinas granulares por CF
Clinica hemorragica ausente ou muito moderada e
normalmente associada a situacdes de elevado
risco hemorragico.

Granulos Sindrome da Trombocitopenia moderada (30-100 x10°/L) AR/AD NBEAL
a Plaqueta Plaguetas gigantes e acinzentadas. 2
Cinzenta LTA normal ou reduzida com agonistas débeis/

baixas doses (ADP, EPI e Colagénio) e trombina.
Deficiéncia selectiva de GPVI e resposta ao
colagénio em alguns doentes

Deficiéncia de proteinas a-granulares em ensaios
bioquimicos (8 — TG e PDGF, etc.)

Deficiéncia de granulos a demonstravel por
Microscopia Electrénica

Mielofibrose precoce, esplenomegalia ocasional
clinica hemorréagica leve, normalmente associada a
situacdes de risco (antiagregantes, cirurgia, parto,
traumas)
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Sindrome de
QUEBEC

Granulos Sindrome de
o Hermansky-
Pudlack (SHP)

Sindrome
Chediak-
Higashi (SCH)

Sindrome
Griscelli

Trombocitopenia moderada (100 x109/L) AD
LTA ausente ou reduzida com EPI e normal com os
outros agonistas.

Deficiéncia de actividade procoagulante.

Aumento da actividade fibrinolitica.

Deficiéncia de proteinas a-granulares por CF ( CD

62P, Factor V)

Clinica hemorragica cutaneo-mucosa e visceral e
Resposta ao tratamento com antibibrindliticos e

sem resposta a transfusao de plaquetas.

Contagem e morfologia plaquetar normal. AR
Deficiéncia selectiva de granulos & demonstravel
por Microscopia Electronica

LTA reduzida e/ou auséncia de 22onda com
agonistas débeis/ baixas doses (ADP, EPI e
Colagénio).

Deficiéncia de captacao de serotonina marcada
radioactivamente e de captacdo de mepacrina e
libertacdo de CD63 por CF.

Albinismo oculo-cutaneo, acumulagdo de material
ceroide tipo lipofusina no sistema mononuclear
fagocifico.

Contagem e morfologia plaquetar normal. AR
Deficiéncia selectiva de granulos & por Microscopia
Electronica

LTA reduzida e/ou auséncia de 22onda com
agonistas débeis/ baixas doses (ADP, EPl e
Colagénio).

Deficiéncia de captagdo de serotonina marcada
radioactivamente e de captacdo de mepacrina e
libertac@o de CD63 por CF.

Albinismo oculo-cutaneo, granulos lisossomais
gigantes.

Contagem e morfologia plaquetar normal. AR
Deficiéncia de granulos & como nos SHP e SCH
Albinismo, defeitos neurolégicos, linfohistiocitose,

funcéo citotdxica diminuida de células NK e

linfocitos T.

PLAU

HPS1->
HPS8

LYST

RAB27,
MYO5A

MLPH

B — Defeitos de Sinalizacao

Defeito Denominacgéo Fenétipo clinico e laboratorial

Heranca
genética

Genes

Transmissdo  Défice de

de sinais de enzimas das

Contagem e morfologia plaquetar normal. AR/AD
Ocasionalmente trombocitopenia

ativacao vias de TxA2 moderada.

LTA seletivamente reduzida com &cido
araquiddnico e normal com anélogos de
TxA2 como U46619. Reduzida com
agonistas débeis/baixas doses (ADP,
epinefrina, colagénio).

Defeito de produc¢éo de TxA2 no soro.
Clinica hemorragica ausente ou moderada
e normalmente associada a situacdes de
risco hemorragico alto.
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Défice de Contagem e morfologia plaquetar normal. Nc Instabilidade
proteinas G Hiperfuncéo de Gs pode associar-se a de ARNm de
(Gi, Gq, Gs) discreta macrotrombocitopenia e Gq, Gi, Gs
transtornos neuroldgicos. GNASL1 ge
LTA e secrecgdo reduzida em resposta a codifica Gs
multiplos agonistas sollveis.
Clinica hemorragica moderada e
normalmente associada a situacdes de
risco hemorragico alto.
Défice de Contagem e morfologia plaquetar normal Nc Fatores de
Fosfolipase ou trombocitopenia moderada. transcrigao
CB, Proteina Defeito de LTA, secrecéo e ativagdo em CFFA2,
cinase C-6 resposta a multiplos agonistas sollveis. GATA-1
Lipooxigenase  Clinica hemorragica moderada e
-12 normalmente associada a situacdes de
risco hemorragico alto.
Atividade Sindrome de Contagem e morfologia plaquetar normal. AR ABCAL,
procoagulante  Scott Diminuic&o da agregagéo de TEMEM16F
microparticulas e de expresséo plaquetar
de anexina V pos-ativagdo demonstravel
por citometria de fluxo.
Formacéo e retracdo do coagulo anormal.
Sangramento significativo em situacdes de
risco (parto, intervencBes dentarias).
Sindrome de Aumento anormal da criacdo de Nc Nc
Stormorken microparticulas e de expressao plaquetar

de anexina V pos-ativacdo, demonstravel
por citometria de fluxo.

Formagéo e retragdo anormal do coagulo
Sangramento significativo em situacdes de
risco (parto, intervencdes dentdrias)

Diagndstico de Patologia Plaquetar

Classicamente, o diagnéstico das patologias da plaqueta é orientado por uma abordagem
morfolégica em termos de nimero e tamanho e de estudos funcionais, mais complexos, para
determinacéo do mecanismo afectado.

O estudo destas patologias, deve ser orientado por algoritmos de estudo com diferentes niveis
de complexidade. Inicia-se com 0 hemograma, avaliagdo morfoldgica e testes de rastreio como
o0 PFA-100® e prossegue com testes mais especificos e ndo disponiveis em todos os
laboratérios. Testes como agregacao plaquetar, citometria de fluxo e estudos moleculares que
permitem uma sequéncia na aproximacdo a avaliagdo quer da trombocitopenia, quer das
anomalias funcionais e genéticas(20). Dos testes disponiveis para estudo da fungéo plaquetar
o recomendado para o diagndstico destas patologias é a agregometria(21). No entanto a fraca
estandardizacdo dos testes da funcao plaquetar e falta de consensos relativamente a definicdo
de critérios minimos tém dificultado o diagnéstico, ja por si s6 de elevada complexidade
(22)(23).

Para o proposito deste trabalho, as patologias hereditarias da plaqueta foram agrupadas em:

1) trombocitopenias hereditarias, em que as altera¢des resultam numa diminuicdo do nimero
de plaguetas na corrente sanguinea; 2) patologias da funcdo plaquetar, alteracbes que

condicionam disfuncéo plaquetar (por vezes associada com diminuicdo do niamero).
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Historia Clinica e medicamentosa

A investigacdo laboratorial de patologia plaquetar € um processo em varios passos, que se
inicia com uma histéria clinica detalhada que inclua revisdo da medicacao recente, bem como o
uso de suplementos e alimentos que possam influenciar a fungao plaquetar. A avaliacéo clinica
deve incluir histéria de hemorragia pessoal e familiar (em especial manifestacdes nédo
explicadas: equimoses extensas, epistaxis, menorragia e complicagdes hemorragicas no parto,
associadas a cirurgia e extrac¢des dentarias). No exame fisico devem registar-se para além
dos sintomas hemorragicos sugestivos de patologia plaquetar, potenciais alteracdes com
caracteristicas sindromicas (perda de audicao, cataratas, dismorfismos dsseos, cardiacos e da

face, atraso mental e altera¢bes da pigmentagéo da pele).

Bleeding Assessement Tool (BAT)

Devido ao facto de a valorizagdo dos sintomas hemorragicos ser subjectiva, foi criada uma
ferramenta, o BAT (Bleeding Assessement Tool), inicialmente desenvolvida para o diagnéstico
da Doenca de vonWillebrand, constituida por um questionario standardizado com questes
sobre sintomas hemorrégicos, sendo a gravidade de cada sintoma contabilizada através de um
“score” de 0 a 3 (24)(25) (26). Este questionério foi também adaptado a populacéo pediatrica
(PBQ - Pediatric Bleeding Questionaire) (27) e esta actualmente em desenvolvimento/validagao
uma adaptagcdo desta ferramenta para o diagnéstico das patologias plaquetares (nimero e
funcé@o). Estudos recentes tentaram estabelecer o “score hemorragico” como preditor de
patologia hemorragica plaguetar no entanto sem sucesso. Contudo, recomenda-se a sua

inclusdo nas estratégias de diagnoéstico destas patologias hemorragicas(26).

Testes de rastreio

Sempre que os sintomas hemorragicos ndo forem completamente explicados pela avaliacdo
laboratorial “standard” da coagulacédo, fibrindlise ou despiste de Doenca de von Willebrand
(DvW), a investigacao devera direccionar-se para o estudo de patologia plaquetar. Este estudo
inicia-se com a avaliagdo do numero e tamanho das plaquetas efectuada em contadores

automaticos(20).

Contagem de Plaguetas e Esfregago de Sangue periférico

O diagnostico laboratorial inicia-se com testes de rastreio: hemograma e esfregago de sangue
periférico que permitem avaliar o nimero e morfologia plaquetares. Os parametros plaquetares
(Volume Plaquetar Médio - VPM; e Grau de Anisocitose Plaquetar-PDW) podem ser um
elemento importante. Os contadores autométicos, em situacées de macrotrombocitopenia e
microtrombocitopenia fornecem um valor de VPM ndo muito exacto, nesta situacao a

observacédo do esfregaco de sangue periférico permite informacéo adicional. Aspectos como o
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tamanho, o nimero e granularidade das plaquetas e a presenca de agregados serao
elementos importantes no diagnéstico. A observacdo de inclusGes nos leucdcitos (corpos de
Doéhle) ou alteracbes da morfologia eritrécitaria (presenca de estomatécitos) pode fazer
suspeitar de patologias especificas: MYH9 related disorders e GATA-1 related
thrombocitopenia respectivamente(18).

Testes de rastreio da funcao plaquetar

O tempo de sangria e o PFA -100® tém sido utilizados para o rastreio da funcéo plaquetar. No
entanto, a sua utilidade no diagnéstico € matéria de discussao e a ultima Guidance do comité
para o diagnostico das patologias plaquetares da ISTH considera que devem ser opcionais,

nao os incluindo no seu algoritmo de estudo(20).

Tempo de sangria

O tempo de sangria (TS) foi o primeiro teste “in vivo” da fungéo plaquetar, modificado varias
vezes na tentativa de aumentar a sua fraca reprodutibilidade. Consiste no registo do tempo que
demora a parar o sangramento produzido por uma pequena incisdo de dimensdes
standardizadas infligida, por um dispositivo automético, na pele do antebrago ou lébulo da
orelha. Valores inferiores a 10 min sdo considerados normais. Tempos de sangria prolongados
sdo encontrados nas formas severas da patologia da plaqueta, bem como na DVW e nas
alteracdes vasculares. E um teste simples de avaliagdo da hemostase natural, incluindo a
contribuicdo do vaso sanguineo, que embora seja clinicamente (til apresenta desvantagens:
invasivo, com baixa reprodutibilidade, demorado e pouco sensivel a formas ligeiras de
disfuncdo plaquetar. O seu uso tem sido a pouco e pouco abandonado e substituido pelo uso
do PFA-100®, teste mais reprodutivel e menos invasivo e por isso adequado a populacdes

pediatricas.
PFA — 100®

Equipamento controlado por um microprocessador que permite uma avaliagdo quantitativa da
hemostase primaria, em condi¢cdes de elevada tensédo de cisalhamento. Usa cartuchos com
uma membrana de celulose com orificio central (147 um), revestida por Colagénio/Epinefrina
ou Colagénio/ADP. Nestas condicdes de elevada tenséo de cisalhamento (5000 a 6000/s) e em
resposta aos agonistas da membrana, ocorre formacdo de agregados plaquetares que
provocam diminui¢cdo do fluxo e finalmente a oclusao da abertura central da membrana que é
registada como tempo de oclusdo (TO), hum tempo maximo de leitura 300s. As variaveis que
afetam este teste sdo comuns a funcdo plaquetar: ndmero de plagquetas (<80><109/ul
hematdcrito (Hct <30%), medicagdo (aspirina, AINE’s, etc.), dieta alimentar e grupo sanguineo
ABO. O tempo de oclusédo parece ser maioritariamente determinado pela agregacdo mediada

pelo recetor GPlIb-llla e pelas interac¢des do FYW com a GP Ib e /ou GPlIb-llla, o que justifica
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a sua principal aplicacdo clinica no diagnéstico e monitorizacao da DVW e na identificacdo de
alteracdes adquiridas ou congénitas da funcdo plaquetar, em especial defeitos major de
receptores de adesdo ( SBS) e agregacdo (TG), monitorizacdo de terapia antiagregante e
avaliacdo do risco hemorragico pré cirdrgico. Em contrapartida, outros receptores que
participam na adesdo e/ou agregagdo tém uma importancia secundaria ou reduzida nas
condi¢Bes de fluxo sanguineo monitorizado pelo PFA-100, razdo pela qual o teste pode ser
pouco sensivel a altera¢des da secregdo/sinalizacéo (28).

Em comparacdo com TS este mostrou ser mais sensivel, em especial para a DvW e défices
plaguetares(29). A mais valia do PFA para o diagndstico das patologias da funcdo plaquetar é
assunto de debate e existem artigos que ndo recomendam o seu uso na abordagem ao
diagnéstico destas patologias, muito embora como ja referido permita despistar/excluir
situacdes de patologia severa o que pode ser interessante em determinadas situacdes(20).
Considerado um teste “point of care” (POCT), foi recentemente lancada uma actualizagédo
deste equipamento, o Innovance PFA-200®, concebido para permitir a monitorizacdo de
tratamento com inibidores do P2Y12 (cartucho Innovance P2Y em que a membrana esta
revestida por ADP, prostaglandina E1 e calcio). A sua utilizagéo para o diagnostico de défice de

receptor P2Y12 carece de investigag&o(30).

Outros equipamentos de Point of Care Test (POCT)

Existem no mercado outros equipamentos POCT cuja aplicabilidade, esta essencialmente
ligada a monitorizacéo de terapéutica antiagregante e que podem agrupar-se de acordo com as
suas caracteristicas: i) medem a adesdo e agregacao em condi¢cdes de elevada tensdo de
cisalhamento, a semelhan¢ca do PFA-100®, como € o caso do IMPACT® Cone and Plate(let)
Analyser; ii) avaliam a agregacdo, como o Verify Now® e Platelet Works®; ii) medem a
formagé&o e elasticidade do coagulo, Rotem® e TEG®. O desenvolvimento do teste TEG®
Platelet Mapping System™, teve por objectivo tornar a tromboelastografia sensivel as
alteracfes relacionadas com os receptores de ADP e TXA2 tendo demonstrado um boa
sensibilidade aos farmacos e ser sensivel a disfuncdo severa em criangas sujeitas a

oxigenacéo por membrana extracorporal (30) (31).

Testes especificos

Quando os testes de rastreio apresentam alteracdes, ou quando normais e a histéria clinica é

muito sugestiva, o estudo é direccionado para a execucéao de testes especificos.

Agregometria de transmisséo de luz (LTA)

Em 1962, Born e O brien descrevem um método de agregacdo em plasma rico em plaquetas,
utilizando como agonista ADP, que veio revolucionar a analise da funcdo plaquetar. A

agregacao plaquetar é ainda hoje considerada a técnica “gold standard” para o diagnéstico das
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patologias da funcao plaquetar. Nos agregdémetros actuais o Plasma Rico em Plaquetas (PRP)
é colocado numa cuvete, sob agitacdo a 37°C, sob uma fonte de luz e um foto detector. Apés a
adicdo de um agonista e a medida que as plaquetas se activam e agregam ocorre uma
variacdo na luz transmitida. Esta é registada sob a forma de curva de agregacao e reflecte a
capacidade de resposta das plaguetas ao respectivo agonista avaliando a respectiva via de
activacéo (Fig 5). A adicdo de um painel de agonistas como o colagénio, ADP, Trombina ou
em sua substituicdo o TRAP (thrombin receptor activating peptide), Epinefrina, Ristocetina e
Acido Araquidénico em vérias concentragées induz activacdo, mudanca de forma e agregacio
que sdo registados como curvas de agregacao que, nos equipamentos mais recentes, sdo
tratadas informaticamente por “software” especifico, ao contrario do que acontece nos
equipamentos mais antigos, onde as curvas sao registadas em papel num registador acoplado
ao agregometro. Sao varios os parametros medidos e incluem a taxa de inclinacdo ou de
agregacéao (% / min) e a amplitude méaxima ou percentagem de agregacdo(%) medida apés um
determinado periodo de tempo, normalmente 3-5 min podendo em determinadas situacfes
extender-se até aos 10min (32).

A técnica € afectada por um conjunto de variaveis: puncéo/colheita, anticoagulante, n°
plaguetas no PRP e contaminacdo com eritrécitos, PH e temperatura. Relativamente ao
numero de plaquetas no PRP existem opiniées divergentes quanto a necessidade de efectuar
ajuste, com trabalhos a defenderem o ajuste para valores de 250x10%/L plaquetas (33) e outros
a ndo encontrarem diferencas nos resultados(34), actualmente ndo é recomendado o ajuste
(32). Outra das questdes que se levanta é a falta de controlos comerciais para esta técnica,
assim habitualmente, estes estudos sao efectuados em paralelo numa amostra de um individuo
normal (Controlo), colhida e processada nas mesmas condi¢des da amostra do doente. Os
agonistas e respectivas concentrages a utilizar tém sido matéria de estudo e debate, os
Guidelines 2011 (14) propdem um painel com dois niveis: Painel Basico (ADP, Colagénio,
Ristocetina, EPI e AA) e Painel Extra (TRAP, PMA, U46619 (analogo do TXA2), que pode ser
adaptado a realidade dos centros de diagnéstico, como a proposta da Tabela 8. Consoante o
padréo de respostas poderemos suspeitar de determinada anomalia/patologia(14).

Esta metodologia é demorada, pouco standardizada e requer grandes volumes de amostra.
Com o intuito de minimizar estas limitacdes e estabelecer consensos tém sido efectuados
esforcos no sentido da uniformizacdo dos procedimentos, com véarias entidades a publicar
recentemente guidelines de standardizacdo (32)(35). A capacidade de diagnéstico desta
metodologia tem sido objecto de varios trabalhos, Hayward no trabalho publicado em 2009
sobre a utilidade diagndstica da LTA para despiste de patologia plaquetar em doentes referidos
por suspeita de doenca hemorragica, descreve uma associacao entre 0 nimero agonistas com
respostas alteradas por LTA e a presenca de patologia, a probabilidade de detetar patologia

era maior para 0s que apresentavam resposta diminuida a 2 ou mais agonistas (21)(36).
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Lumiagregometria

A técnica de agregometria pode ser combinada com a luminescéncia — luminometria para a
medicdo da reaccdo de libertacdo dos nucleétidos (ATP e ADP) dos granulos densos.
Resumidamente, a adicdo do reagente luciferin-luciferase em simultdneo com um agonista,
promove a libertacdo do ATP dos granulos densos que reage com a luciferina-luciferase
resultando na emissédo de luz que é quantificada relativamente a um padrdo. O registo da
resposta é feito em simultineo com a agregacdo. Estad indicada para o diagnostico das

patologias secrecao/sinalizacdo, em especial dos granulos densos(37).

Agregacédo Plaquetar em Sangue Total

A agregacao pode também ser avaliada em sangue total, por método de impedancia. O recente
desenvolvimento do equipamento Multiplate®, no qual se associa a secrecdo parece ser
promissor, no entanto a sua aplicagdo ao estudo das patologias plaquetares ainda ndo esta

validado, mantendo-o o seu uso essencialmente na monitorizacéo da terapia antiagregante.
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Figura 5. Diagrama do tragado/curva tipica de agregometria de leitura turbidimétrica.

A) O PRP nativo tem uma elevada densidade 6ptica (OD) e representa o 0% de agregacao. Na sequéncia
da adicdo de agonista (A), as plaquetas agregam permitindo a passagem de mais luz através da
suspensdo de plaquetas e resultando na redugéo da densidade Optica. O PPP autélogo fornece a leitura
de densidade 6ptica equivalente a 100% de agregacao, conforme indicado pela marca de calibragcdo. O
aumento transitorio na densidade Optica que é observado apés a adicdo do agonista é atribuido ao
fenébmeno de shape change ou alteragdo de forma da plaqueta.

B) A medida que as plaquetas agregam, em resposta & adicdo de um agonista exdgeno, a amostra torna-
se mais limpida devido ao aumento na agregacéo das plagquetas traduzido como a resposta primaria a um
agonista exdgeno (12 onda de agregacgéo), seguido por uma resposta secundaria a libertacdo do contetido
dos granulos densos (22 onda de agregacao), este € o comportamento tipico de agonistas fracos ADP e
EPI, no entanto esta resposta bifasica pode ser mascarada se forem usadas concentracdes elevadas de
agonista. Adaptado de Gibbins (38) e (39)
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Tabela 8. Painel de agonistas Plaquetares
Adaptado de (37)

Intervalo de

Agonista Concentracao inicial concentracdes Alvo
Painel basico
ADP 2-25uM 0,5-20 uM P2Y.e P2Yy,
Epinefrina 5uM 0,5-10uM Recetores adrenérgicos
Colagénio (tipol) 1-2pg/mL 1,0 - 5,0 pg/mL GP VI e o231
Acido araquidénico 1mM 05-2,0mM Sintese de Tromboxano A2
Ristocetina 1,2 mg/mL 1,0-1,5mg/mL FYW / GP Ib

0,5 mg/mL 0,5-0,7 mg/mL

Painel extra
TRAP 10 uM 10-100 uM PAR -1

Abreviaturas (Siglas em inglés): TRAP — Peptideo activado pela trombina PAR —Recetor 1 da protease ativada

Citometria de Fluxo

A introducdo da citometria de fluxo ao estudo da plaqueta, por Michelson em 1996(40),
constituiu uma ferramenta poderosa e sensivel e veio permitir uma abordagem ao estudo da
funcéo plaquetar mesmo em situagBes em que outras técnicas apresentavam limitac6es, como
por exemplo amostras pediatricas de volume reduzido e/ ou amostras com trombocitopenia. No
entanto o facto de exigir equipamentos sofisticados e dispendiosos, anticorpos monoclonais
disponiveis e pessoal especializado dificulta o seu uso generalizado. A citometria de fluxo
permite a analise da capacidade funcional das plaguetas de forma individual e a medicéo da
expressdo de marcadores de activagdo nas plaquetas individuais, bem como a quantificagédo
de associados entre plaquetas e outras células de sangue leucécitos-plaqueta.. A mais valia
desta técnica é a determinacdo da expresséo das glicoproteinas e receptores pela densidade
de copias. Esta técnica é usada para confirmar a deficiéncia de GP e outros receptores em
situagBes de patologia. Permite ainda avaliar a fungdo das plaguetas através da sua
capacidade para desgranularem (teste da mepacrina e CD63), expressarem marcadores de
activacdo como a P-selectina (CD62P) e a alteracdo conformacional da GPllb-llla (PAC-1) e
exposicdo dos fosfolipidos de carga negativa para avaliagdo da actividade procoagulante da
plaqueta (Anexina V).

Os testes de citometria de fluxo mais vulgarmente usados sé@o a quantificacdo da expresséo de
receptores de plaquetas GP basal permitindo quantificar deficiéncias de GP llb-llla na
trombastenia de Glanzmann e de GP Ib/IX/V na sindrome de Bernard-Soulier. A avaliacdo da
composicdo de granulos das plaquetas pelo teste da mepacrina descrito por Wall et al., 1985,
permite medir a captacdo e libertagdo de mepacrina pelos granulos densos. A utilizagédo
conjunta desta técnica com o CD63 que avalia o nimero de granulos, permite detetar
incapacidade na secrecao do conteldo e/ou deficiéncias quantitativas dos granulos densos,
cujas alteragdes estdo na base das &-SPD, considerado o grupo de patologias plaquetares
mais frequentes (34)(41). Existem estudos que referem uma exposi¢éo superficial diminuida de
CD62p (P-selectina) em doentes com a-SPD(42).

A alteracdo da conformacdo da GP GPllb-llla, em resposta a activacdo plaquetar e permite a

sua ligacdo ao fibrinogénio, pode ser detetada com utilizacdo do anticorpo PAC-1 que
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reconhece a sua conformacéo activa. A ligacdo do anticorpo PAC-1 a GP GPIlIb-llla reflete a
capacidade das plaquetas se ligarem ao fibrinogénio e estd comprometida na TG e nas SPD.

A analise das plaquetas por citometria fluxo, considerada uma ferramenta poderosa na
investigacdo e diagnostico, apresenta no entanto algumas desvantagens. A maior limitacdo
relaciona-se com o facto dos testes ndo serem feitos em condi¢cdes de “high shear stress” e
por isso nao reflectem as respostas fisiologicas de adeséo, activacdo e agregacéo.

Do ponto de vista técnico a necessidade de processamento rapido e cuidado da amostra e
acesso imediato a um citdbmetro tornam-na uma técnica exigente. Do ponto de vista mecénico a
sua limitacdo reside no facto de avaliar as plaquetas de forma individual e portanto avalia
activacdo independente da agregacdo ou da formacéo de TXA2(43).

Neste contexto, o uso desta técnica como complementar da Agregometria pode ser uma mais
valia e tornar o diagnostico mais facil e eficaz em especial para caracterizacédo de situagbes de

suspeita de patologia dos granulos densos(44).

Microscopia electrénica de transmisséo

Esta técnica laboriosa e complexa, sé esta disponivel em laboratérios especializados, no
entanto é considerada técnica complementar de diagndéstico para alteragcfes da ultraestrutura e

do nimero ou contetido dos granulos densos (41)

Outros testes usados no estudo da funcéo plaquetar

Doseamentos do PF4 (Factor Plaquetar 4), B-tromboglobulina, e da P-Selectina sollvel,
doseamentos dos metabolitos do TXA2 no plasma e na urina, entre outros, permitem
caracterizar determinadas alteracdes.

Estudo molecular

Considerado o ultimo passo no diagnéstico das IPD, o estudo molecular esta actualmente
dependente da orientagcdo diagndstica obtida pelas alteracdes encontradas nos testes
funcionais, que apontem para os genes afectados que sdo conhecidos (genes candidatos). No
entanto, o desenvolvimento da sequenciacdo massiva paralela (NGS — Next Generation
Sequencing) esta a mudar esta abordagem atraves do estudo de amplos painéis de genes e

permitird num futuro préximo elucidar muitas alterac8es até agora desconhecidas (45) (46).

Apesar de todas as técnicas disponiveis nem sempre se consegue identificar uma patologia
especifica. Para além de se descartar ou excluir patologia plaquetar grave em individuos com
historia hemorragica sugestiva em muitos casos s6 € possivel incluir os doentes em grandes

grupos de diagnostico.
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Tratamento

A importancia de um diagnostico adequado destas patologias relaciona-se com as opgoes de
tratamento que varia conforme as patologias e as situacgdes clinicas de desafio hemostatico.

A maioria dos doentes com patologia plaquetar hereditaria ndo necessita de terapia regular, s6
requere tratamento clinico na sequéncia de lesdo ou trauma, quando sujeitos a procedimentos
cirdrgicos ou durante episodios hemorragicos. A transfusdo de plaquetas, que ocupa um lugar
de destaque em situacdes de urgéncia, nao esta indicada na TG, pelo risco de
desenvolvimento de anticorpos contra o complexo GPllb-llla. O uso de FVlla esta aprovado
para tratamento nesta patologia. A aplicacdo de medidas de compressédo no local é
recomendada para pequenas feridas, hemorragias das gengivas e do nariz (gengivorragias e
epistaxis). As opcdes farmacoldgicas incluem, agentes hemostaticos topicos (esponjas de
gelatina, selantes de fibrina e agentes antifibrinoliicos como o acido tranexamico),
desmopressina (DDAVP), FVlla e contraceptivos orais para controlo da hemorragia relacionada

com perdas menstruais na mulher. (16).
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OBJECTIVO

A complexidade da fisiologia plaquetar patente na heterogeneidade das patologias hereditarias
da plaqueta e respetivas manifestac@es clinicas, dificultam o diagnéstico exacto e atempado
dos pacientes com estas patologias. A caracterizacdo destas patologias encontra-se limitada
pela variabilidade e baixa especificidade dos testes mais comuns da funcéo plaquetar, e ainda
pelo acesso limitado ao estudo molecular e a falta de centros de referéncia especializados para
0 estudo destas patologias.

- Efectuar uma reavaliacdo da tendéncia hemorragica dos doentes incluidos neste -
estudo, através do uso de uma escala quantitativa comum - questionéario standardizado
(BAT)

- Analisar os resultados obtidos nos estudos de fungdo plaquetar, agregometria e
citometria de fluxo e avaliar se a sua utilizacdo conjunta € uma mais valia para chegar

a um diagnéstico e/ou excluir patologia
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MATERIAL E METODOS

Doentes e Controlos

Doentes

Este estudo incidiu sobre um grupo de doentes enviados a consulta de Hemostase e
Imunohemoterapia do Servico de Hematologia do CHUC, para esclarecimento de tendéncia
hemorragica durante um periodo de 6 anos (2009 e 2014). A avaliacao inicial destes doentes
permitiu despistar patologias adquiridas ou défices congénitos da coagulacdo bem como
Doenca de vonWilledrand, ficando assim por esclarecer a suspeita de patologia da funcéo
plaguetar.

As amostras dos individuos estudados foram colhidas na Consulta, préximo do laboratério no
caso dos adultos e nos pediatricos as amostras foram enviadas por transporte interno, a TA.
Trata-se de uma avaliagdo retrospectiva dos resultados obtidos para os estudos da fungéo
plaguetar por agregacéo plaquetar e Citometria de fluxo efectuados na Unidade de Trombose e
Hemostase e orientados segundo um algoritmo de investigacao(47).

As histérias clinicas do grupo de doentes foram revistas e com base no BAT (Bleeding
Assement Tool) foi atribuido um “score” hemorragico. Os dados registados foram analisados de

modo a estabelecer uma avaliagéo quantitativa da severidade da sintomatologia hemorragica.

Controlos

Amostras controlo de individuos normais foram obtidas a partir de elementos voluntarios do
laboratério, em simultaneo com as amostras dos doentes, aos quais foi efectuado uma
pequena histéria clinica e medicamentosa com resultados negativos (sem sintomatologia
hemorragica, ndo se encontravam sob terapéutica de longo termo e ndo tinham tomado
farmacos inibidores da fungéo plaquetar nos ultimos 10 dias).

Estas foram sujeitas as mesmas condi¢cdes de transporte e processamento das amostras dos

doentes.
Estudos de PFA e agregacéao

O teste de rastreio PFA-100® efectuou-se de acordo com as instrucbes do fornecedor.
Resumidamente, apdés homogeneizacdo da amostra por inversdo 5-6x, foram pipetados 800
pml de sangue total para cada um dos cartuchos COL/EPI e COL/ADP e registado o tempo de
oclusado. Para valorizacdo dos resultados utilizou-se um Intervalo de normalidade ajustado ao
grupo sanguineo, Colagénio/Epinefrina: Grupo 0 (98 — 170 s); Grupo A/B/AB (91-155 s);
Colagénio/ADP: Grupo 0 (74 — 104s); Grupo A/B/AB (59-1015s)
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Os resultados foram usados para dirigir o estudo: histéria hemorragica pouco sugestiva com
valores de PFA normais — estudo terminado, nos casos em apesar da histéria ser pouco
sugestiva os valores de PFA estavam prolongados — avancou-se para estudos.

Para o estudo de agregacao, foram colhidos aproximadamente 13.5 ml de sangue periférico
em citrato de sodio 3.2% (0.109 M) com dispositivo de sistema de vacuo .Nas situagGes em
gue ndo foi possivel obter esse volume, no caso das criangas, foram aceites volumes menores.
Tendo o estudo de agregacdo sido realizado para apenas alguns agonistas e em
concentracdes especificas mais informativas para o esclarecimento da situagdo do doente.

As amostras (doente e controlo) foram colocadas em repouso por um periodo de 30-45 min e
posteriormente centrifugadas a 150 g durante 10-15 min, a temperatura ambiente. Efectuou-se
a transferéncia, com pipeta plastica, dos 2 tercos superiores do plasma de cada tubo para tubo
de centrifuga 15 ml “Falcon®’. Do plasma rico em plaquetas obtido, foi retirado
aproximadamente 0,5ml para efectuar contagem do n° de plaquetas no contador automatico
CellDyn Saphire ABBOT®.

Os testes de agregac¢do foram efectuados, a 37°C, no agregdmetro CRONOLOG® Dual Aggro-
Meter. O plasma pobre em plaquetas (PPP) autélogo foi utilizado para ajustar o zero (a escala)
antes da adicdo de cada agonista. Volumes de 450 pml de PRP foram pipetados em cuvetes
de vidro siliconizadas, as quais foram adicionados os seguintes agonistas: Ristocetina 1,25
mg/ml, Colagénio 2ug/ml, ADP 10 e 5 uM, EPI 10 e 5 M, AA 1.6 € 0.5 uM e TRAP 25 uM.
Registou-se o baseline antes da adicdo dos agonistas e as respectivas curvas de resposta em
papel no registador Amersham Pharmacia Biotech acoplado ao agregémetro, por um periodo
de 5 min. N&o foi realizado ajuste do numero de plaquetas do PRP.

As curvas foram avaliadas qualitativamente por comparacdo com o controlo do dia efectuado
nas mesmas condi¢cdes, e a resposta ao agonista classificada como normal, diminuida ou
ausente. Nos casos em que o volume de PRP era limitante utilizaram-se os agonistas mais

informativos para a suspeita inicial.

Estudos de Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo (CF) é uma técnica que mede e analisa, simultaneamente, multiplas
caracteristicas fisicas de particulas de forma individual, geralmente células, a medida que
fluem num fluxo de fluido através de um feixe de luz. Resumidamente, as células individuais
em suspensdo sdo marcadas com um anticorpo monoclonal conjugado fluorescente (mAb) e,
em seguida, passadas através de uma camara de fluxo através do feixe concentrado de um
laser. Depois de a luz laser activar o fluoréforo no comprimento de onda de excitacao,
detectores processam a fluorescéncia emitida e propriedades de dispersédo da luz de cada
célula. A intensidade da luz emitida é directamente proporcional a densidade de antigénio.

Para os estudos de CF, foram colhidos cerca de 3 ml de sangue periférico em citrato nos
adultos e 1 mL para estudos em criangcas. As amostras controlo foram sujeitas as mesmas

condi¢des de colheita, transporte e processamento.
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Os estudos de CF foram realizados nos citbmetros FACSCalibur® (Becton Dickinson) ou
FC500® (Beckman coulter) em sangue total e a identificacdo das plaquetas fez-se pela
caracteristica de disperséo de luz side-scatter e pela positividade anti-CD42b conjugado com

FITC. Para cada estudo foram avaliados 10 000 eventos..

Avaliacdo da capacidade Funcional da GPlIb-llla (PAC-1)

No ensaio PAC 1, os agonistas usados e respectivas concentra¢gdes foram TRAP (25 uM) e
ADP (10 uM). O sangue total foi diluido em solugdo salina (1:10) e foi adicionado anti- PAC 1
mAbs ao tubo de polipropileno. As amostras foram deixadas em repouso durante 15 minutos
no escuro, a temperatura ambiente, € novamente suspensas em solugdo salina, antes da
aquisicdo no citometro. A percentagem de plaquetas positivas para PAC1 FITC foi avaliada ao

nivel Basal e ap0s estimulacao induzida com os agonistas.

Estudos de ativacdo plaquetaria (avaliacao basal e pés estimulacdo)

Nos ensaios de activacdo para avaliacdo da P-selectina (CD62P) e o CD63 (granulos densos),
foram adicionados os agonistas: AA, TRAP6, EPI e ADP a uma concentragéo final de 0,1 mM,
5 uM e 25 uM, 20 uM e 5 uM, respectivamente. Resumidamente, o sangue total foi diluido em
solucéo salina (1:10) e foram adicionados anti-CD42b-FITC e anti-CD62P-PE ou anti-CD63-PE
e mAbs ao tubo de polipropileno. As amostras foram deixadas em repouso durante 15 minutos
no escuro, a temperatura ambiente, € novamente suspensas em solugdo salina, antes da
aquisicdo no citobmetro. Os resultados para CD62P e CD63 foram expressos como

percentagem.

Teste de captacdo e libertacdo de mepacrina.

Para o ensaio de captagéo e libertagdo de mepacrina, foi diluido sangue total a 1:10 com
solugdo salina e incubou-se com 40 uM mepacrina durante 20 minutos, no escuro a
temperatura ambiente (teste de absorcéo); para o teste de libertacéo, foi adicionadoTRAP6 30
uM ao tubo. As amostras foram novamente suspensas em soluc¢do salina e analisadas no
citometro. O resultado foi considerado normal quando o racio do indice médio fluorescéncia

(IFM) entre a absorcao e libertacdo de mepacrina foi maior do que 1,5.

Andlise de dados

Os resultados foram colocados numa base dados em Microsoft Excell, onde foram tratados.
Para a analise estatistica dos dados recorreu-se a medidas de tendéncia central e na avaliacdo
do grau de concordancia entre as metodologias LTA e CF fez-se uso do K de Cohen. Critérios
de valorizagdo da concordancia: k<O sem concordancia; 0-0.20 0.20<k<0.40 suficiente;
0.40<k<moderada, 0.60-0.80 boa e K>0.80 muito boa.
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Caracterizacdo da populacao

Foram estudados 68 propdsitos, 46 adultos e 22 criancas (idade <18 anos). Dos adultos,
28 eram do sexo masculino e 40 do sexo feminino, com média de idade de 43 anos (19-77). No
grupo de criangas 9 eram do sexo feminino e 13 do sexo masculino, com média de idade de 10
anos (1-18). Foram ainda estudados 12 familiares pertencentes a 8 familias. A média de idade

na populacéo estudada (n=80) foi de 32 anos (1-77).

Em 71 individuos (52 adultos e 19 criancas) foi efectuada a avaliagdo da sintomatologia
hemorragica através do score de Rodeghiero et al (24). O score hemorragico na populagdo
adulta foi em média de 2,26 (0-8) e na populacéo pediatrica de 1,7 (0-5). No global a média do
score hemorragico da populacdo estudada foi de 2,24 (0-8), sendo que 61% (42/71)

apresentavam score baixo (<3) (Fig 6).
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Figura 6. Score hemorragico nos doentes em estudo (n=71).
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Testes de avaliacdo global (testes de rastreio)

Hemograma - nimero e volume plaquetar médio

Dos 80 individuos estudados, 60 tinham nudmero de plaguetas normal, 19
trombocitopenia (PLT<150 x109/L) e 1 apresentava ligeira trombocitose (PLT >400 x109/L). No
grupo de doentes com trombocitopenia o volume plaguetar médio foi de 11,5 fL (7,0-17), sendo
que 14 tinham macrotrombocitopenia (VPM> 9,7 fL).

A observacdo do esfregaco de sangue periférico ndo revelou alteracdes morfoldgicas

sugestivas de patologias sindrémicas.
PFA

O teste de PFA foi efectuado em 77 individuos, 70 doentes e 7 familiares. Em 3 doentes nao foi
efectuado PFA por nimero de plaquetas <80 x10%/L. No total 54,5% (42/77) tinham o PFA

prolongado.

Testes de avaliacdo especificos: Agregacao plaguetar e Citometria de Fluxo da

Plagueta

Tendo em conta os resultados dos testes de avaliacdo plaquetar globais, os doentes foram
agrupados considerando em: i) doentes com trombocitopenia e ii) doentes com contagem
plaquetar normal. Para cada grupo os doentes foram subdivididos de acordo com o resultado
do PFA.

Doentes com Trombocitopenia

Foram estudados 14 propésitos todos com macrotrombocitopenia (VPM> 9,7 fL) e 5
familiares. Dos 16 individuos em que se efectuou o PFA, 10 tinham PFA prolongado (62,5%) e
6 PFA normal (37,5%).

Neste grupo, foram efectuados 15 estudos de estudos de agregacéo plaquetar e CF

em simultaneo e 4 de CF isolados.

Da andlise dos resultados da agregacdo plaquetar (n=15), ndo foram detectadas
alteracdes em 53,3% (8/15) doentes. Todos os doentes com PFA normal (n=4) apresentavam
agregacfes normais, bem como o doente em que néo foi feito o PFA (Figura 7).

No grupo de doentes com PFA prolongado (n=10), 3 ndo apresentavam alteracdes na
agregacao plaquetar,.Neste grupo a alteracdo mais comum foi a diminuicdo de resposta a
epinefrina (7/10), seguida da diminuicdo de resposta ao colagénio observada em 5/10 dos

doentes estudados. Um doente apresentou diminuicdo da resposta ao agonista mais forte,
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TRAP6. Nos doentes que apresentavam agregacao plaquetar alterada, todos com PFA

prolongado, 72% (5/7) apresentavam resposta diminuida a 2 ou mais agonistas (Fig. 7).
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Figura 7 - Resultados de Agregacao Plaquetar em doentes com trombocitopenia- Distribuicdo dos
resultados por agonista

O estudo por citometria de fluxo (CF) foi normal em 52,6% (10/19) dos doentes (Fig. 8).
Apresentavam altera¢des por CF 50% dos doentes com PFA prolongado (5/10) e 33,3% (2/6)
dos doentes com PFA normal . Nos doentes com PFA normal a CF revelou altera¢des na
activacdo plaquetar, com diminuicdo de CD62P e CD63 em resposta aos agonistas. Nos
doentes com PFA prolongado para além das alteracbes de activacdo plaquetar (mais
frequentes) observaram-se alterag6es nos testes mais especificos: mepacrina e ligagdo do
PAC1. Em 21,1% (4/19) dos doentes observou-se uma diminuicdo do nimero de glicoproteina

la, todos com, PFA alterado.
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Figura 8 - Resultados de Citometria de Fluxo em doentes com trombocitopenia - Distribui¢cdo dos
resultados por teste

Doentes com contagem normal de Plaquetas

Foram estudados 61 individuos, 54 propésitos e 7 familiares. Em 54,1% (33/61) o PFA estava
prolongado e os restantes apresentavam PFA normal (28/61).

Neste grupo, foram efectuados 51 estudos de estudos de agregacdo plaguetar e CF em
simultaneo, 7 de CF isolados e 3 de agregacéo isolados.

Dos 54 doentes estudados por agregacao plaquetar 50% tinham PFA prolongado (Fig 9). O
grupo com PFA prolongado apresentava mais alteracBes do que o grupo com PFA normal
(48,1% vs 33,3%), sendo que a alteracdo mais comum foi a diminuicdo de resposta a
Epinefrina (11/27), ,ao ADP (8/27) e ao colagénio (7/27). Um doente apresentou diminui¢cdo da
resposta ao agonista ao TRAP e um resposta diminuida a ristocetina (Fig. 9).

No grupo com PFA normal a alteragao mais comum foi a diminuicdo de resposta a epinefrina
(9/27), seguida da diminuicdo de resposta ao ADP (2/27) (Fig. 9). Um doente apresentou

diminuicdo da resposta ao agonista acido araquidoénico.
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doentes sem/ com alteragbes 14 13 ’

1
Ristocetina |1
Acido Araquidénico |[[T5)
Epinefrina 11 ’
ADP 8 )
Col 7 )
1

TRAP

27)

(n

PFAprolongado

doentes sem/ com alteracdes 18 9 I

Ristocetina
Acido Araquidénico

-
Epinefrina Ez_lg—l

=27)

(n

PFA normal

ADP
Col
TRAP

normal diminuida

Figura 9 - Resultados de Agregacdo Plaquetar em doentes com contagem plaquetar normal -
Distribuicéo dos resultados por agonista

Dos 22 doentes com agregacado plaquetar alterada, 14 apresentavam resposta diminuida a 2

ou mais agonistas. Destes 11 tinham PFA prolongado (Fig. 10 A e B).

[CJNormal [INormal

| mAlterada ‘ H Alterada

11 agonista 1 agonista

[J= 2 agonista [J> 2 agonista

PFA Normal PFA prolongado

Figura 10 -Resultados da agregacao plaquetar em doentes com n° Plaquetas normal. .A ') Grupo de
doentes com resultados do PFA Normal B) Grupo de doentes com resultados do PFA prolongado.
Distribuicdo de acordo com a classificagdo: agregacdo Normal ou Alterada. Resultados da agregacéo

Alterada subdivididos de acordo com o0 n° agonistas com resposta diminuida.

Nos 58 doentes estudados por CF, o numero de alteracdes foi ligeiramente maior no grupo dos

doentes com PFA prolongado (24% vs 19%) (Fig. 11).
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Em ambos os grupos as alteracdes de activacdo plaquetar foram o achado mais comum,
nomeadamente a diminuicdo de CD62P em resposta aos agonistas. Em 5 doentes observou-se

diminuicao de resposta do PAC-1 e 3 tinham teste da Mepacrina negativo.
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Figura 11- Resultados de Citometria de Fluxo em doentes com n° Plaquetas Normal - Distribuigcdo
dos resultados por teste

Comparacéo dos resultados obtidos nos testes de avaliagdo especificos

Em 65 doentes o estudo plaquetar foi efectuado por agregacéo plaquetar e citometria de fluxo
em simultaneo (n= 15 trombocitopenia; h= 51 contagem de plaquetas normal) (Tabela 9).

No grupo de doentes com trombocitopenia, 46,7% (7/15) apresentavam resultados normais
pelas 2 metodologias, 13,3% (2/15) alteradas apenas por LTA e 6,7% (1/15) alteradas apenas
por CF. Os resultados estavam alterados por ambas as metodologias em 33% (5/15) dos
doentes.

No grupo de doentes com contagem plaquetar normal, 50,9% (26/51) apresentavam resultados
normais pelas duas metodologias, 27,5% (14/51) alterados apenas por LTA e 7,8% (4/51)

apenas por CF. Em 13,7% (7/51) os resultados eram alterados pelas duas metodologias.

A avaliacdo da concordancia dos resultados obtidos pelas duas metodologias LTA e CF, foi
efectuado através da utilizacéo do teste k de Cohen’s. No grupo com trombocitopenia, em 80%
(12/15) dos casos as duas metodologias eram concordantes e com valor de k= 0.595 (IC 95%:
0.189-1.000) indicativo de grau de concordancia moderado. No grupo com n° Plaquetas
Normal, a percentagem de concordancia foi de 64,71% (33/65) revelando um grau de
concordancia menor (K = 0.215) (IC 95%: -0.036-467) (Fig.12).

Avaliac@o do score hemorragico nos diferentes grupos
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Tabela 9 - Alteracfes observadas no uso conjunto das duas metodologias

Doentes com trombocitopenia Doentes com contagem Plaquetar Normal
Citometria Fluxo Citometria Fluxo
n=15 | Normal | Alterada n=51 Normal | Alterada
Normal 7 1 Normal 26 4
Agregacao Agregacao
Plaquetar plaquetar
Alterada 2 5 Alterada 14 7

Classificagao dos doentes em grandes grupos diagnésticos

No grupo de doentes com trombocitopenia (n=19) os doentes foram classificados nos seguintes
grupos de diagnéstico: Macrotrombocitopenia familiar (n=7; 3 familias), macrotrombocitopenia
ndo especificada (n=5), suspeita de Storage Pool Disease/ Defeito de Sinalizacdo (n=5) e
suspeita de défice de receptores a-adrenérgicos (n=2) (Fig. 12-A).

No grupo de doentes com contagem plaquetar normal, em 46 ndo se encontraram alteracdes
diagndsticas, 9 foram classificados de Storage Pool Disease/ Defeito de Sinalizagdo, 2 com
suspeita de défice de receptores a-adrenérgicos, 1 com suspeita de Trombastenia de
Glanzmann variante e 1 com suspeita de Sindrome de Bernard Soulier monoalélica (Fig. 12-,
B).

Diagndsticos nos Doentes com trombocitopenia Diagndsticos nos Doentes n2 Plaquetas Normal

A B recetores a

recetoresaadrenergicos; 2 adrenergicos; 2

1G; 1
SBS monoalélica; __
1

Macrotrombaocitopenia familiar; 7

Figura 12. Diagndsticos nos doentes estudados.

A) Grupo doentes com trombocitopenia. B) Grupo doentes com n° Plaquetas Normal
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As patologias hereditarias da plaqueta sdo um grupo diagnéstico heterogéneo, de dificil
caracterizacdo, apenas possivel por testes laboratoriais especificos disponiveis em poucos
laboratérios. A correcta avaliacdo destas patologias passa pela realizacdo de uma histéria
clinica criteriosa com pontuacdo de um score hemorragico, testes globais (hemograma,
observagdo do esfregaco de sangue periférico, PFA) e por testes mais especificos como a

agregacdo plaquetar e citometria de fluxo, entre outros (14)(48).

Este trabalho, de natureza retrospectiva, teve como objectivo avaliar os resultados
obtidos nos estudos de agregacéo plaquetar e citometria de fluxo e analisar a sua mais-valia
para o diagnoéstico de patologias da plaqueta. O estudo incluiu 68 propdsitos (46 adultos e 22
criancas) e 12 familiares pertencentes a 8 familias. Em média, o “score” hemorragico da
populacao estudada foi de 2,24 (0-8), em que 61% (42/71) apresentavam score baixo (<3).

No nosso estudo os resultados da avaliagdo deste pardmetro mostraram um score <3 em mais
de metade da populacéo, e a média era mais baixa na populacdo pediatrica, provavelmente

como reflexo da falta de desafios hemostaticos até a altura do estudo(27).

Dos 80 individuos estudados, 61 tinham numero de plaguetas normal e 19
apresentavam trombocitopenia e nenhum apresentava alteragdes morfoldgicas no esfregago
de sangue periférico.

Em 77 individuos foi efectuado o teste de PFA para avaliacdo global de alteracdes da
funcéo plaquetar, tendo sido prolongado em 54,5% (42/77) dos casos. Este teste, apesar de ja
ndo ser recomendado para diagndstico da funcdo plaquetar (20), continua a ser um teste (til
para avaliacdo da funcdo plaquetar, em especial das formas mais graves de disfungéo
plaguetar e também nas criancas, em que o volume de amostra € um aspecto limitante(47). Por
outro lado, este teste também ndo esta recomendado para doentes com plaquetas <
80x10°/L(28). N&o obstante do resultado do PFA normal em cerca de metade dos individuos,
prosseguiu-se para testes especificos de avaliacdo da fungédo plaquetar tendo em conta a
historia clinica pessoal ou familiar.

Para a avaliacao dos resultados dos estudos de agregacdo plaquetar e citometria de
fluxo os doentes foram agrupados em: i) doentes com trombocitopenia e ii) doentes com

contagem plaquetar normal, sub-divididos de acordo com o resultado do PFA.

Foi avaliado um grupo de 14 propdsitos com trombocitopenia, todos com
macrotrombocitopenia (VPM >9,7 fL). Neste grupo, dos 6 individuos com PFA normal, 4
fizeram agregacéo que nédo revelou alteragdes, no entanto, por CF 2 tinham alteracfes no teste

de activacdo plaquetar (CD62P, CD63). Por outro lado nos doentes com PFA prolongado
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(n=10), 7 apresentavam alterac8es por agregacao plaquetar, todos com diminuicdo da resposta
a epinefrina, 5 na resposta ao colagénio, 3 dos quais com alteracdo em ambos. A avaliacédo
destes doentes por CF revelou alteracfes em 5/10 verificando-se sobretudo alteracfes nos
testes de activacdo e quantificacao de glicoproteinas de membrana plaquetar (3/10).

Neste grupo, independentemente do valor PFA, o teste de agregacdo plaquetar, se
avaliado isoladamente, teria identificado 7/15 individuos e a CF 6/15, em que 5/15
apresentavam alteragbes em ambos os testes. Utilizando uma abordagem de técnica Unica

poderiam ter ficado 3 (20%) individuos por identificar (Fig.12).

No grupo de 54 propésitos com contagem normal de plaquetas, a percentagem de
estudos com alteragbes na agregacdo foi superior naqueles que apresentavam PFA
prolongado (48%). No grupo com PFA prolongado, a maioria (85%) apresentava alteracdes
com 2 ou mais agonistas, o que é indicativo da concordancia entre o prolongamento do PFA e
disturbios plaguetares mais acentuados. Hayward et al 2008, no seu trabalho sobre a utilidade
diagnéstica da agregometria para o despiste de patologia plaquetar encontra uma maior
probabilidade de associag¢éo a doencas quando existe alteragdo/diminuicdo de resposta a 2 ou
mais agonistas(21). Dos individuos com PFA normal, 33% (9/27) apresentavam altera¢gfes na
agregacao, a maioria com alteracdes apenas em 1 agonista, nomeadamente na resposta a
epinefrina. No entanto, 3 tinham alterac6es em 2 ou mais agonistas (2 Epi+ ADP, 1 Epi+AA)
cujas alteracdes o teste de PFA ndo permitiu identificar.

Por CF, em 20,6% (12/58) dos estudos foi possivel identificar altera¢des, sendo que a
maioria destes encontra-se no grupo de PFA prolongado (24% vs 16%). Em 4/25 estudos de
PFA normal, foram identificadas alteragbes por CF, todos com alteracdo de
expressao/libertacdo de CD62P. Estes dados reflectem a capacidade da CF analisar alteracdes
ao nivel da libertacdo de granulos, alteracdes estas frustes que néo se refletem em testes mais
globais como o PFA. Ja no grupo com PFA prolongado, as altera¢gfes por CF foram néo s ao
nivel dos granulos alfa (CD62P), mas também envolvendo os granulos densos (CD63,
mepacrina) e ligacdo a GP llb/llla (PAC1). Neste grupo, independentemente do valor PFA, o
teste de agregacao plaquetar, se avaliado isoladamente, teria identificado 21/51 individuos e a
CF 11/51, em que 7/51 apresentavam alteracdes em ambos os testes. Utilizando uma
abordagem de técnica Unica poderiam ter ficado 18 individuos por identificar, sendo que a
agregacao per se permitiria colocar hipétese diagnéstica em 14 deles, revelando uma maior
capacidade diagnostica no grupo de individuos com plaquetas normais (Fig.12).

Por agregacéo plaquetar a diminuigcdo de resposta a epinefrina, um agonista fraco, foi a
alteragdo mais frequente, o que esta de acordo com a variabilidade inter-individual do niamero
de receptores a-adrenérgicos na membrana da plaqueta (21) (37). Por CF, a alteracbes de

activacdo em resposta a agonistas foram as mais frequentes.

De um modo global, a utilizacdo das 2 técnicas permitiu aumentar a capacidade de

obter uma suspeita diagndstica. Neste estudo, a CF mostra uma capacidade diagnéstica muito

Dalila Ferreira Marques Patricio 2017 41



DISCUSSAO

semelhante a da agregacdo em individuos com trombocitopenia, 0 que sugere que uma
abordagem inicial por CF podera ser uma opcao a considerar neste grupo de doentes. Por
outro lado, em individuos com plaguetas normais, a agregacdo mostrou ter maior capacidade
em identificar alterac6es(23). Em conjunto, estes resultados deverdao ser tidos em conta no
algoritmo laboratorial de estudo destas patologias, particularmente em situacdes que o volume
de amostra e nimero de plaquetas poderdo ser limitantes no nimero de testes a realizar, bem
como na populagédo pediatrica.

Tendo em conta os resultados dos testes de agregacdo plaguetar e CF foi possivel

classificar os propésitos em grandes grupos de diagndstico. No grupo que apresentava
trombocitopenia estas técnicas identificaram 5 individuos com provavel SPD/Defeito de
sinalizacdo e 2 individuos com provavel défice de receptores a-adrenérgicos. No grupo com
contagem de plaquetas normais, 9 foram classificados como provavel SPD/Defeito de
sinalizacdo, 2 com provavel défice de receptores a-adrenérgicos, 1 com provavel Trombastenia
de Glanzmann variante e 1 com provavel SBS monoalélico.
A inclusé@o dos individuos em grandes grupos diagndsticos foi possivel em 52% dos casos
estudados. Quer no grupo com trombocitopenia, quer no grupo de individuos com plaquetas
normais, o diagnéstico de suspeita de SPD/Sinalizacdo foi a suspeita diagnostica mais
frequente, resultados que estdo em concordancia com os publicados na literatura (41). A
utilizacdo de testes funcionais adicionais tais como a lumiagregrometria tem-se revelado
particularmente Gtil na confirmacéo diagndstica deste sub-grupo de patologias hereditarias da
plagueta (22) (37).

Neste estudo, que teve como fio condutor uma avaliagdo clinica exaustiva e uma
abordagem laboratorial onde se incluem testes especificos, ndo disponiveis em todos os
laboratérios, ficaram por classificar 48% dos individuos. Neste sentido, e tendo em conta o
crescente conhecimento das alteragbes moleculares subjacentes as patologias da plaqueta,
uma abordagem que inclua as novas tecnologias de sequenciacdo massiva sera uma mais
valia no estudo destas patologias. Ndo obstante, previsivelmente, pelo menos no futuro
préximo, os estudos funcionais continuardo a ser insubstituiveis na caracterizacdo destas

doencas e no estabelecimento da correlacao genétipo-‘lesédo plaquetar”.
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As patologias hereditarias da plaqueta sdo um grupo diagnéstico heterogéneo, de dificil
caracterizacdo cuja avaliacdo passa pela realizacdo de uma histéria clinica criteriosa com
pontuacédo de um score hemorragico, testes globais (hemograma, observacéo do esfregaco de
sangue periférico, PFA) e por testes mais especificos como a agregacédo plaguetar e citometria
de fluxo, entre outros.

Este trabalho, de natureza retrospectiva, incluiu 68 propésitos e 12 familiares, teve
como objectivo analisar os resultados obtidos nos estudos PFA, agregacdo plaquetar e
citometria de fluxo e avaliar a sua mais-valia para o diagnéstico de patologias da plaqueta.

No grupo de individuos com trombocitopenia, a CF permitiu identificar 2 individuos com
alteracdo na activacdo plaquetar e PFA normal. Neste grupo, utilizando uma abordagem de
técnica unica teriam ficado 20% de individuos por identificar.

No grupo com contagem normal de plaquetas, a maioria (85%) de individuos com PFA
prolongado apresentava alteracdes de agregagdo com 2 ou mais agonistas, o que € indicativo
de uma boa correlacdo entre os testes. Por CF, foi possivel identificar alteracdes em 20,6% dos
estudos, sendo que a maioria destes tinha PFA prolongado, a semelhanca do observado por
agregacao plaqguetar. No entanto, em individuos com PFA normal, a CF permitiu identificar
alteracbes em ambos os grupos, relacionando-se com a sua sensibilidade para deteccéo de
alteracg@es frustes ao nivel da libertagédo de granulos(44).

De um modo global, a utilizacdo das 2 técnicas permitiu aumentar a capacidade de
obter uma suspeita diagnéstica, tendo sido classificados 52% dos individuos estudados em
grandes grupos de diagnéstico.

De futuro, a correlacdo de estudos funcionais juntamente com conhecimento das
alteragBes moleculares subjacentes as patologias da plaqueta permitira uma melhor

caracterizagdo destas doencas de dificil diagndstico(20)(45)(46).
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