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RESUMO

A esclerose sistémica (ES) é uma doenga sistémica caracterizada
por microangiopatia, exuberante atividade do fibroblasto e anor-
malidades imunoldgicas. A faceta microangiopatica é responsivel
pela maioria das complicagdes com potencial mortalidade. A inte-
ragdo entre o endotélio e as plaquetas desempenha um papel impor-
tante na fisiopatologia da ES. Evidéncias de ativacio plaquetiria
na ES incluem niveis séricos elevados de substancias derivadas das
plaquetas (fator 4 plaquetirio, fator de Von Willenbrand, trom-
boxane A2 e B-tromboglobulina), agregados plaquetarios circu-
lantes, anormalidades ultraestruturais nas plaquetas e a presenca de
plaquetas aderidas ao endotélio. A presente revisio aborda de forma
critica os principios e problemas potenciais dos principais métodos
de avaliacio da fun¢io e ativagdo plaquetarias. A avalia¢io da capa-
cidade de agregacio das plaquetas é feita com e sem a adi¢io de
agonistas (adenosina difosfato, coligeno e adrenalina). A ativacio
plaquetaria pode ser avaliada de duas formas: pela dosagem da
concentra¢io plasmatica de substancias que sio liberadas pela
ativagio plaquetaria (ex., tromboxane, fator 4 plaquetirio) e pela
mensuracio da expressio em membrana plaquetiria de moléculas
que sdo transportadas para a membrana plaquetiria durante o
processo de ativagio das plaquetas (ex., GMP-140 e glicoproteina
11b/111a). Uma contribuigio recente para este campo foi dada pela
demonstracio de que a enolase especifica de neurdnios (NSE) é
liberada das plaquetas para o plasma em pacientes com ES em
atividade. Assim, a dosagem da NSE, que é um exame disponivel
nos principais laboratérios com énfase na dosagem de marcadores
tumorais, pode se tornar um marcador de atividade plaquetiria de
grande utilidade em diversas condig¢des clinicas.

Palavras-chave: esclerose sistémica, agregacio plaquetdria, ativacio
plaquetaria.

ABSTRACT

Systemic sclerosis (SSc) is a multisystemic disease characterized
by microangiopathy, exuberant fibroblast activity and immu-
nologic abnormalities. The microangiopathic aspect is
responsible for the most severe and life-threatening features
of the disease. The interaction between endothelium and
platelets plays an important role in the pathophysiology of
SSc. Evidence of platelet activation in SSc includes high plasma
levels of platelet-derived substances (Von Willenbrand factor,
platelet factor 4, thromboxane A2, and B-thromboglobulin),
circulating platelet aggregates, ultra structural abnormalities
in platelets, and the presence of platelets adhered to the
endothelium. This review addresses the principles and possible
pitfalls of the main methods for evaluation of platelet
activation and function. The assessment of the ability of platelet
aggregation is performed with and without the addition of
agonists (adenosine diphosphate, collagen, adrenaline). Platelet
activation may be assessed by two ways: by measurement of
plasma concentration of substances that are released as the
platelets are activated (e.g., thromboxane, platelet factor 4)
and by the measurement of membrane expression of molecules
that are transported to the platelet membrane during the
activation process (e.g., GMP-140, glycoprotein IIb/IlIa).
A recent contribution to this field was the demonstration that
neuron-specific enolase (NSE) is released from the platelets into
the blood in patients with active SSc. NSE, which is readily
available in clinical laboratories with emphasis in tumor markers,
may become a useful platelet activation marker in a series of
clinical conditions.

Palavras chaves: systemic sclerosis, platelet aggregation, platelet
activation.
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INTRODUGAO

A esclerose sistémica é um distarbio sistémico de etiologia
desconhecida, caracterizada por microangiopatia e fibrose da
pele e de visceras, incluindo o trato gastrintestinal, os pulmdes,
o coragio e os rins!'®. O grau e o ritmo de acometimento da
pele e dos 6rgios internos variam entre os pacientes.
Entretanto, podem ser identificados dois subgrupos, apesar
de existir alguma sobreposicio. Um subgrupo recebe a
designacio de esclerose sistémica difusa e caracteriza-se pelo
surgimento rapido de espessamento simétrico da pele nas partes
proximal e distal dos membros, na face e no tronco. Nesses
pacientes ocorre um risco maior de manifestacdes viscerais,
especialmente nos primeiros anos da enfermidade. O outro
subgrupo é o da esclerose sistémica limitada, definida pelo
espessamento cutaneo simétrico limitado aos dedos ou 2
extremidade distal dos membros e a face. Com freqiiéncia
esse subgrupo possui caracteristicas que configuram a chamada
sindrome CREST (calcinose, fendmeno de Raynaud,
dismotilidade esofagiana, esclerodactilia e teleangiectasia)!®2.

A esclerose sistémica apresenta distribuicio mundial e afeta
todas as ragas®?%. O inicio da doenca ocorre em geral entre
a terceira e quinta décadas e as mulheres sio afetadas cerca
de trés vezes mais do que os homens e ainda de modo mais
freqliente durante os anos férteis. Virios fatores ambientais
tém sido associados com o surgimento de esclerose sistémica
e de outras doengas semelhantes a esclerodermia como, por
exemplo, a exposi¢do ao pé de silica, cloreto de polivinil,
bleomicina e silicone, entre outros®->%.

Sabe-se que a esclerose sistémica tem como caracteristica
mais proeminente a hiperproducio de coligeno cuja quali-
dade é normal. Entretanto, a etiologia e a patogénese dessa
doenga permanecem desconhecidas. Atualmente, os estudos
apontam alguns pdlos fisiopatologicos para a esclerose sisté-
mica®? tais como: anormalidades da microcirculagio; fa-
tores citotoxicos que podem causar alteracdes da microcir-
culacio; interacdes entre os fibroblastos e a matriz celular;
anormalidades do sistema imunolégico, em particular o
papel dos auto-anticorpos e o papel dos mastdcitos.

A fibrose generalizada que ocorre na pele e em outros
4rgios que contém tecido conjuntivo tem atraido a atengio,
nio s6 dos estudiosos afeitos a R eumatologia, mas também
de diversas outras disciplinas, pois serve como modelo para
estudos dos eventos fisiopatologicos que levam a formacio
de fibrose.

Nos ultimos anos tém surgido virias evidéncias de
conexio entre os produtos derivados de plaquetas ativadas
e dois elementos fundamentais da esclerose sistémica - hipe-
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ratividade dos fibroblastos e microangiopatia. E, de fato,
tem se demonstrado de forma consistente um acentuado
grau de ativacdo plaquetiria na esclerose sistémica.

ATIVAGAO PLAQUETARIA

Ha diversas evidéncias de ativagdo generalizada das plaquetas
na esclerose sistémica. Algumas substancias plaquetarias
estdo em concentragio elevada no soro de pacientes com
esclerose sistémica, tais como o fator de Von Willenbrand,
fator plaquetario 4, tromboxane A2 e beta-tromboglo-
bulina®. Ademais, hi demonstragio de agregados plaque-
tarios circulantes bem como documentacio ultramicros-
copica da existéncia de altera¢des morfoldgicas plaquetarias,
da presenca de plaquetas aderidas as células endoteliais e,
ocasionalmente neutréfilos carregando em sua superficie
plaquetas ativadas. Todas essas altera¢des sio compativeis
com intensa ativacio plaquetdria na esclerose sistémica®>39,

Uma endoarterite proliferativa de pequenas artérias é a
base fisiopatoldgica para grande parte dos sinais e sintomas
observados na esclerose sistémica. As plaquetas parecem
ter papel importante na evolucio da microangiopatia da
esclerose sistémica®. Elas interagem com o subendotélio
exposto ap0s a lesio endotelial primaria causando agregacio
e descarga do seu contetido granular, principalmente adeno-
sina difosfato (ADP), serotonina e cilcio. ADP é um impor-
tante ativador secundario das plaquetas, tendo grande ativi-
dade no recrutamento de plaquetas integras para o local
do dano vascular. Além disso, a degranulacio dos granulos
alfa provoca a liberagio de compostos ativos tais como fatores
de crescimento, moléculas de adesdo (P-selectina) e fatores
de coagulacio. A aderéncia ao subendotélio exposto e o
grau de proliferacio luminal sio conseqiiéncias diretas da
extensio da perda endotelial da parede do vaso®*3®).

As proteinas secretadas pelas plaquetas tém varias func¢des
bioldgicas, incluindo pré-coagulagio, anti-heparinica e
promocio de crescimento celular. Algumas dessas proteinas,
tais como fator 4 plaquetdrio e a beta-tromboglobulina,
sdo existentes apenas nas plaquetas e assim seus niveis séricos
servem como marcadores de ativacio das mesmas®D.
Além desses, outro fator importante na interacio das pla-
quetas com a parede vascular é o fator de Von Willebrand
(vWEF). E provivel que 0 aumento na concentracio plasma-
tica do VWF seja derivado das células endoteliais. Nesse
caso, ele perpetuaria a lesio endotelial, tendo participacio
na agregacio plaquetaria e adesio ao subendotélio da parede
do vaso lesado. Portanto, a medida do vWF no soro pode
ser atil como marcador de dano endotelial®”.
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Virios mediadores derivados das células endoteliais
inibem a agregacio plaquetiria, principalmente a pros-
taciclina (PGI,). Além do mais, heparina e a trombomo-
dulina na superficie endotelial inibem a ativagio da trom-
bina plaquetiria®. Portanto, o comprometimento da
funcio endotelial pode favorecer diretamente a ativagio
plaquetaria e essas, uma vez ativadas, desempenham papel
importante na microangiopatia da esclerose sistémica®".

A molécula de adesio P-selectina expressa nas células
endoteliais serve como mediador da aderéncia e agregacio
plaquetaria, uma vez que a deficiéncia desse mediador nas
células endoteliais provoca falha na adesividade plaque-
taria®). Esses dados sdo corroborados por estudos mostrando
que a inibi¢io da expressio da P-Selectina previne lesdo
de reperfusio apds isquemia miocirdica®. A prostaciclina
tem acdo oposta a da P-selectina e reduz o tamanho do
infarto em associacio com diminuicio do acimulo de
plaquetas nos vasos isquémicos“?.

Vale ressaltar que a ativagio plaquetaria na esclerose sisté-
mica pode contribuir para a ocorréncia de doenca arterial
oclusiva pela liberacio de fatores de crescimento; pode
contribuir também para a fibrose tecidual uma vez que
produtos plaquetirios estimulam a sintese de glicosa-
minoglicanos, particularmente pelos fibroblastos®*”). Os
fibroblastos dos pacientes com esclerose sistémica apre-
sentam anormalidades na membrana plasmatica e ligam-se
ao colageno via GPla/lla, eletroforeticamente e imunologi-
camente idéntica a integrina 02/B1, que também regula a
ligagao do coligeno e laminina com as células endoteliais,
queratinécitos e células epiteliais. Portanto, aumento na
resposta plaquetaria ao coligeno na esclerose sistémica pode
refletir uma alteragio generalizada na membrana celular,
mas se faz necessario uma melhor investigacio da expressio
da integrina nas membranas celulares, em particular,
naquelas observadas na esclerose sistémica*?.

A adesio plaquetiria ao subendotélio tem se mostrado
fundamental na evolu¢io da proliferacio vascular da escle-
rose sistémica. As plaquetas interagem com o subendo-
télio exposto apds lesio levando a agregacio plaquetiria e
descarga de seu contetido granular. Virios fatores governam
essa interacio plaqueta-parede vascular: extensio da lesdo
endotelial, velocidade e caracteristica do fluxo sangiiineo,
concentragio sérica do fator de Von Willebrand e relacio
tromboxane/prostaciclina no microambiente vascular. Ha
evidéncias in vitro da adesio plaquetaria ao subendotélio
na esclerose sistémica que parecem preceder o desenvol-
vimento das lesdes vasculares proliferativas. Além disso, a
doenga vascular na esclerose sistémica atinge preferen-
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cialmente pequenas arteriolas e microcirculagio onde o
fluxo é mais constante e menos pulsitil e justamente onde
a aderéncia plaquetdria ao subendotélio é maior®.

O mecanismo exato pelo qual ocorre aumento da adesi-
vidade das plaquetas esclerodérmicas ao coligeno perma-
nece desconhecido. As diferencas funcionais de populacdes
plaquetarias em controles e pacientes com esclerose sisté-
mica podem ser a base para as diferengas na adesio. Por
exemplo, plaquetas jovens tém sido relatadas como tendo
maior afinidade pelo coligeno do que as plaquetas mais
velhas®. E possivel que a populacio de plaquetas esclero-
dérmicas seja mais jovem que o normal em vista do elevado
nivel plasmatico de beta-tromboglobulina e de agregados
plaquetdrios circulantes na esclerose sistémica. Essas
altera¢des indicam aumento da utiliza¢io plaquetiria, uma
vez que os niveis plasmaticos de beta-tromboglobulina e o
numero de agregados plaquetdrios circulantes correla-
clonam-se inversamente com o tempo de sobrevida das
plaquetast®>°
o tempo de sobrevida das plaquetas na esclerose sistémica.

). Entretanto, nio hd estudos especificos sobre

MARCADORES DE ATlVA(}AO PLAQUETARIA

Diversos métodos tém sido utilizados, principalmente nas duas
Gltimas décadas, para avaliar a funcio e o grau de ativacio
plaquetaria (Tabela 1). Testes que estudam a funcio plaquetaria
medem a sua capacidade de adesdo, agregacio e/ou ativagio.
Portanto, ¢ necessirio compreendermos um pouco da
fisiologia das plaquetas. As plaquetas sio fragmentos celulares
anucleados e contém trés tipos de organelas maiores: granulos
alfa, lisossomos e corpos densos. Os granulos alfa contém
fibrinogénio, fator 4 plaquetdrio, proteina 140 da membrana
do granulo (GMP-140), P-selectina, CD62p, trombospondina,
beta-tromboglobulina e fatores de crescimento. Os lisossomos
contém hidrolases 4cidas e o antigeno CD63. Os corpos densos
contém adenosina trifosfato, adenosina difosfato e serotonina.
Deve-se ressaltar que secrecio e agregacio nio estdo sempre
ligadas, ou seja, é possivel que plaquetas sem estimulo a secre¢io
possam estar agregadas®'>?.

Apés ativacio as plaquetas sofrem diversas alteragdes
bioquimicas e morfolégicas®® com liberagio do contetido
granular e exposi¢io de epitopos de membrana dependentes
da ativagio. Alguns métodos bioquimicos sio capazes de
detectar essas alteracoes mesmo que nio haja altera¢io na
agregacio. Entre eles estio o radioimunoensaio (RIA), o
enzimaimunoensaio (ELISA) e a citometria de fluxo®*%?,
capazes de detectar neoantigenos de superficie bem como
dosar os niveis séricos de produtos de ativacio plaquetiria.
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TABELA 1%
MARCADORES DE ATIVACAO PLAQUETARIA

Categorias Métodos

Agregometria plaquetdria

Agregacao plaquetaria espontanea Agregometria
Agregados plaquetarios circulantes Citometria de fluxo
Agregagao agonista-induzida Agregometria

Produtos de ativagdo plaquetdria

Beta-tromboglobulina (plasma) RIA ou EIA
Fator 4 plaquetario (plasma) RIA ou EIA
11-dehidro-TXB2 (urina) RIA
2,3-dinor-TXB2 (urina) GC-MS
Glicocalicina (plasma) EIA

Marcadores de superficie de plaquetas ativadas
GPIIb-IIIa ativada
P-selectina (GMP-140, CD62P, CD63)

Citometria de fluxo
Citometria de fluxo

“Turnover” plaquetario
Tamanho e forma das plaquetas Microscopia eletronica

*Adaptado de Kenneth, WU. Platelet activation and markers. J Intern Med 239:17-34,
1996.

EIA = enzimaimunoensaio; RIA = radioimunoensaio; GC-MS = gas chromatography-
mass spectrometry; GPIIb-IIIa = glicoproteina de membrana plaquetaria IIb-IIIa;
TXB2 = tromboxane B2.

O interesse na area de agregacio plaquetaria foi estimu-
lado pela disponibilidade do agregometro plaquetirio
desenvolvido por Born® em 1960. A medida da agregacio
plaquetaria é simples. Sangue venoso citratado é centri-
fugado a 2.000 rpm por 10 minutos para obten¢io do
plasma rico em plaquetas (PRP). Em seguida aliquotas do
PRP ajustadas para 300 x 10°/L sio colocadas em cubetas
sob agitacdo continua e a extensdo da agregac¢io é registrada
no agregometro pelo grau de intensidade de transmissio
da luz. O teste de agregacio plaquetaria deve ser conduzido
com ou sem a adi¢do de agonistas fisiolégicos. Na auséncia
desses, a ocorréncia de aumento de 20% na transmissio da
luz dentro de 10 minutos ap6s a adicio do PRP no agrego-
metro reflete um teste positivo para agregacio plaquetiria
espontanea. Além da agregacio plaquetiria espontanea é
interessante medir a agregac¢io induzida por agonistas:
adiciona-se ADP, coligeno ou adrenalina e a agregabilidade
¢ definida como a concentragio minima de um agonista
em induzir agregacio maxima. Como ¢é dificil quantificar
precisamente a agregacio, cuidados devem ser tomados
visando reduzir os fatores extrinsecos que a influenciam.
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Por isso, o PRP deve ser preparado a fresco e usado no
teste de agregagdo até trés horas apds a preparacio.

A libera¢io do contetdo das organelas plaquetarias pode
ser usada como um indicador de ativag¢io plaquetaria.
O contetddo dessas organelas é de dois tipos: substancias
que sdo liberadas no plasma tais como a serotonina e aquelas
que permanecem ligadas 2 membrana tais como GMP-140.
No primeiro caso amostras simples de plasma sio necessarias
para analise enquanto que aquelas que permanecem ligados
a membrana requerem amostras de plaquetas para andlise®.
A beta-tromboglobulina e o fator 4 plaquetirio sio pro-
teinas especificas liberadas dos granulos alfa das plaquetas
ativadas®®. Niveis séricos alterados de ambas as proteinas
tém sido descritos em virias doencas, incluindo cancer,
hipertensio arterial grave, doenga arterial coronariana e
o769 Entretanto, como elas sio de excrecio
renal, a funcdo renal deve ser avaliada cuidadosamente na

diabetes melit

medida de seus niveis plasmaticos. Outros pesquisadores
tém encontrado flutuagdes nos niveis plasmaticos de
voluntarios sadios dependendo da hora do dia, idade,
técnica de flebotomia, tipo de anticoagulagio e preparacio
6165 e ainda pelo uso de certas drogas, como
por exemplo, os beta bloqueadores®. A beta-trombo-

da amostra

globulina, composta de 81 aminoacidos dispostos em quatro
subunidades idénticas, foi primeiramente descrita por
Moore et al., em 197567, Ocupa cerca de 10% do contetido
dos granulos alfa, sendo liberada sob influéncia de conhe-
cidos ativadores plaquetarios, tais como ADP, coligeno,
imunocomplexos e trombina. Sua meia-vida plasmaitica é
de aproximadamente 100 minutos e é excretada na urina®.
O fator 4 plaquetario foi descrito em 1969 por Niewiaroswski
e Thomas. E uma proteina de 70 aminoacidos secretada

870 Age por inter-

como um complexo de 2 tetrimeros
feréncia na acio da heparina e, portanto, promove a coagu-
lacio. Em razio de o fator 4 plaquetario ser uma proteina
ligada a heparina, a presenca de anticoagulante no sangue
tem influéncia na determinacio de seus niveis. Além disso,
o0 4cido acetil-salicilico causa uma reducao na concentracio
plasmitica de fator 4 plaquetirio”. O fator 4 plaquetirio
e a beta-tromboglobulina diferem apenas em sua porc¢io
amino-terminal 4, o que lhes confere similaridade quimica
e imunolégica’, embora tenham funcdes inteiramente
distintas. Ambas as proteinas podem ser medidas de maneira
eficaz tanto por radioimunoensaio quanto por enzimaimu-
noensai0(39—41,56,73—76)'

A preparacio inicial da amostra bioldgica é extremamente
importante para a dosagem sérica de qualquer substancia

derivada das plaquetas, incluindo a beta-tromboglobulina
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e o fator 4 plaquetirio. Sangue venoso é coletado cuida-
dosamente, sem garroteamento excessivo, com agulha de
médio calibre, em seringa de plistico polipropileno previa-
mente resfriada. Imediatamente a amostra deve ser transfe-
rida para tubo de plistico com soluc¢do anticoagulante (icido
citrico 38 mM, citrato de sédio 60 mM e dextrose 14 mM)
na propor¢io 9:1 v/v. Em aproximadamente 15 minutos
deve-se centrifugar a amostra a 2.000 rpm por 30 minutos a
4°C, para obtencio do plasma pobre em plaquetas (PPP). O
terco médio do PPP é cuidadosamente aspirado e armazenado
a -20°C até a dosagem do marcador. Esta serd efetuada por
ELISA ou RIA através de kits comercialmente disponivelis.
A ativagio plaquetaria é acompanhada também pela
sintese de tromboxane A2 (TXA2). O TXA2 ¢ liberado na
circulagio sangiiinea e é rapidamente convertido em TXB2,
um produto estavel, porém inativo. Este por sua vez, é
convertido em uma série de compostos, incluindo o
2,3-dinor-TXB2 e 0 11-dehidro-TXB2, que sdo excretados
na urina. A combina¢io de dosagem desses dois elementos,
por ELISA, pode fornecer informagdes tteis a respeito da
sintese de TXA2C>7). A capacidade de sintese de TXA2
pelas plaquetas ativadas também pode ser estimada pela
medida de TXB2 sérico, entretanto o uso do TXB2 com
marcador de ativa¢io plaquetiria nio tem sido avaliado
em detalhes®” 5)

da gplb, pode ser facilmente medida por ELISA"®. Niveis

. A glicocalicina®), fragmento proteolitico
séricos elevados desse marcador estio presentes na pirpura
trombocitopénica idiopatica’ e na trombocitopenia da
infec¢io por HIV". Niveis plasmiticos normais tém sido
relatados em pacientes com hipoplasia de medula ssea e
baixos niveis sio encontrados no sangue venoso umbi-

89). Interessantemente, em um estudo ex vivo, niveis

licalS
séricos da glicocalicina nio se correlacionaram com a
concentracio de P-selectina de membrana e beta-trombo-
globulina, considerando-se a possibilidade de que niveis
elevados de glicocalicina podem nio refletir realmente
ativacio plaquetiria e sim, simplesmente, algum outro
aspecto da fisiologia plaquetaria®).

Entretanto, a dosagem de outros produtos de ativagio
plaquetéria, tais como metabdlitos do tromboxane e a
glicocalicina, tem pouca aplicabilidade no momento.

Quando falamos em avaliacio de plaquetas ativadas
propriamente dita e nio em produtos de ativagio plaque-
taria, o método empregado é o da citometria de fluxo.
Como mostrado na Tabela 1 a citometria de fluxo ¢é atil
na detec¢io de glicoproteinas de membrana tais como a
GMP-140 ¢ a glicoproteina IIb/I11a. Para analisar a expressio
dessas glicoproteinas na superficie plaquetaria coleta-se
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sangue venoso em tubo contendo 100 pL de EDTA. O
plasma rico em plaquetas é incubado por duas horas a 4°C
em 1mL de paraformaldeido 1%. As células fixadas sio entio
centrifugadas a 2.000 rpm por cinco minutos em tempera-
tura ambiente. Em seguida, o botio de células é lavado
duas vezes com 1 mL de PBS. Apds, 100 pL da suspensio
fixada é incubada com 10 pL de monoclonal anti-GPIb
conjugado a fluoresceina e 10 pL de monoclonal anti-
CD62P conjugado a ficoeritrina ou monoclonal anti-CD63
conjugado a ficoeritrina. Depois de 20 minutos de
incuba¢io em temperatura ambiente, as amostras sao lavadas
uma vez com PBS e novamente fixadas adicionando-se 1
mL de paraformaldeido a 1% e armazenadas no escuro a
4°C. Posteriormente, sio levadas ao aparelho para anilise
citométrica®®9.

Algumas considera¢des metodoldgicas se fazem neces-
sarias. Todos os métodos descritos acima estio sujeitos a
interpretacdes erroneas principalmente em razio da possibi-
lidade de ativacio plaquetdria in vitro que pode ocorrer
durante a coleta e processamento da amostra. E extrema-
mente importante que se observem alguns detalhes tais
como calibre da agulha utilizada na pun¢io venosa, tempo
de coleta, qualidade do material utilizado bem como dos
reagentes empregados no processamento da amostra.
Deve-se evitar uso de coquetéis de anticoagulantes e
materiais de vidro e, se possivel, realizar a dosagem dos
marcadores em laboratérios especializados. O plasma deve
ser o mais pobre possivel em plaquetas e separado imedia-
tamente apds a coleta.

Como descrito acima, hi diversos métodos para avaliagio
da fun¢io plaquetdria, especificamente com relagio a sua
agregabilidade e ao seu grau de ativacio. Entio, surge a
pergunta: quais sio os melhores métodos para monitorar a
funcio plaquetiria?

Algumas pessoas consideram o método fisiolégico, ou
seja, o teste de agregacio plaquetiria, o melhor teste.
Porém o maior problema com esse método é que ele é
apenas um indicador grosseiro do que acontece com as
plaquetas. Ele pode, certamente, mostrar que a func¢io
plaquetéria foi inibida, mas nio pode, efetivamente, mos-
trar que as plaquetas tornaram-se ativadas e nem detectar
mudancas sutis na fun¢io plaquetiria. Outro problema é
que esse método requer uma quantidade muito grande
de plaquetas para sua execucio e, por exemplo, no caso
de pacientes com trombocitopenia é quase impossivel
obter o namero de plaquetas suficiente para realizar o
teste de agregacio.
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Por outro lado, a medida dos principais marcadores
solaveis e de membrana pode mostrar mudancas no estado
de ativacdo plaquetdria antes de ser detectada pelo método
fisiologico de agregacio plaquetiria. A dosagem plasmitica
de produtos de degranulacio plaquetiria por ELISA tem a
vantagem de ser de ficil interpretacio, de ser quantitativa e
nio requerer equipamento caro. Por outro lado, a citometria
de fluxo para deteccio de marcadores de membrana nos
permite enxergar altera¢des individuais das plaquetas. O
ELISA pode dosar um determinado constituinte plaquetirio
em uma suspensio de plaquetas, ao passo que a citometria
de fluxo indicard a percentagem de plaquetas contendo
diferentes quantidades desse constituinte. A citometria de
fluxo tem a desvantagem de ndo ser quantitativa, porém
uma contagem com calibragdo rigorosa tem tornado o
método mais eficaz, dando uma melhor aproximacio a
quantificacio do antigeno em questio. Apesar da citometria
de fluxo ser o método mais acurado, a facilidade do ELISA
torna-o o método mais utilizado. Contudo, pode haver
dificuldades técnicas com alguns marcadores, em especial, a
GMP-140 que nio se conserva bem, principalmente apds
fixag3o. Ja o antigeno CD63 ¢ estivel mesmo se as plaquetas
forem armazenadas e fixadas por algum tempo. Outro fator
a ser considerado é que o comportamento desses marcadores
pode ter diferentes significados. Por exemplo, o antigeno
CD63 requer intensa estimulagio para ser liberado, enquanto
a GMP-140 pode ser liberada sob moderada estimulagio.

Recentemente, demonstramos uma alta freqiiéncia de
niveis séricos elevados de enolase especifica de neurdnio
(NSE) em pacientes com esclerose sistémica®. A NSE foi
descrita originalmente por Moore e McGregor, em 19659,
utilizando fracionamento cromatogrifico e eletroforético
de proteinas soltveis do cérebro e do figado. Ela esta
presente em neurdnios e tecidos neuroenddcrinos
periféricos. Segundo Day e Thompsom®”, a NSE ocorre
também em plaquetas em niveis equivalentes a sua concen-
tragio no cérebro, e em eritrécitos em nivels aproxima-
damente 10% dessa. E considerada marcadora de cincer

de pequenas células de pulmio®“? e neuroblastoma®®-?.
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