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Resumo:

Introducédo: O lapus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca autoimune
cronica de origem ainda desconhecida, podendo causar lesdes inflamatérias em
diversos oOrgdos. Nos ultimos anos, tém sido atribuido as plaquetas funcdes
relacionadas na fisiopatogenia da autoimunidade, inflamacgé&o, aterosclerose e
imunologia do cancer. O papel das plaguetas como marcador de inflamacéo no
LES constitui area de interesse na atualidade. O volume plaquetario médio
(VPM) tem sido o indice mais estudado nas doengas autoimunes recentemente,
mas o uso do indice de plaquetas imaturas (IPl) pode trazer novas luzes no
conhecimento da atividade plaquetaria no LES e ainda ndo temos descricdo do

seu comportamento no LES.

Objetivo: Quantificar os indices plaquetarios (plaquetometria, VPM e IPI) em
pacientes com LES ativo e inativo comparativamente a controles sadios de
banco de sangue. Em paralelo, correlacionar os indices entre si e com alteracdes

laboratoriais da doenca.

Métodos: Estudo transversal, controlado. Adultos com LES de acordo com os
critérios do ACR 1997 e controles sadios de banco de sangue compuseram 0s
grupos. A plaquetometria e o VPM foram obtidos em contador automatizado XE-
5000. O IPI foi expresso de forma percentual por citometria de fluxo, sendo

positivas as células com fluorescéncia para RNA citoplasmico.

Resultados: Quarenta e cinco pacientes com LES (30 inativos) e 257 controles
foram avaliados. A mediana do IPI foi significativamente maior no LES ativo do
gue em controles sadios (p=0,032). Houve correlacdo significativa do IPlI com o
VPM na populacédo lupica (p<0,001; rs=0,519) e nos controles (p<0,001,
rs=0,845). Uma correlagao inversa entre IPl e plaquetometria foi observada nos
lipicos ativos (p=0,025; rs=0,575). Ndo houve associacdo entre IPl e presenca
de anti-DNA.

Conclusao: Os resultados do nosso estudo apontam para IPI elevado em
pacientes com LES ativo comparativamente a controles sadios. A correlagao
inversa do IPI com plaquetometria no LES ativo € um achado instigante e pode



estimular novas pesquisas. O papel do IPI como marcador inflamatério no LES

demanda confirmacéao futura.

Palavras chaves: Lupus eritematoso sistémico; indice de plaquetas imaturas;

Volume plaquetario médio; indices plaquetarios;



Abstract:

Introduction: Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune
disease of unknown origin that can cause inflammatory lesions in various organs.
In recent years, platelet-related functions have been assigned in the
pathophysiology of autoimmunity, inflammation, atherosclerosis and cancer
immunology. The role of platelets as a marker of inflammation in SLE is an area
of interest today. Mean platelet volume (MPV) has been the most studied index
in autoimmune diseases recently, but the use of the immature platelet fraction
(IPF) may bring new insights into the knowledge of platelet activity in SLE and we

do not yet have a description of its behavior in SLE.

Objective: To quantify platelet indexes (platelet, MPV and IPF) in patients with
active and inactive SLE compared to healthy blood bank controls. In parallel,
correlate the indices with each other and with laboratory abnormalities of the

disease.

Methods: Cross-sectional, controlled study. Adults with SLE according to the
ACR 1997 criteria and healthy blood bank controls made up the groups. The
platelet and MPV were obtained in automated counter XE-5000. The IPF was
expressed as a percentage by flow cytometry, and cells with fluorescence for

cytoplasmic RNA were positive.

Results: Forty-five patients with SLE (30 inactive) and 257 controls were
evaluated. The median IPF was significantly higher in active SLE than in healthy
controls (p = 0.032). There was a significant correlation between IPF and MVP in
the lupus population (p <0.001, rs = 0.519) and controls (p <0.001, rs = 0.845).
An inverse correlation between IPF and platelet counts was observed in active
lupus (p = 0.025; rs = 0.575). There was no association between IPF and

presence of anti-DNA.

Conclusion: The results of our data point to elevated IPF in patients with active
SLE compared to healthy controls. The inverse correlation of IPF with
plateletometry in active SLE is instigating finding and may stimulate further
research. The role of IPF as an inflammatory marker in SLE demands future

confirmation.



Key words: Systemic lupus erythematosus; immature platelet fraction; Mean

platelet volume; platelet indexes;
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1-Introducéo
1.1- Definicao

O ldpus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca inflamatéria crénica
de origem desconhecida, que cursa com a producédo de autoanticorpos contra
antigenos nucleares do proprio organismo, formacdo de imunocomplexos e
depositos dos mesmos em diferentes 6rgdos e tecidos, provocando reacao
inflamatoria e dano tecidual nos diversos sistemas do nosso corpo. A gravidade
€ muito variavel, dependendo sobretudo de quais os 6Orgaos estdo sendo
acometidos. A maioria dos pacientes apresenta as formas leves da doenca,
como ocorre no acometimento cutaneo e articular. JA os paciente com leséo
renal e sistema nervoso central tém maior gravidade e mortalidade mais
expressiva (1)(2)(3)(4).

As manifestacdes clinicas e sorolégicas da doenca podem ser as mais
variadas possiveis; como artrite, lesbes de pele, lesdes renais, vasculites,
acometimento das serosas, alteragdes hematoldgicas como anemia, leucopenia
e plaguetopenia, presenca de autoanticorpos, consumo de complemento,
alteracOes no sistema nervoso central, miosite, pneumonite, dentre outras. Neste
contexto, foram elaborados critérios clinicos e sorologicos para o diagnostico de
LES pelo ACR (American College of Rheumatology) em 1982 e revisados em
1997 (Tabela-1). Conforme esses critérios, sdo considerados como portadores

da doenca, aqueles que preencherem 4 ou mais dos critérios anteriores

DE)G)E)(T).

1.2- Epidemiologia

O LES pode ocorrer em qualquer faixa etaria, com maior prevaléncia entre
0s 16 e 55 anos de idade. Ocorre mais frequentemente entre mulheres durante
a idade fertil (2)(7).

A prevaléncia é estimada em 20 a 150 casos por 100 mil habitantes,

acomete individuos de todas as idades com predominio de mulheres jovens, com
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uma relacdo de 9 mulheres para cada homem em adultos e 3 mulheres para
cada homem na populacéo pediatrica. Nos ultimos anos, houve um aumento da
incidéncia em 3 vezes, muito devido ao diagnéstico mais precoce e das formas

mais leves da doenca(8)(9)(10).

As taxas de incidéncia na América do Norte, América do Sul e na Europa
sdo estimadas em 2 a 8 casos por 100 mil habitantes. No Brasil, estudos
realizados nas cidades de Natal-RN e Cascavel-PR, mostraram uma incidéncia

de 8,7 e 4,8 casos novos por 100 mil respectivamente (8)(11).

Dentre as etnias, notou-se uma maior frequéncia entre as mulheres afro-
americanas e hispanicas, quando comparadas com mulheres brancas.
Geralmente no grupo de mulheres brancas, a doenca é menos grave do que
entre as mulheres do outro grupo. Ja nos homens, o diagnostico tende a ser mais
tardio e a mortalidade no primeiro ano da doenca é maior quando comparados

com as mulheres(2)(12).

A sobrevida dos pacientes com LES tem aumentado consideravelmente
nos ultimos anos, passando de uma sobrevida média em 5 anos de 50% na
década de 1950, para mais de 80-90% em 10 anos na ultima década. Muito
dessa melhoria, se deve ao melhor entendimento da fisiopatogenia do LES,
diagnoésticos mais precoces da doenca, melhorias na assisténcia e estruturas
hospitalares disponiveis (dialise, transplante renal, unidades de terapia intensiva,
antibioticos, imunossupressores, corticoides)(13)(14).

A mortalidade do LES é bimodal. As mortes precoces estéo relacionadas
a prépria atividade da doenca, em especial quando se tem o rim e o cérebro
acometidos, e ao maior risco de infeccBes graves relacionados a terapia
imunossupressora agressiva, necessaria no inicio do quadro ou durante uma
ativacdo da doenca. As mortes tardias decorrem das préprias complicacdes
cronicas do LES e relacionadas as doencas cardiovasculares (infarto agudo do
miocardio (IAM) e acidente vascular cerebral (AVC)). Nestes pacientes, se
observa uma aterosclerose precoce e acelerada quando comparados a
populacdo sadia. Numa coorte canadense se observou uma razéo de incidéncia
para IAM, AVC e risco cardiovascular (IAM e AVC) respectivamente de 6,4, 4,4
e 9,9 eventos por 1000 pessoas ano. O risco relativo dos pacientes com LES foi
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2,61 para IAM, 2,14 para AVC e 2,28 para doencas cardiovasculares quando
comparados com pacientes nao lupicos (2)(13)(15)(16)(17).

1.3- Etiologia

Apesar de ndo se conhecer sua etiologia, admite-se que diferentes fatores
contribuam para o desenvolvimento do LES. Para cada paciente, o peso de cada
fator parece ser diferente. Fatores genéticos sdo demonstrados pela maior
prevaléncia de LES em parentes de primeiro e segundo grau; fatores ambientais,
principalmente exposi¢do raio ultravioleta e compostos quimicos, infeccdes
virais, hormonios sexuais e fatores emocionais sdo outros fatores conhecidos
(7)(12)(18)(19).

Fatores genéticos: Maior prevaléncia de doencas autoimunes em
familiares; gémeos monozigotos com maior concordancia que 0S gémeos
dizigotos; presenca maior de autoanticorpos em parentes de primeiro grau

guando comparados com familiares controles.

Fatores ambientais: O mais conhecido na ativacdo da doenca, é a
exposicdo a radiacdo ultravioleta. O aumento de autoantigenos na corrente
sanguinea provenientes da apoptose dos queratinécitos expostos a luz e alvos

dos autoanticorpos circulantes pode ser o mecanismo da ativagéo da doenca.

Fatores infecciosos: Varios microrganismos sao relacionados como
responsdveis pelo gatilho imunoldgico para desencadear ou ativar o LES. O mais
relacionado, e o que tem maior niumero de estudos, é a infec¢cdo pelo virus

Epstein-Barr em individuos geneticamente predispostos.

Fatores hormonais: Uma maior prevaléncia em mulheres em idade fértil,
mulheres que fazem uso de contraceptivos hormonais, mulheres apos a
menopausa que utilizam reposicdo hormonal, sdo evidéncias do horménio

feminino na génese da doenca.
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1.4 Patogénese

A quebra da tolerancia imunolégica decorrente de alteracdes da resposta
imune é a principal hipétese na patogénese do LES. Pessoas geneticamente
predispostas, quando expostas a fatores desencadeantes (hormonios,
infeccdes, drogas, radiacdo, etc.), pode ocorrer a quebra da tolerancia
imunoldégica, levando a exposicdo de autoantigenos as células apresentadoras
de antigenos, que por sua vez ativam os linfécitos T. Os linfécitos T autoreativos
estimulam os linfécitos B a produzirem autoanticorpos, que irdo produzir
imunocomplexos e ativar o sistema do complemento em conjunto com a
quimiotaxia dos neutrofilos, desencadeando processo inflamatoério local e
sistémico que ir4 provocar leséo tecidual difusa (19).

Além disso, corroboram para a patogénese da doenca, uma depuragao
deficiente de imunocomplexos e das células apoptéticas, fazendo com que estas
particulas permanegam mais tempo na corrente sanguinea e continuam
estimulando o sistema imunoldgico, favorecendo a perpetuacdo da resposta
autoimune(19)(20).

A patogenia envolvendo as citopenias autoimunes sdo mais amplas.
Dentre elas, destacam-se 0s anticorpos especificos contra a membrana celular,
aumento da apoptose e anticorpos contra fatores de crescimento e de

proliferagéo celular (21)(22).

1.5- Manifestac6es Clinicas

As manifestacdes clinicas sdo amplas no LES. Muitas vezes sdo queixas
inespecificas e vagas de dificil caracterizagdo como sendo de uma doenga ou
orgado especifico. Além do mais, os 6rgdos ou sistemas podem ndo serem

acometidos simultaneamente, dificultando ainda mais o diagndstico.

Queixas constitucionais como fadiga, perda de peso, febre e mal estar séo
gueixas comuns no inicio da doenca ou durante a atividade da mesma. A febre
geralmente é baixa e predominantemente vespertina. Muitas vezes pode causar

confusdo com infec¢bes sobrepostas. Devido ao paciente utilizar altas doses de
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corticoides e imunossupressores, a febre deve ser cuidadosamente avaliada
para excluir infeccdes e diferenciar febre da prépria doenca ativa. Outro achado
frequente no LES é o aumento de linfonodos, que na sua maioria séo indolores,

moveis de localizagc&o na regido cervical e axilares (16)(23).

O acometimento cutaneo é muito comum. Cerca de 90% dos pacientes
vao ter a pele acometida em algum momento da doencga. A maioria dos pacientes
apresenta fotossensibilidade apos exposicao a luz, caracterizada por eritema
difuso em areas expostas. A lesdo mais caracteristica da doenca é a lesdo em
“asa de borboleta”. Esta lesdo geralmente ndo causa dor, ndo provoca prurido e
ndo deixa cicatriz. E eritematosa, de inicio agudo e mais elevada na regido malar
e dorso nasal, preservando o sulco nasolabial desencadeada apds exposi¢ao
solar. As lesbes eritematosas difusas e as bolhosas agudas geralmente nao
deixam cicatrizes. As lesdes crbnicas ou lesbes discoides podem ocorrer
isoladamente ou no contexto da doenca sistémica. Geralmente, deixam
cicatrizes e iniciam com placas ou papulas eritematosas, desprovidas de
pigmentacao central e mais aderidas. Ocorrem mais frequentemente na cabeca
e no tronco. J4 as lesdes do lupus cutaneo subagudo, séo lesdes intermediarias
entre as agudas e as crénicas. Sao pequenas placas descamativas ou papulas
eritematosas, muitas vezes confundindo com psoriase ou eritema anular
centrifugo. Sdo mais comuns em aéreas exposta ao sol, mas podem ocorrer de
forma generalizada (24)(25)(26).

O acometimento musculoesquelético € muito comum no LES. Artralgias e
mialgias s@o as queixas mais frequentes relatadas pelos pacientes. A artrite
geralmente € poliarticular e simétrica, com predominio de pequenas articulacdes
(m&os, punhos, cotovelos e pés), ndo deformante e recidivante. Em raros casos
podem ocorrer as deformidades devido a frouxidao periarticular como
ligamentos, tenddes e cdpsula articular, patologia esta chamada de “Artropatia
de Jaccoud”. Uma das caracteristicas desta entidade € a reversdo da
deformidade ao exame fisico. Miosite (processo inflamatério da fibra muscular)
com elevacdo de enzimas musculares e fraqueza proximal, também pode

ocorrer em menor frequéncia no LES (27)(28).
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O comprometimento renal pode ocorrer em mais da metade dos pacientes
portadores do LES. A lesé@o pode ser leve, apenas com achados na microscopia
ou uma nefrite mais grave com perda de proteinas na urina, depdsito de
imunocomplexos nos glomérulos com perda de funcéo renal e insuficiéncia renal
aguda. Nos casos mais graves com perda de funcéo renal, deverda ser instituida
a terapia agressiva com imunossupressores 0 mais rapido possivel, pois a
evolucao para leséo irreversivel (insuficiéncia renal cronica) podera ser muito
rapida, causando uma alta morbidade nesses pacientes caso nao recebam
tratamento adequado. O acometimento renal € um marcador de mau progndstico
nos pacientes com LES, aumentando tanto a morbidade quanto a mortalidade
(5)(29)(30).

O sistema hematoldégico € muito frequentemente acometido. A anemia
mais comum €é a de doencas crbnicas e a mais associada com doenca
inflamatodria ativa. Anemia hemolitica autoimune esta presente em 10-20% dos
pacientes, diferentemente da anemia de doencas cronicas, pode ser mais grave
e de instalacdo mais rapida. Leucopenia e linfopenia sdo muito frequentes,
decorrentes da producdo de anticorpos especificos contra antigenos da
membrana dos leucaocitos e linfocitos. Estes achados sé&o encontrados durante
as fases ativas da doenca. O achado de celularidade normal ou até mesmo
hipercelularidade no mielograma é caracteristico. Em pacientes que usam

drogas mielotéxicas € mandatdrio o diagndstico diferencial(13)(22)(31).

A plaquetopenia também pode ocorrer no LES. As plaquetopenias
agudas, séo devido a producdo de anticorpos contra plaquetas. Nas formas
agudas estao relacionadas a atividade da doenca e aumentando a gravidade,
sendo fator independente de mortalidade nesse grupo de pacientes. Ja as
plaquetopenias cronicas, geralmente sdo mais leves e, na maioria dos casos,

n&o é necessario tratamento especifico (21)(31)(32).

As serosas também sdo acometidas. Mais comumente a pleura e o
pericardio sdo afetados, causando sintomas de dor ventilatério dependente. O
derrame pleural e/ou pericardico podem ser vistos na radiografia de térax. A

tomografia de térax e a ecocardiografia sdo exames mais sensiveis para
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derrames pleurais e pericardicos pequenos, respectivamente. Outras serosas,

como peritdneo e meninges sao afetadas numa frequéncia bem menor (33)(34).

Outros 6rgdos como coracao, pulmao, sistema nervoso central e ocular

também podem ser acometidos, porém menos frequentemente (12)(28).

Achados laboratoriais com aumento das provas inflamatérias como
velocidade de hemossedimentacdo (VHS) e proteina C reativa (PCR) séo
comuns e inespecificos. O Fator antintcleo (FAN) esta presente em mais de 98%
dos pacientes com LES, quando negativo devera se questionar a presenca da
doenca. Outros anticorpos séo encontrados com frequéncia, como o Anti-DNA,
Anti-SM, Anti-SSA, Anti-SSB dentre outros. O consumo do complemento, com
reducdo do C3 e C4 é um achado durante as fases ativas da doenca
(20)(28)(30).

A atividade da doenca pode ser avaliada usando uma combinagao de
achados clinicos e exames laboratoriais. Além da anamnese e exame fisico,
usamos hemograma, VHS, PCR, dosagem de complementos (C3, C4 ou CH50),
Anti-DNA e sedimento urindrio. Existem diversos indices para calcular a
atividade de doenca dos pacientes com LES, todos com sensibilidade
semelhantes. O mais utilizado € o SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index), em maior detalhe na tabela do anexo 1. E considerado

sendo LES ativo quando a pontuagédo do SLEDAI é maior ou igual 3 (35)(36).
1.6- Critérios diagnésticos

Nesta ampla gama de manifestacbes que ocorrem no LES, foram
elaborados os critérios clinicos e sorologicos para o diagnostico de LES. Em
1982 foi proposto pelo Colégio Americano de Reumatologia - ACR (American
College of Rheumatology) os 11 critérios para o diagnoéstico de LES. Em 1997
foi realizado uma revisado destes critérios, 0s quais séo utilizados até hoje. Para
um paciente ser portador de LES é necessario estar presente 4 dos 11 critérios

listados na tabela 1, anexo 2 (37).
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Tabela -1 Critérios de LES segundo ACR revisados em 1997

1-Eritema malar

Lesao eritematosa fixa em regido malar, plana ou em relevo

2-Lesao discoide

Lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratéticas aderidas

e tampdes foliculares, que evolui com cicatriz atréfica e discromia

3-Fotossensibilidade

Exantema cuténeo, como reacao nao usual a exposigdo solar, de
acordo com a histdria do paciente ou conforme observado pelo

médico

4-Ulceras orais ou nasais

Ulceras orais ou nasofaringeas, usualmente indolores,

observadas pelo médico

5-Artrite Artrite ndo erosiva envolvendo duas ou mais articulaces
periféricas, caracterizadas por dor e edema ou derrame articular.
6-Serosite Pleurite (caracterizada por histdria convincentede dor pleuritica ou

atrito auscultado pelo médico ou evidéncia de derrame pleural) ou
pericardite (documentado por eletrocardiograma, atrito ou

evidéncia de derrame pericéardico).

7-Comprometimento

renal

Proteindria persistente (> 0,5g/dia ou 3+) ou cilindrdria anormal

8-Alteracdes neurologicas

Convulséo (na auséncia de outra causa) ou psicose (ha auséncia

de outra causa)

9-Alteracdes

hematolégicas

Anemia hemolitica ou leucopenia (menor que 4.000 leucocitos/ml
em duas ou mais ocasides), linfopenia (menor que 1.500
linfécitos/ml em duas ou mais ocasides) ou plaguetopenia (menor

que 100.000 plaquetas/ml na auséncia de outra causa).

10-AlteracBes

imunolégicas

Anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm, ou presenca de anticorpo
antifosfolipide baseado em: a) niveis anormais de 1gG ou IgM
anticardiolipina; b) teste positivo para anticoagulante lipico ou

teste falso positivo para sifilis, por no minimo seis meses

11-Anticorpos
antinucleares (FAN)

Titulo anormal de anticorpo antinuclear por imunofluorescéncia
indireta ou método equivalente, em qualquer época, e na auséncia

de drogas conhecidas por estarem associadas a sindrome do

[Upus induzido por drogas
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1.7- Plaquetas

As plaguetas sé@o células complexas e a0 mesmo tempo instigantes
devido as mdltiplas fungfes a elas atribuidas na atualidade. A func&o primordial
dessas células é a de homeostase e a primeira fase da formacao do trombo apos
alesédo vascular. Nos ultimos anos, varias funcdes foram atribuidas as plaquetas,
muito além daquelas inicialmente conhecidas. A evolugdo do conhecimento
demonstra que elas estdo associadas a inflamagcdo, aterosclerose,
autoimunidade e na imunologia dos tumores. Receptores plaquetarios como
GPIb/IX/V, P-selectina, CD40 tem um papel importante na homeostase e tem
sido atribuidos na implicados progressdo das condi¢cdes inflamatoérias de
diversas doencas autoimunes (Artrite reumatoide, Lupus eritematoso sistémico,
doencas inflamatérias intestinais), na progressdo e manutencdo da
aterosclerose e das metastases de canceres. As plaguetas também auxiliam no
combate as infecgbes bacterianas, recrutando células imunes para o sitio
infeccioso e secretando substancias bactericidas (38)(39)(40)(41)(42)(43).

As plagquetas sdo pequenas células e desprovidas de nudcleo, liberadas na
corrente sanguinea provenientes das células progenitoras, os megacariocitos. O
megacariocito é uma célula mieldide que, embora vista com maior frequéncia na
medula 0ssea, também pode ser encontrada no pulm&o e baco. Durante o
processo de maturacdo, o nucleo do megacariocito se multiplica até se tornar
granular e liberar as plaguetas. Cada megacariécito pode liberar mais de 2.000
plaquetas na corrente sanguinea. O numero de plaguetas encontradas na
corrente sanguinea pode chegar a mais de um trilhdo de células. A contagem de
plaguetas em um individuo normal no sangue periférico esta entre 150.000 e
400.000 por milimitros cubicos (mm®) de sangue. Considera-se como
plaquetopenia quando essa contagem esta abaixo de 100.000. Plaquetopenias
leves geralmente ndo causam sintomas e nao precisam de tratamentos
especificos, porém em contagem mais baixas podem levar a sangramentos

importantes e risco de vida ao paciente (44)(45).

As plaguetas atuam nos estégios iniciais do processo da coagulagdo.
Muito devido ao numero elevado de plaquetas na corrente sanguinea e ao seu

pequeno tamanho, na presenca de uma lesdo endotelial, as plaquetas
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identificam facilmente essa alteracdo na anatomia do vaso ativando a producao
do trombo plaquetéario. Na fase inicial da formagcao do trombo, ocorre a adeséo
plaquetéria e ativacdo dos fatores de coagulagéo, destacando-se nos estagios
precoces desta cascata o fator Von Willebrand. ApoOs esta etapa, ocorre uma
ativacdo e ampliacdo da cascata da coagulacéo, liberando diversos mediadores
inflamatérios e formacédo do trombo. Os principais mediadores envolvidos na
formacé&o do trombo séo o fibrinogénio e a trombina em conjunto com o fator Von
Willebrand. Uma reducdo no numero de plaguetas ou disfuncdo das mesmas,

pode aumentar significativamente o risco de sangramento do individuo (43).

A relagéo entre trombose, inflamacéo, aterosclerose acelerada e cancer
€ bem estabelecida e as plaguetas sdo um elemento celular comum a esses
processos. Embora o papel das plaquetas na fisiologia da trombose esteja bem
conhecido, seu real papel nas vias inflamatérias e no cancer ainda nédo esta bem
esclarecido e parece ser bem mais complexa e com multiplos fatores associados.
Na hemostasia e na trombose se tém uma sequéncia de eventos iniciado com
uma plagueta inativa que ao se deparar com uma superficie vascular ndo integra
ou ao receber um estimulo de um fator plaquetario, torna-se uma plaqueta
ativada passando a exercer fungdes inflamatorias e imunolégicas. Mudancas
semelhantes a essas, sdo vistas em processos inflamatorios crénicos, como na
presenca de uma neoplasia maligna, doengas autoimunes e infec¢fes crbnicas.
As plaquetas ativadas sé@o susceptiveis de terem consequéncias dramaticas na
funcdo das plaguetas no processo da inflamacéo e no cancer. Sabe-se ainda,
gue este estado ativado das plaquetas esta correlacionado com aterosclerose

acelerada e presente na sepse (39)(40).

Evidéncias recentes tem mostrado a importancia das plaguetas nas
doencas cardiovasculares. O estado de inflamacao crénica € uma fator que leva
ao desenvolvimento de aterosclerose. Ja é conhecido que as plaquetas se ligam
ao fator Von Willebrand e aderem as células endoteliais, e esta ligacdo atrai
leucécitos para a superficie endotelial. Isso mostra que as plaguetas nao so
atraem os leucécitos para o local inflamatério, mas também potencializam a
inflamacgé@o levando a aterosclerose acelerada através de mediadores pro-
inflamatérios como tromboxano e o CD154 (CD40 ligante — CD40L). As

particulas do sistema do complemento tem uma relacdo de feedback com as
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plaguetas, onde as plaquetas ativam o sistema de complemento e as proteinas
do sistema de complemento ativam as plaquetas. Em modelos experimentais, o
aumento dos lipidios séricos, recrutam plaquetas para a camada endotelial do
vaso e 0s principais mediadores envolvidos neste contexto € o fator Von
Willebrand, P-selectina e a Glicoproteina Ib-1X. Aqui encontramos novamente o
papel das plaquetas relacionando o paradigma atual que inclui homeostase,
trombose, inflamacéo e aterosclerose (38)(40)(46)(47)(48)(49)(50).

Estipula-se que as plaquetas e os leucocitos compartilham uma célula
ancestral comum, o trombacito, facilitando a homeostasia e a imunidade em aves
e peixes. Devido a este fato, ndo é surpresa que as plaguetas exercam algumas

funcdes imunoldgicas e vista como uma extensao do sistema imune celular (51).

Evidéncias recentes, ligam as plaquetas aos diversos processos
inflamatorios, influenciando na biologia leucocitaria normal e nos sinais
inflamatérios. Apenas uma pequena parcela das plaquetas circulantes é
necessaria para impedir um sangramento, a presenca de 10.000 plaguetas ja é
suficiente para formacdo do trombo e evitar um sangramento nos pequenos
traumas. Isto corrobora que o grande numero de plaquetas presentes na corrente
sanguinea exercam fungbes adicionais, fazendo uma varredura do sistema
vascular e identificando particulas estranhas. Como salientamos anteriormente,
nos vertebrados inferiores as “plaquetas” aparecem com funcdes de transporte
de oxigénio e responsaveis pelo sistema de defesa animal. Com a evolucéo
animal, as plaquetas foram separadas dos leucdOcitos e dos eritrdcitos,
especializados no sistema imunolégico e transporte de oxigénio,
respectivamente. No entanto, ha crescentes evidéncias que as plaquetas ainda
possuem funcgdes residuais da sua origem na linha evolutiva no reino animal.
Mais recentemente, foram identificados receptores plaguetarios que exercem um
papel importante no sistema imunoldgico, principalmente na imunidade inata. A
expressao de receptores Toll Like (TLRS) indica a capacidade das plaquetas de
se envolverem diretamente contra patégenos e exercerem um papel
semelhantes aos dos leucocitos (43)(52)(53)(54).

Em adicao, na vigéncia de doencas graves causados por patdgenos com

alta viruléncia, a presenca de trombocitopenia piora o prognoésticos dos
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pacientes durante o estado infeccioso, dando mais suporte ao papel das
plaguetas sobre o sistema imunolégico do organismo. Muitos autores tém
publicado sobre a funcdo das plaquetas e sua interferéncia no sistema
imunolégico do organismo contra bactérias, virus e parasitas. As plaquetas
interagem com muitos elementos do sistema imune, incluido os mondcitos, as
células dendriticas e os linfocitos T (43)(53)(55).

As plaquetas produzem e liberam uma quantidade expressiva de
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, que apresentam uma funcéo
importante no sistema de defesa do organismo. Além disso, elas possuem
receptores proprios de quimiocinas que permitem a ativacdo por outras
plaguetas que liberam as quimiocinas. Quando os receptores de Toll Like
presentes na superficie das plaquetas identificam um agente estranho, ocorre
uma ativacao plaquetaria e liberacdo de uma grande quantidade de mediadores
pré inflamatdrios, recrutando células inflamatérias para o sitio proximo ao
endotélio lesado. O CD 154 também conhecido como CD40 ligante (CD40L) é
um componente muito presente nas plaquetas que provoca uma ativagao dos
linfécitos, que influéncia o sistema imune adaptativo e esta relacionado com a
ativacdo do complemento ligado ao processo inflamatério. Ou seja, tem dados
suficientes que evidenciam o importante papel que as plaguetas exercem sobre
0 sistema imunoldgico, tanto adaptativo quanto inato e da sua importancia na

fisiopatologia das doencas autoimunes, dentre elas o LES (41)(55)(56).

1.8- indices plaquetarios

As plaquetas imaturas ou plaquetas reticuladas séo as plaquetas jovens
recém lancadas na corrente sanguinea pelo megacariécito. Estas plaquetas
jovens ainda contém no seu citoplasma uma quantidade maior de RNA (Acido
Ribonucleico) proveniente das células progenitoras. Essas plaquetas imaturas

sd0 maiores e mais reativas que as plaquetas maduras (57).

As plaquetas imaturas estdo presentes em maior nimeros durante alta
atividade trombopoiética, como ocorre quando se tem destruicdo periférica de

plaguetas, fendbmeno este presente nas doencas autoimunes com producao de

24



anticorpos contra plaquetas (ex. LES, Purpura trombocitopénica autoimune) e
podem ajudar a diferenciar de outras causas de trombocitopenias. Naqueles
casos onde se tem um déficit de producao de plaquetas pela medula 6ssea, 0
namero de plaquetas imaturas na corrente sanguinea esta baixo, como
observado na aplasia medular ou na aplasia induzida por quimioterapia e
medicacdes mielotoxicas. Neste contexto, vemos a importancia da mensuracao
do indice de plaquetas imatura (IPl) para diferenciar uma plaquetopenia de
origem medular ou central daquelas de origem periféricas. Estudos recentes tém
confirmado que o IPl ou nimero absoluto de plaguetas imaturas no sangue
periférico é indicador da atividade trombopoiética, sendo mais confiavel que o
volume plaquetario médio (VPM) (57)(58).

O VPM é obtido dividindo o cripto-plaquetario pelo numero total de
plaguetas. A presenca do RNA no citoplasma permanece em média 24 a 48
horas apos as plaquetas serem lacadas na corrente sanguinea. Apos este
periodo essas plaquetas j4 sdo consideradas maduras. O RNA presente no
citoplasma das plaquetas, pode ser identificado através da citometria de fluxo e
método 6ptico com fluorescéncia. A contagem de plaguetas utilizando este
método, € realizada como parte dos parametros nos novos contadores
hematoldgicos automatizados, facilitando sua contagem e ao mesmo tendo uma
padronizacdo. Com isso temos disponivel, de uma forma rapida e com baixo
custo, outros parametros plaqguetarios, como o IPI, VPM e a plaquetometria. O
IPI pode ser oferecido tanto em nameros absolutos (alPl) como em percentual
das plaquetas imaturas (%IP1) (44)(57)(59).

Os novos parametros plaquetarios, conhecidos como indices plaquetéarios
avancados (IPI, alPl, %IPIl e VPM) vém sendo muito estudados para avaliar e
medir o estado de ativacdo plaguetaria. Como referimos anteriormente, as
plaguetas ativas estdo mais elevadas quando se tem um estado inflamatorio
ativo presente. O VPM aumentado ja foi associado ao aumento do risco
cardiovascular. Em uma metanalise realizada em 2010, o aumento do VPM
correlacionou com aumento de IAM, aumento de mortalidade apos IAM e
estenose coronariana apoés angioplastia, sendo considerada como um

biomarcador de pior prognostico em doentes com cardiopatia. O aumento do
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VPM na populacédo diabética pode estar associado ao aumento do risco de
doencas cardiovasculares (17)(60)(61)(62).

Também encontramos estudos associados VPM com a inflamacdo na
espondilite anquilosante, artrite reumatoide, LES e no lupus juvenil. No LES de
adultos os dados até o momento sédo conflitantes. Elevacbes de VPM foram
demonstradas por dois grupos de autores, enquanto niveis reduzidos foram
descritos em outros quatro estudos. Ou seja, 0 papel do VPM como biomarcador
no LES é ainda um campo aberto para estudo. Na sindrome antifosfolipidica o
VPM mostrou correlacdo com eventos trombéticos agudos e maior recorréncia
de trombose (39)(63)(64)(65)(66)(67)(68)(69)(70).

O IPl ainda € pouco estudado nas doencas autoimunes. Para sermos mais
exatos, s6 na PTI que o IPI foi amplamente avaliado. Estudos recentes
mostraram que o IPlI é bem mais elevado nos pacientes com PTI quando
comparados com as plaquetopenias de outras etiologias. O IPI utilizado como
biomarcador na PTI apresentou uma sensibilidade de 85,7%. Em criangas,
utilizando o ponto de corte de 9,4% foi praticamente diagndéstico de PTI, com
uma sensibilidade de 88% e uma especificidade de 85%. O papel do IPI em
condi¢cbes autoimune, diferente da PTI, ainda € pouco explorado e € motivo de
estudo para melhor estabelecer o seu real papel, como evidenciado pela reviséo

realizada recentemente e mostrada no anexo 5 (39)(57)(71)(72).

2- Justificativa

Evidéncias apontam que as plaguetas tém um papel importante e estédo
associadas as doencas inflamatérias cronicas. Estudos mostraram que 0s
indices plaquetarios como o IPl e o VPM s&o biomarcadores relevantes em
doencas inflamatorias. Até o presente momento temos poucas evidéncias destes

indices na populacéo lupica, em especial o IPI.
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3- Objetivo

Avaliar o comportamento dos indices plaquetérios (plaguetometria, VPM,
IPI e nimero absoluto de plaquetas imaturas) em pacientes com LES ativo,

inativos e controles.

Avaliar a possivel associa¢do, entre alteracdo de indices plaquetarios e

manifestacdes clinicas e laboratoriais de pacientes com LES.
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Abstract

Introducéo: O papel das plaquetas como marcadores de inflamacéo no lupus
eritematoso sistémico (LES) constitui area de corrente interesse. O volume
plaquetario médio (VPM) tem sido o indice mais estudado, mas o uso do indice
de plaquetas imaturas (IPl) pode trazer novas luzes no conhecimento da
atividade plaquetaria no LES. Objetivo: Quantificar ambos VPM e IPI em
pacientes com LES ativo e inativo comparativamente a controles sadios. Em
paralelo, correlacionar os indices entre si e com alteracdes laboratoriais da
doenca. Métodos: Estudo transversal, controlado. Adultos com LES de acordo
com os critérios do ACR 1997 e controles sadios de banco de sangue
compuseram 0s grupos. A plaguetometria e o VPM foram obtidos em contador
automatizado XE-5000. O IPI foi expresso de forma percentual por citometria de
fluxo, sendo positivas as células com fluorescéncia para RNA citoplasmico.
Resultados: Quarenta e cinco pacientes com LES (30 inativos) e 257 controles
foram avaliados. A mediana do IPI foi significativamente maior no LES ativo do
gue em controles sadios (p=0,032). Houve correlacdo significativa do IPlI com o
VPM na populacdo lupica (p<0,001; rs=0,519) e nos controles (p<0,001,
rs=0,845). Uma correlagéo inversa entre IPI e plaguetometria foi observada nos
lupicos ativos (p=0,025; rs=0,575). Ndo houve associacdo entre IPl e presenca
de anti-DNA. Conclusao: Embora restritos pelo nimero amostral, nossos dados
apontam para IPI| elevado em pacientes com LES ativo comparativamente a
controles sadios. A correlacéo inversa do IPI com plaquetometria no LES ativo é
instigante. O papel do IPI como marcador inflamatério no LES demanda
confirmacéo futura.
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Introducéo

As plaguetas constituem foco de destaque na literatura médica nos Ultimos anos
dadas as suas fun¢des interligadas ao sistema imunoldgico. Nao €, por conceito, uma
célula relacionada somente a homeostase vascular e a trombogénese. Atualmente,
sabe-se que exercem um papel fundamental na inflamagédo, aterosclerose,
autoimunidade e imunologia tumoral . Diversos receptores de plaquetas foram
recentemente descritos, estando provavelmente associados a persisténcia e progressao

de diversas condicdes inflamatérias ou autoimunes 2.

Uma das carateristicas dos estados inflamatérios é a liberacdo, por parte da
medula 6ssea, de plaquetas em forma ativada, o que ocorre em situagcfes de estresse
inflamatério agudo como sepse # doenca coronariana aguda °, pds-operatério de

cirurgia cardiaca ® e diabetes mellitus (DM) .

Os indices mais utilizados na avaliacdo da atividade plaquetaria séo o volume
plaquetario médio (VPM) e o indice de plaquetas imaturas (IPI), este Gltimo de descricdo
recente 8. No lUpus eritematoso sistémico (LES), foco deste estudo, os dados
envolvendo VPM e atividade da doenca séo conflitantes °1, O IPI tem sido raramente
avaliado em doengas autoimunes 2. Até o momento ndo ha estudos publicados

avaliando a associacao do IPI com doenca lupica.

No corrente estudo, objetivamos quantificar ambos VPM e IPl em pacientes com
LES ativo e inativo comparativamente a controles sadios. Em paralelo, os indices foram

correlacionados entre si e com alteragdes laboratoriais da doenga lupica.

Material e Métodos

O estudo foi observacional transversal, controlado. Os dados clinicos de
pacientes com LES foram coletados durante a consulta médica de rotina no ambulatério
de nosso Servigo. Durante a entrevista foram obtidas informagdes clinicas e procedida,
mediante consentimento informado, coleta de sangue para analise dos indices

plaguetarios.

O diagnostico de LES foi confirmado pelos critérios do Colégio Americano de
Reumatologia (ACR) de 1997 3. A idade minima para inclusdo no estudo foi 18 anos.
Foram excluidos pacientes com outras doencas inflamatérias, doencas infecciosas,
neoplasia nos ultimos 5 anos e insuficiéncia renal crdnica terminal em hemodidlise. O

grau de atividade da doenca lupica foi avaliado através do SLEDAI (systemic lupus
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erythematosus disease activity index), sendo considerados ativos aqueles pacientes

com pontuagdo maior ou igual a 34,

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de ensaio comuns e EDTA.
A plaquetometria, o VPM e o IPI foram obtidos no contador automatizado XE-5000
(Sysmex Corporation, Roche, Kobe, Japan) do laboratério de Patologia Clinica de nosso
hospital. Os valores de plaguetometria foram expressos em células/mm3(normal:
150.000-450.000), enquanto o VPM foi expresso em nimero absoluto. O VPM foi obtido
dividindo-se o cripto-plaquetario pelo nimero total de plaquetas (normal: 7,5-11,5fL)%.
Os valores de IPI foram considerados de forma percentual por citometria de fluxo; a
presenca de formas imaturas foi confirmada por RNA fluorescente no citoplasma
plaquetario’®. De acordo com relato prévios, os niveis de normalidade de IPI sdo de
1,3-9% .

Os dados dos pacientes foram comparados a controles sadios do banco de
sangue, nao pareados por sexo e idade. O corrente estudo foi aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul.

Andlise estatistica:

O célculo do tamanho da amostra foi efetuado utilizando-se o programa PEPI
versdo 4.0 e baseado no estudo de Briggs et al. de 2004 8. Para um nivel de
significancia de 5% com poder de 90% e um tamanho de efeito de no minimo 0,8 desvios

padrdes entre 0s grupos, seriam necessarios 24 pacientes em cada grupo.

As variaveis quantitativas foram descritas por média e desvio-padrao (DP), ou
mediana e amplitude interquartilica. As variaveis categoéricas foram descritas por
frequéncias absolutas e relativas. Para comparar médias, foram utilizados o teste T-
student ou andlise de variancia (ANOVA) complementada por teste de Tukey. Em caso
de assimetria, os testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis complementado por Dunn
foram aplicados. A correlagdo entre as variaveis foi avaliada pelo coeficiente de

Spearman. As analises foram efetuadas no programa SSPS versédo 21.0.

Resultados

Foram avaliados 45 pacientes com LES (30 com doenca inativa) e 257 controles

sadios de banco de sangue. Os dados demogréficos e clinicos dos pacientes com LES
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estdo descritos na tabela 1. A maioria dos pacientes era do sexo feminino, com tempo

médio de doenca de 108 meses. A média de idade foi 42,6 anos, ndo diferindo entre os

grupos de LES ativo e inativo. A ocorréncia de hipertenséo arterial sistémica (HAS), DM,

tabagismo e cardiopatia ndo diferiu significativamente entre os grupos.

A frequéncia de trombocitopenia foi baixa e também néo diferiu entre os grupos.

De significAncia estatistica, os pacientes com doenca ativa apresentaram maior

frequéncia de deplecéo de C3 e maior presenca de anticorpos anti-DNA em relacdo ao

grupo de inativos.

Tabela 1 — Dados demograficos e clinicos de pacientes lUpicos ativos e inativos.

Variaveis* LES total LES ativo LES ndo ativo P
(n=45) (n=15) (n=30)

Idade (anos) 42,6 +12,3 42,3 +11,2 42,7+ 13,1 0,911%
Sexo feminino 38 (84,4) 11 (73,3) 27 (90,0) 0,199°
HAS 20 (44,4) 8 (53,3) 12 (40,0) 0,596"
DM 2(4,4) 1(6,7) 1(3,3) 1,000°
Obesidade 3(6,7) 0 (0,0) 3 (10,0) 0,540°
Tabagismo 10 (22,2) 2 (13,3) 8 (26,7) 0,456
Cardiopatia 3(6,7) 0 (0,0) 3 (10,0) 0,540°
Tempo de doenca 108 (60-162) 120 (24-168) 102 (69-177) 0,638°
(meses)

Anti-DNA 11 (24,4) 8 (53,3) 3(10,0) 0,003¢
C3<78 8 (17,8) 6 (40,0) 2 (6,7) 0,011¢
Trombocitopenia 3(6,7) 2(13,3) 1(3,3) 0,254¢

* descrito por média * desvio padrdo, n(%) ou mediana (percentis 25 — 75)
HAS: Hipertensao Arterial Sistémica; DM: Diabetes Mellitus

ateste t; ":qui-quadrado; ¢:Mann-Whitney; ¢:fisher

Quando avaliado nos trés grupos (LES ativo, inativo e controles sadios), o VPM

nao diferiu significativamente, porém apresentou tendéncia de elevacdo em pacientes

com LES ativo (p=0.059) em relacdo aos controles, como observado na figura 1.
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Figura 1: Comparacéo entre o VPM (volume plaquetario médio) nos trés grupos
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Quanto ao IPI percentual, o valor médio foi maior nos pacientes com doenga
ativa, sendo a diferenca estatisticamente significativa na comparacdo com o grupo de
controles sadios (p=0,032). Nao houve diferencas significativas nos niveis médios de
IPF quando se comparou o grupo de LES ativo com inativo (p=0,242), e destes Ultimos

com controles (p=1,00) (Figura 2).

Figura 2. Comparagédo entre 0 %IPI nos trés grupos. LES: lUpus eritematoso
sistémico; IPI: indice de plaquetas imaturas
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Quando se avaliou a correlacdo de VPM com IPI, observou-se correlagdo
positiva (quanto maior o VPM maior o IPI) na populagéo lupica (rs=0,519; p<0,001) e

também no grupo controle (rs=0,845; p<0,001) (Figura 3).

Figura 3: Correlacao entre %IPl e VPM nos pacientes com LES
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Quando se avaliou a correlagéo entre IPI e contagem plaquetaria em pacientes
com LES, observou-se uma relagdo inversa entre as duas variaveis em ambos 0s
grupos de LES, porém com significancia estatistica somente no grupo ativo (rs=-0,575;

p=0,025). No LES inativo, os dados foram: rs =0,145; p=0,445. ( figura 4).

As médias do IPI foram correlacionadas com a presenca de anti-DNA na
populacéo lupica. N&o se observou correlagdes significativas no LES ativo (rs=-0,575;
p=0,152) e no LES inativo (rs=-0,145; p=0,200).
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Figura 4. Comparacgdo do numero de plaquetas com o IPF nos pacientes com LES.
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Discussao

Este estudo quantifica indices plaquetarios (VPM e IPl) em uma populacéo lupica
brasileira; de forma original, os indices foram correlacionados entre si e com alteracfes

laboratoriais da doenca.

A amostra, em concordéncia com a literatura, evidenciou um grande predominio
do sexo feminino!®. A média de idade (42 anos) é representativa de populacdo
relativamente jovem. O tempo médio de doenca (108 meses) reflete o longo tempo de

acompanhamento clinico destes pacientes em nosso ambulatério.

Como esperado, o grupo de LES ativo (SLEDAI acima de 3) apresentou uma
maior positividade para anticorpos anti-DNA e maior frequéncia de deplecdo de

complemento. N&o se observou diferenca nos grupos de LES ativo e inativo quanto as
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morbidades associadas (HAS, DM, tabagismo e cardiopatia), o que dispensou o ajuste

estatistico para estas variaveis quando da quantificacdo do VPM e IPI.

Ressaltamos que a correlagdo entre VPM com IPI foi significativa tanto na
populacdo lipica quanto no grupo de controles sadios, de onde se infere um
comportamento paralelo dos dois testes independentemente de presenca ou néo de

morbidades inflamatérias.

Nossos dados acerca do VPM apontaram para tendéncia de teste elevado no
LES ativo, muito proximo mas sem a devida confirmacao de significAncia estatistica (p=
0,059). Um numero amostral maior poderia ter ratificado esta elevacéo, o que pode ser

obtido em analises futuras.

Os dados de literatura acerca do comportamento biolégico do VPM em doencgas
autoimunes sdo escassos. Recentemente, reducdo do VPM foi descrita em pacientes
com artrite reumatoide e espondilite anquilosante, com retorno ao valor normal do VPM

apos tratamento das respectivas afeccdes %°.

Em um raro estudo abordando LES juvenil, altos niveis de VPM foram
detectados e correlacionados com atividade da doenca (21), o que esta de acordo com

nossos dados em LES adulto.

No LES de adultos, abordagem deste estudo, os dados até o momento sdo
conflitantes 2. Elevacdes de VPM foram demonstradas por dois grupos de autores 1921,
enquanto niveis reduzidos foram descritos em outros quatro estudos 2112023, Qu seja, o
papel do VPM como biomarcador no LES é ainda um campo aberto a novas

informacdes.

Os niveis médios do IPI percentual foram definidamente mais elevados em
nossos pacientes com LES ativo em relacao a controles sadios. Entretanto, os niveis

nao diferiram quando se comparou LES ativo e inativo. De qualquer forma, o achado
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pode indicar uma possivel utilidade do IPI como marcador de atividade inflamatéria no
LES. De interesse, ndo houve correlagédo do IPI com presenca de anticorpos anti-DNA,
0 que sugere que um IPI elevado possa estar associado a subgrupos de LES ativo com
anti-DNA ausente. Praticamente ndo ha estudos disponiveis abordando o binémico IPI-

LES, o que impede a comparagao de nossos achados.

Este estudo é o primeiro a abordar a correlagdo de IPlI com plaguetometria no
LES. Digno de nota, detectamos uma correlacdo inversa entre IP| e plaquetometria nos
pacientes com doenca ativa. Infere-se que contagens plaquetarias mais baixas tendem
a elevar o IPI na doenca ativa, fato ndo observado em pacientes inativos. O dado é
provocativo e de interesse pratico, uma vez que um teste elevado poderia se associar a
presenca de trombocitopenia no LES. O pequeno nimero de pacientes ativos em nosso
estudo restringe esta interpretacdo, e novos estudos sdo necessarios para confirmar

esta relacao.

Elevacbes de VPM e IPI tém sido associadas a aumentos de producdo de
plaquetas pela medula éssea e também a atividade plaquetaria. Ambos os testes vém
sendo utilizados como biomarcadores de resposta inflamatéria e parametros confiaveis
na diferenciacdo de causas de trombocitopenia. Tanto o VMP quanto o IPI se encontram
elevados nas plaquetopenias por aumento de destruicdo periférica, como ocorre na
parpura trombocitopenica autoimune e outras doengas com 0 mesmo comportamento
fisiopatolégico 1°1618 A incorporacdo do VPM e do IPI a pratica reumatoldégica no
segmento de biomarcadores é uma possibilidade real, desde que novos dados de

literatura em LES (e outras doencas autoimunes) justifiquem esta pratica.

Nosso estudo apresenta limitagcdes que devem ser comentadas. A casuistica
global de pacientes lUpicas poderia ter sido maior, e o nimero de pacientes com doenca
ativa ficou abaixo do calculo amostral. Um nimero amostral maior poderia ter definido

com mais precisdo os dados estatisticos envolvendo VPM e IPIl. Outra limitacao diz
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respeito ao nosso grupo de controles sadios que, embora numeroso, nao foi pareado

por sexo e idade.

Em resumo, quantificamos de forma original o VPM e o IPI em uma populacdo
lupica brasileira. A correlagdo dos testes entre si e do IPI com pardmetros laboratoriais
traz a tona reflexdes para estudos futuros. Concluimos por paralelismo na correlacao
dos dois testes, aumento do IPlI no LES ativo e correlacdo inversa do IPI com

plaguetometria na doenga em atividade.
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Anexo 1: Escore SLEDAI, quando presente nos ultimos 10 dias da visita clinica

Fator de
ponderacao

SLEDAI
SCORE

DESCRICAO

DEFINICAO

8

Convulsao

Instalacdo recente excluindo causa metabdlica,
infecciosa ou causada por drogas

Psicose

Alteracdo da funcdo mental normal devido a
alteracBes graves da percepc¢ao da realidade.
Inclui alucinacdes, incoeréncia, associacdes
livres, empobrecimento do contetido do
pensamento, pensamento marcadamente ilogico,
comportamento bizarro, desorganizado ou
catatonico. Excluir uremia e causas
farmacologicas/drogas

Sindrome organica
cerebral

Funcdo mental alterada com alteracéo da
orientacao, memdria ou outra fungéo intelectual
com rapida instalacdo e flutuacao dos achados
clinicos, incluindo obnubilacdo da consciéncia
com diminuicdo da capacidade de concentracao e
incapacidade de manter a atencdo ao ambiente
envolvente, mais pelo menos duas das seguintes:
disturbios da percepcéo, discurso incoerente,
insénia ou sonoléncia diurna, aumento ou
decréscimo da atividade psicomotora. Excluir
causa metabdlica, infecciosa ou causada por
drogas

Disturbios visuais

Alteracdes da retina ligados ao LES, incluindo
corpos coroideus, hemorragias retinianas,
exsudado seroso ou hemorragia na coroide ou
neurite dptica . Excluir hipertenséo ou causa
infecciosa ou causada por drogas

Disturbios nos
pares cranianos

Instalacéo recente de neuropatia sensitiva ou
motora atingindo os pares cranianos

Cefaleia lupica

Cefaleia grave, persistente; pode ser tipo
enxaqueca, mas deve ser resistente a terapéutica
narcotica

Acidente Vascular
Cerebral (AVC)

Instalagcéo recente de AVC

Excluir arteriosclerose

Vasculite

Ulceracéo, gangrena, nddulos digitais dolorosos,
isquemia periungeal, hemorragias sub-ungueais,
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ou bidpsia ou angiograma compativeis com
vasculite

Artrite Mais de duas articulagdes com dor e sinais
inflamatarios
Miosite Dor/fragueza muscular proximal, associado com

elevacao da CPK/aldolase ou eletromiografia ou
biopsia muscular compativel com miosite

Cilindros urinarios

Cilindros de Eritrocitos ou de granulosos

Hematuria > 5 células por campo. Excluir litiase, infeccao ou
outra causa
Proteinuria > 0.5¢/24h. Instalag&o recente ou aumento
>0.59/24h
Pidria > 5 leucocitos por campo. Excluir, infeccéo
Novo rash Instalacdo recente ou recorréncia de rash tipo
inflamatorio
Alopécia Instalacéo recente ou recorréncia de perda

anormal difusa ou localizada de cabelo

Ulceracbes nasais

Instalacéo recente ou recorréncia de ulceracdes
nasais

Pleurisia Dor tor4cica pleuritica com atrito pleural derrame
ou espessamento pleural
Pericardite Dor pericardica, mais pelo menos um dos
seguintes: atrito, derrame, ou confirmacao
eletrocardiografica ou por ecocardiograma
Reducao do C3, C4 ou CH50 abaixo dos valores de referéncia

complemento

do laboratoério

Aumento do DNA

>25 % no ligando pelo ensaio de Farr ou acima
dos valores de referéncia do laboratorio

Trombocitopenia

<100.000 plaguetas/mm?

Leucopenia <3.000 leucocitos/mm? Excluir causas
farmacoldgicas
Febre >38° C excluir causa infecciosa

SCORE SLEDAI
TOTAL (1-105)

Adaptado: Bombardier C, Gladman DD, Urowitz MB, Caron D, Chang CH. Derivation of the SLEDAI. A disease activity index for lupus patients. The Committee on Prognosis
Studies in SLE. Arthritis Rheum 1992; 35: 630-40
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Anexo 2

Critérios de LES segundo ACR revisados em 1997

1-Eritema malar

Lesdo eritematosa fixa em regido malar, plana ou em relevo

2-Lesao discoide

Lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratéticas aderidas e
tampdes foliculares, que evolui com cicatriz atréfica e discromia

3-Fotossensibilidade

Exantema cuténeo, como reacao ndo usual a exposicao solar, de
acordo com a histéria do paciente ou conforme observado pelo
meédico

4-Ulceras orais ou | Ulceras orais ou nasofaringeas, usualmente indolores, observadas

nasais pelo médico

5-Artrite Artrite ndo erosiva envolvendo duas ou mais articulagdes periféricas,
caracterizadas por dor e edema ou derrame articular.

6-Serosite Pleurite (caracterizada por histéria convincente de dor pleuritica ou

atrito auscultado pelo médico ou evidéncia de derrame pleural) ou
pericardite (documentado por eletrocardiograma, atrito ou evidéncia
de derrame pericardico).

7-Comprometimento
renal

Proteindria persistente (> 0,5g/dia ou 3+) ou cilindrdria anormal

8-Alteracdes
neuroldgicas

Convulsado (nha auséncia de outra causa) ou psicose (ha auséncia de
outra causa)

9-Alteracbes
hematoldgicas

Anemia hemolitica ou leucopenia (menor que 4.000 leucdcitos/ml em
duas ou mais ocasifes), linfopenia (menor que 1.500 linfécitos/ml em
duas ou mais ocasifes) ou plaquetopenia (menor que 100.000
plaguetas/ml na auséncia de outra causa).

10-Alteracdes
imunolégicas

Anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm, ou presenca de anticorpo
antifosfolipide baseado em: a) niveis anormais de 1gG ou IgM
anticardiolipina; b) teste positivo para anticoagulante lGpico ou teste
falso positivo para sifilis, por no minimo seis meses

11-Anticorpos
antinucleares

Titulo anormal de anticorpo antinuclear por imunofluorescéncia
indireta ou método equivalente, em qualquer época, e na auséncia
de drogas conhecidas por estarem associadas a sindrome do lGpus
induzido por drogas
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Anexo 3: Ficha cadastral

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO — EVOLUCAO

Data:__ /[ Nome:
Reg: DN: Estado Civil: Sexo:
Endereco: Telefone:

Trabalhando: Sim( ) N&o () Emcasa( )
Profisséo:

Incapacidade laboral: (0) Nao (1) Parcial (2) Transitéria (3) Total ( Beneficio INSS:
Sim Na&o Jateve)

Tempo de doenca:

HAS( ) DM( ) Obsidade ( ) Tabagismo ( ) (magos-ano: ) Etilismo ()
(quantidade: )

Cardiopatia ( ) (tipo: )  Outras patologias:

Medicamento Posologia Medicamentos (outros) Posologia

AAS

Protetor solar

Prednisona

Antimalaricos

Azatioprina

Metotrexate

Micofenolato

EVOLUCAO:

EXAME FiSICO: PA: X Peso:
Altura:

VHS: PCR: C3 C4 Anti-DNA
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Anexo 4: TCLE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor (a):

Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa clinica com o nome de
“Perfil de indices plaquetarios em pacientes com lUpus eritematoso sistémico”.

7

O objetivo da pesquisa é avaliar como o0 seu sistema de defesa (sistema
imunoldgico) estd se comportando, com o objetivo de entender como sua doenca se
desenvolve e se os indices plaquetarios vdo ajudar outras pessoas com lUupus,
melhorando o diagndstico e possiveis ativacdo da doenca. Vamos investigar no seu
sangue os indices plaquetérios e se isto influencia os sintomas que vocé vem sentindo.

Serdo examinados 52 pacientes do ambulatério de reumatologia do Hospital Sao
Lucas da PUC portadores de lUpus eritematoso sistémico e além da histéria e exame
fisico, a coleta de sangue faz parte do protocolo de pesquisa. 24 pessoas saudaveis
também doardo sangue para comparacdo com 0s achados encontrados nos pacientes.
Durante uma Unica consulta e entrevista da pesquisa (executada pelos pesquisadores),
serd realizado o célculo para avaliar se o seu ldpus esta ativo ou inativo, através da
escala SLEDAI, mundialmente usada para avaliar a atividade do lUpus. Essa pesquisa
€ a primeira a avaliar os indices plaquetarios no lipus, sendo um estudo pioneiro e
podera trazer novos conhecimento para o entendimento da doenca.

A coleta de sangue pode gerar algum desconforto local, assim como causar hematoma
ou vermelhidao no local. Sera realizada com agulha e seringa descartaveis e estéreis.
O sangue sera analisado através da contagem das plaguetas e os seu indices, para
avaliar se tem relagdo com os sintomas do lUpus eritematoso sistémico. Nao serdo
realizadas outras analises sem o0 seu conhecimento. Ndo serd armazenado nenhum
material ou sangue para futuras pesquisas. Apds a analise dos indices plaquetéarios o
seu sangue sera desprezado / eliminado pelo laboratério do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS juntamente com outros matérias biolégicos, conforme as normas que regem o
descarte de materiais biologicos.

Vale salientar que vocé néo tera nenhum custo durante a realiza¢do da pesquisa
e também nao receberd dinheiro pela sua participacdo. A participacdo na pesquisa é
voluntéria e o participante tem o direito de se retirar do estudo em qualquer momento,
sem gue isto represente qualquer prejuizo no seu atendimento dentro desta instituicao.
Asseguramos que sua identidade ser4 mantida em absoluto sigilo durante e apds a
realizacdo dessa pesquisa. Caso ocorra qualquer dano a saude do paciente, 0s
pesquisadores se comprometem a ajudar no tratamento ou apoio que for necessario.
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Caso o paciente e/ou seu representante legal forem analfabetos, esse termo de
consentimento sera lido na frente de uma testemunha imparcial, sem envolvimento
direto com a pesquisa.

Caso tiver novas perguntas sobre o estudo, dividas sobre seus direitos ou se
vocé acredite que sofreu qualquer dano relacionado a pesquisa, vocé podera entrar em
contato com Deonilson G. Schmoeller ou Henrique L. Staub pelo celular (51) 8933-7542
ou pelo telefone comercial 3320-5057. Também pode contactar o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da PUCRS, telefone (51) 3320.3345 de segunda a sexta-feira pela
manh& das 08h30min as 12:00h e a tarde das 13h30min as 17:00h.

Eu,

afirmo que tive tempo de ler, entender e esclarecer minhas duvidas e concordo em
participar voluntariamente da pesquisa acima descrita. Confirmo que recebi uma via
original desde consentimento assinado para guardar. Outra copia sera arquivada pelo
investigador. Esse documento ser4 em duas vias, ambas identificadas como o nome do
participante legal, e outra arquivada pelo pesquisador.

Participante Data [

Pesquisador Data [
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Mean platelet volume (MPV), measured using automated blood analysers, has been
appraised as a potential biomarker in cardiovascular disease, diabetes mellitus, and
cancer. The test, a useful tool in differentiation of thrombocytopenic states, has now
been carried out for autoimmune disorders, but data are yet scarce. Controversial results
have been obtained in systemic and organ-specific autoimmune disorders. Another test,
the immature platelet fraction (IPF) reflects the amount of young, reticulated platelets.
IPF is calculated by automated hematology analysis or flow cytometry, and it is usually
high in patients with rapid platelet destruction. For both MPV and IPF, standardization of
cutoff is a major need. In this review, we focus the current applicability of MPV and IPF
as biomarkers in patients with autoimmune diseases.

Keywords: mean platelet volume, immature platelet fraction, autoimmune diseases, platelet size, platelet volume

INTRODUCTION

Platelets are intriguing and complex cells. Approximately one trillion platelets circulate in blood to
provide vascular regulation. Nowadays, the biological functions of platelets are considered to be far
beyond hemostasis and thrombosis. Platelets have also been linked to inflammation, atherosclerosis,
autoimmunity, and tumor immunology (1).

Platelet receptors such as CD40, GPIb/IX/V, and selectins have all been implicated in perpetua-
tion of atherosclerosis, rheumatoid arthritis (RA), and tumors. Knowingly, platelets can recognize
bacteria and attract immune cells to inflammatory sites. Also, they release granular contents (growth
factors) active in wound repair (2).

In autoimmune diseases such as systemic lupus erythematosus (SLE), immune complexes activate
platelets by interacting with Fc receptors; in RA, the platelet is a well-known source of prostaglandins
within the inflamed synovium. IL-1-containing platelet-derived vesicles are abundant in synovial
fluid and stimulate synovial fibroblast to produce inflammatory mediators. Moreover, serotonin
released by platelets enhances vascular permeability within the inflamed synovium (3).

Platelet size heterogeneity is mostly determined by variations in territory growth and demarca-
tion, but not accurately upon aging in circulation. Size correlates with cell activity and can be assessed
by volume indices (4). Among them, the mean platelet volume (MPV), routinely measured in blood
cell count, and the immature platelet fraction (IPF) are tests of current interest (5).
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In this review, we will be focusing on the “non-hemostatic”
functions of platelets in rheumatic and non-rheumatic autoim-
mune disorders. We will particularly approach the clinical
applicability of MPV and IPF in such a context.

MPV: GENERAL ASPECTS

Mean platelet volume, normally measured using automated
blood analysers, reflects the average size of platelets in circulation.
It is meant to show the relationship between platelet synthesis in
bone marrow and cell destruction. A normal MPV has a range
of 7.5-11.5 fL. MPV correlates with platelet function and may
be more sensitive than platelet count as a biomarker in a variety
of disorders. It is also regarded as a useful surrogate marker of
platelet activation or reactivity (4, 5). Clinical utility of MPV has
been a matter of debate for the last few years. MPV cutoff has not
been fully validated so far, and standardization is a major need.

The test is particularly useful in patients with thrombocyto-
penia and thrombocytosis. Thrombocytopenia with high MPV is
seen in immune thrombocytopenic purpura (ITP), disseminated
intravascular coagulation (DIC), sepsis, and preeclampsia.
Thrombocytopenia with low MPV is typical of patients with low
platelet production, i.e., aplastic anemia. In patients with high
platelet counts, a high MPV is suggestive of primary thrombocy-
tosis, while a low MPV characterizes a reactive thrombocytosis,
seen in infection, inflammation, or malignancy (5).

There has also been a body of interest for MPV in patients with
normal platelet counts. In a 2010 meta-analysis, an elevated MPV
associated with acute myocardial infarction (AMI), mortality
after AMI, as well as restenosis following coronary angioplasty.
The test might behave as a prognostic biomarker in individuals
with cardiovascular disease (6). MPV is augmented in patients
with type 2 diabetes mellitus (DM) and might associate with risk
of cardiovascular events in this population (7).

Mean platelet volume level was significantly higher in malig-
nant tumeors than in healthy subjects and decreased with therapy,
according to a recent meta-analysis (8). Clinical utilization of
MPYV in cardiovascular disease, DM, and malignancy is open to
discussion.

MPV AND RHEUMATIC DISEASES

A low MPV is usually related to inflammatory states. A recent
study correlated MPV with inflammatory and disease indexes in
rheumatic disorders. An inverse correlation of MPV with eryth-
rocyte sedimentation rate (ESR), C-reactive protein (CRP), and
DAS-28 was found in RA patients. MPV correlated negatively
with both the BASDAI in ankylosing spondylitis (AS) and with
CRP in psoriatic patients. An inverse correlation of MPV with
ESR was also seen in lupus patients. Overall, a low MPV level
surrogated inflammatory states in a large number of rheumatic
patients. The authors suggested that MPV works as a negative
marker in these patients (9).

There has been a recent interest in MPV levels in patients
with SLE. A Mexican study accounted for lower MPV levels in
active lupus patients as compared to those with inactive disease.
At a cutoff level of 8.32 fL, MPV sensitivity and specificity for

detecting active disease were 86 and 41%, respectively. Of note, a
positive correlation of MPV with albumin levels was documented
(10). Another group of authors reported lower MPV levels in
patients with active lupus arthritis in comparison to SLE patients
in remission or healthy controls (11).

In 20 patients with juvenile SLE, differently, MPV was found
to be higher in active than inactive patients or controls. A cutoff
level of 8.4 fl. was predictive for disease activation (sensitivity
75%, specificity 90%). MPV was positively correlated with
SLEDAI CRP and negatively correlated with C3. The authors
concluded that MPV can be an early marker of SLE reactivation
in children (12). As seen, data on MPV levels in SLE patients are
conflicting in juvenile and adult populations; newer, prospective,
studies are warranted to evaluate this potential marker in SLE
(12).

Few, but interesting, data concern MPV in patients with
antiphospholipid syndrome (APS), a thrombotic diathesis typical
of young individuals. Twenty-two patients with APS were assessed
during a thrombotic event and 3 months ahead. Of note, MPV
was significantly high during the event and normalized 3 months
later with treatment (13). In another study, 70 APS patients had
MPV compared to healthy controls. MPV was higher in patients,
and levels were particularly elevated in those with triple positivity
for antiphospholipid antibodies. Of major interest, multivariate
analysis demonstrated that an MPV above 7.4 fL significantly
predicted thrombosis recurrence in APS patients (14). These data
on APS suggest that a high MPV relates to vascular obstruction.

We also reviewed data regarding MPV utilization in RA
patients. Yet in 1988, a significant inverse relationship of MPV
with platelet count was observed in RA subjects (15). In a recent
study including 100 RA subjects and 100 controls, MPV (cutoff
of 10.4) was significantly higher in RA. MPV was similar to ESR
and CRP to disclose inflammatory activity, but the test did not
correlate with pain and disease activity score of 28 joints (DAS28)
(16).

In contrast, MPV values were found to be lower in active RA
patients than inactive, according to a 2015 report (17). Of note,
TNF blockers promoted a significant increase in MPV levels after
3 months of therapy, according to a 2010 description (18). Yazici
et al. reported higher MPV in RA patients than controls; the
tested significantly correlated with ESR, CRP, and DAS28. Both
anti-TNF-alpha and conventional therapy decreased MPV and
other markers of inflammation (19).

Gasparyan et al, using a 10.7 {L cutoff, documented higher
values of MPV in RA patients than controls. In RA patients, hyper-
tension was associated with high levels of MPV, suggesting that
this platelet indice eventually reflects an enhanced vascular risk
(20). A 2008 study accounted for lower levels of MPV in RA and
AS patients with active disease in comparison to controls. Levels
increased with treatment (21). As seen, data concerning MPV
as a biomarker in adult RA patients are far from homogeneous.

In one of the few reports looking at the biological behavior of
MPV in juvenile idiopathic arthritis (JIA), 115 patients and 64
controls were evaluated. An augmented MPV was demonstrated
in active disease as compared to inactive disease and controls.
Regular therapy diminished platelet activation (22). Ina survey of
55 patients with JIA, MPV measured after 2 months of treatment
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did not significantly vary in comparison to results in the acute
phase (23).

Reports on MPV in patients with AS have been increasingly
available. A very recent study disclosed that MPV is signifi-
cantly higher in AS patients than in the controls; however, no
correlation of MPV with disease activity index (BASDAI)
was found (24). Data from Bozan et al, in turn, showed no
difference in MPV values of AS patients and healthy controls
(25). In areport where AS patients were stratified in osteopenic
or not, MPV values were higher in the former, suggesting a
role for MPV in bone loss (26). Data from Yazici et al. showed
that MPV was significantly higher in patients with AS than
controls; values were reduced by conventional or anti-TNF
therapy. Also, a positive correlation of MPV with BASDAT was
observed (27).

Reports of MPV in psoriatic arthritis are sporadic. According
to a 2010 study, MPV levels were higher in patients with psoriasis
and psoriatic arthritis than controls. MPV may be a marker of
severe psoriasis. Also, the authors suggested that increased plate-
let activation might associate with cardiovascular risk in these
patients (28).

Inanisolated report in the issue, Soydinc et al. evaluated MPV
in 76 patients with scleroderma and 45 healthy controls. MPV
was significantly higher in patients, particularly in those with
cardiopathy, digital ulcers, and gangrene. Increased MPV might
be a marker of vascular disease in scleroderma (29).

As compared to a similar number of controls, MPV of 53
patients with acute rheumatic carditis did not significantly differ
(30). A Chinese study with alarge survey of subjects with Kawasaki
disease (KD) showed lower MPV of patients as compared to con-
trols (31). In turn, a previous meta-analysis had shown that the
levels of MPV, among various other markers, were significantly
higher in KD patients with coronary disease than those without
coronary involvement (32). The precise role of MPV as a marker
of KD (with or without coronaritis) is a pending issue.

MPV AND OTHER AUTOIMMUNE
CONDITIONS

The MPV has been investigated as a potential biomarker in
a variety of non-rheumatic autoimmune disorders. It seems
a hot topic at the moment, but most studies have low samples
and lack a greater level of evidence. In Crohn’s disease (CD), for
instance, data are unclear. Even though a decrease in MPV has
been documented in patients as compared to healthy controls, the
test was not able to distinguish active from inactive CD patients,
according to a 2012 report (33).

In patients with ulcerative colitis (UC), a similar decrease in
MPV was noted as compared with healthy controls. As opposed
to CD patients, MPV of active UC patients was significantly lower
than that of inactive UC patients. For determining active UC
activity, sensitivity was 67% and specificity was 73%. Of note, a
negative correlation of MPV with endoscopic activity index was
described (34).

Pediatric patients with type 1 DM were found to show high
MPYV, and this finding might relate to future cardiovascular events

(35). Another study accounted for raised MPV in type 1 DM, but
without concomitant hyperaggregability (36).

Idiopathic sudden hearing loss (ISHL) may have an autoim-
mune origin. MPV was significantly higher in patients with
ISHL than healthy controls, leading to the hypothesis that this
syndrome is also characterized by ischemic events (37). Very
recently, decreasing MPV levels were documented in individuals
with subjective tinnitus, also potentially an autoimmune disorder
(38).

In a study featuring 19 patients with bullous pemphigoid,
high levels of MPV and eosinophil levels were detected. MPV
may work as an indicator of cardiovascular risk in these patients,
but this is yet to be proved (39). Chronic urticaria frequently
associates with autoimmune systemic disorders such as SLE and
RA and can be itself an autoimmune condition. Higher MPV
was described in patients with this dermatological disorder as
compared to controls (40).

IPF: GENERAL ASPECTS

The IPF represents the percentage of circulating platelets which
still retain RNA. It is a modern parameter measuring young,
reticulated, platelets in peripheral blood. IPF is a rapid and inex-
pensive automated biomarker for etiology of thrombocytopenia.
It is usually determined by flow cytometry or hematology analys-
ers. According to a recent study in a large Danish population,
reference interval for IPF as determined by hematology analyzer
was 1.3-9% (41).

Tmmature platelet fraction cutoff is not a closed question; how-
ever, Korean data accounted for reference intervals of 0.5-3.2% in
men and 0.4-3.0% in women, respectively (42). Standardization
of IPF cutoft levels is a clear need.

The IPF is usually high in conditions where rapid platelet
destruction is observed (ITP, as mentioned, but also thrombotic
thrombocytopenic purpura and DIC). In thrombocytopenic
disorders with low bone marrow activity or suppression, IPF is
generally low (43).

The test has been increasingly ascertained in other clinical
conditions. For instance, [PF levels, as well as MPV counts, were
significantly higher in patients with gestational hypertensive
disorders than controls, according to data from our Hospital (44).
High IPF levels were documented in individuals with severe sep-
sis/septic shock, being correlated with severity scores. IPF might
be considered as a biomarker of sepsis (45). The biological role of
IPF in autoimmune conditions, [TP apart, is an interesting issue
yet to be explored.

IPF IN AUTOIMMUNE DISEASES

In practical terms, ITP is the only autoimmune disease whereby
the IPF has been extensively evaluated. Very recent data from a
large population of patients with thrombocytopenia disclosed
that Sysmex-measured IPF values were well higher in ITP than
non-I1TP patients (16.3 versus 7.6%). Sensitivity of IPF as bio-
marker of ITP was 85.7% (46). In childhood, a cutoff value of
9.4% was practically diagnostic for ITP, with a sensitivity of 88%
and a specificity of 85.7% (47).
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According to a recent report, the test, although useful for
screening of macrothrombocytopenia, can be influenced by
platelet size (48). Both IPF and platelet-associated antibody were
valuable in differential diagnosis of ITP, but the former showed a
better performance (49). Interestingly, low IPF levels were seen in
patients with refractory thrombotic microangiopathic hemolytic
anemia. Serial IPF may guide therapy in these patients (50).

LIMITATIONS

There are some limitations about MPV and IPF assessments.
Preanalytical drawbacks are important and can affect results. For
example, the method of venipuncture and the degree of accuracy
of filling and gently mixing the sampling tubes can cause platelet
activation (51). Other methodological interference can succeed
secondary to the choice of standard anticoagulant, time interval
of the measurement, specimen transport, and best storage tem-
perature of sample tubes. Lancé et al. (51), in a recent review of
these techniques, referred the lack of literature about it. There are
also different techniques in assessing platelet counting and MPV
assessment: impedance counting, optical light scatter counting,
and immunological flow cytometry techniques. All these elements
indicate a need for standardization of the MPV and IPF methods,
to achieve the minimum possible interference on the results.
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CONCLUSION

Mean platelet volume, a rapid and practical test available in
blood cell count, represents platelet reactivity. The test is useful
to discriminate causes of thrombocytopenia.

In patients with autoimmune rheumatic disorders, the useful-
ness of MVP as a biomarker remains to be defined. Discrepant
results have been reported in SLE and RA. In non-rheumatic
or organ-specific disorders, data are again heterogeneous.
Immature platelet fraction reflects the amount of young plate-
lets in circulation. Apart from ITP, where it is confirmedly
high, the role of IPF as an eventual marker of other autoim-
mune conditions is a field open to research.

For both tests, padronization of normal levels and cutoff are
a major need in order to facilitate interpretation of future
studies.
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