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1 Introducao

Dagg & Lee {1980) descreveram a Pérpura Trombocitopénica Idio-
patica (PTI) como uma doenga caracterizada por plaquetopenia (ntimero de
plaguetas inferior a 100.000/mm?®), aumento da produgao de megacariécitos
e diminuigao da sobrevida das plaquetas. Na forma aguda dessa doenca, que
ocorre principalmente em criancas depois de uma infecgdo viral, como, por
exemplo, infec¢oes do trato respiratorio superior, a duragao da mesma pode
variar de poucos dias até 6 meses, quando 70 a 90% dos pacientes retornam
suas contagens de plaquetas a niveis normais (200.000 a 400.000/mm?).
Por outro lado, a forma cronica da doenca se caracteriza pela persisténcia
da plaquetopenia por mais de 6 meses (Nathan & Oski, 1981) e ocorre
predominantemente em adultos, enquanto que a forma intermitente pode
ocorrer tanto em criangas como emn adultos. nos quais se observa alternancia

de doenca cor rtervalos livies quando a contager de plagiietas e §ia §6-
brevida se tornam normais. O padrao clinico da PTI] pode variar de uma
leve plrpura cutanea a uma hemorragia uterina, renal, gastro-intestinal,
nasal ou bucal. Em casos severos, a hemorragia intra-cerebral é de alta
periculosidade. A semethanga de outras hemorragias onde ocorre plaque-
topenia, o tempo de coagulacio é normal, mas o tempo de sangramento é
prolongado e a retragao do codgulo nao ocorre.

Quanto a etiologia da PTI, existem evidéncias que indicam causas
imunologicas dessa doenga e que incluem as seguintes observagoes:

¢ Ocorre a plaquetopenia em neonatos de maes que sofrem da doenga
ocorre provavelmente devido a transferéncia de anticorpos maternos
através da placenta.

e Observa-se a transferéncia temporaria adotiva de PT1 para individuos
normats apos a transfusao de plasma de um paciente afetado pela
doencga.

o Muitos pacientes com PTI respondem bem ao tratamento com cor-
ticosterdides, ACTH (hormoénio adrenocorticotrofico) ou esplenecto-
mia.

* A demonstragao de auto-anticorpos especificos anti-plagueta em mui-
tos casos ja foi evidenciada.



e Observa-se a semelhanca clinica dessa doenga com o Lipus Eritema-
toso Sistémico (LES) e possivel aparecimento de PTT meses ou anos
antes do desenvolvimento de LES no individuo.

e Pacientes com Sindrome de Evans (anemia hemolitica autoimune com
reagao de Coombs positiva) freqilentemente apresentam episédios tran-
sitdrios e recorrentes de PTI sugerindo assim uma etiologia autoi-
mune. Frente a essas evidéncias da origem imunoldgica da PTI, a
nomenclatura de Pirpura Trombocitopénica Autoimnune (PTA) foi
adotada {Karpatkin, 1985), sendo ambos os termos aceitos.

Clinicamente, o termo plaguetopenia é usado quando a contagem
de plaquetas é menor que 150 » 10?/1. Entretanto, o sangramento sé é co-
mum em contagens menores que 60 x 10°/1, sendo a hemorragia espontanea

observada em contagens inferiores a 20 x 10%/]

A plaquetopenia, além de encontrada na PTI, também pode re-
sultar de outras situacoes como deficiéncia da medula dssea na produc¢ao de
plaguetas nas anemnias apldsticas, sindromes de reconstituicao da medula
Gssea de todos os tipos e em anemias megalobldsticas. A plaquetopenia
pode ocorrer também, pela destruicac de plaquetas da circulacao ou pelo
seu consumo excessivo. Tal destruicao poderia ter uma base imunoldgica
como as observadas nos casos de purpura trombocitopénica autolinume,
nas trombocitopenias de LES, alguns casos de leucemia linféide crénica e
em determinadas reagoes causadas por drogas. Nos casos onde a plaque-
topenia ocorre devido ao excessivo consumo e destruicao de plaquetas da
circulagao, nimeros normais ou aumentados de megacaridcitos séo encon-
trados na medula 6ssea. Este ponto é muito importante na distin¢ao da
plaquetopenia deste tipo das de outras causadas pelo bloqueio da fungao
da medula éssea, onde o numero de megacariécitos encontra-se bastante
diminuido.

A PTI foi primeiramente descrita por Werlhof em 1735 e pos-
tertormente por Krause em 1883 que demonstrou a sua associacao com
plaquetopenia {Sacher, 1980). Neste artigo de Sacher (1980) foi também
citada a introduc¢ao por terceiros, de uma falsa nogao de que a plaquetope-
nia era um resultado da producao diminuida ou da morfologia alterada de
megacariocitos. Ainda em 1950, o termo PTI continuava a se referir a uma
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doenca de etiologia desconhecida, associada com plaquetopenia e plrpura
(Karpatkin, 1980).

Posteriormente, Williams et alii (1977) demonstraram vma alta
incidéncia de antecedentes virais na PTI aguda, o que sugeriu uma possivel
relacao entre virus e plaquetopenia. Em vista da PTI estar transitéria,
seu término poderia ser associado a recuperagao do paciente da infecgao
viral. A plaquetopenia foi também descrita em varias doengas de etiolo-
gia viral, tais como mononucleose infecciosa, rubéola, varicela, caxumba,
hepatite, infecgoes por citomegalovirus, assim como depois da vacinacao
contra o sarampo. Nessas infecgoes, o virus estaria alterando a estrutura
bioquimica da membrana plaquetaria, tornando-as imunogénicas podendo
induzir, desta forma, um estado de consumo plaquetdario intravascular dis-
seminado ou pela fixagao de complemento ou, por outro lado, aumentando
a aglutinacao plaquetdria (Sacher, 1980).

1.1 TImunidade humeoral

Quanto & participagao de fatores humorais na PTI, Harrington
(1951) observou a presen¢a de um fator humoral antiplaqueta através da
transferéncia do plasma de um paciente com PTI, em si proprio e, con-
sequentemente, desenvolveu a entidade clinica e o quadro laboratorial da
doenca. O mesmo autor observou que os recém-nascidos de mulheres com
PTI demonstram, freqiientemente, diminuigao transitéria do nimero de
plaquetas, o que sugere a transferéncia de um fator humoral antiplaqueta
da mae para o filho. Assim, Shulman et alii (1965) localizaram, em paci-
entes com PTI, este fator antiplaqueta na fracao de gamaglobulina sérica.
Hymes et alii (1980) observaram em pacientes com PTI e trombocitope-
nia que a lgG associada as plaquetas estava aumentada com relagao a in-
dividuos normais. Estes autores identificaram o fator antiplaqueta como
um anticorpo em forma de complexo imune, conseguiram a sua elui¢ao e
demonstraram através de ultracentrifugacao em gradiente de sucrose, que
tal fator migrava na regido 7S. Do mesmo modo, Dixon & Rosse (1975) iso-
laram a IgG antiplaqueta em pacientes com PTI através de cromatografia
de troca idnica em DEAE-celulose e filtracio em Sephadex G-200.

Estudos realizados por McMillan et alii {1978} demonstraram a
possibilidade de se estabelecer culturas de células de pacientes com PTI1



e obter TgG antiplaqueta de seus sobrenadantes. Conseqgiientemente, foi
possivel para estes autores demonstrarem que a IgG anteriormente isolada
possuia a capacidade de se ligar as plaquetas e megacaridcitos homdélogos
e autdlogos. Este tipo de ligacao, lgG-plaqueta, nao era influenciada pela
digestao prévia de IgG com pepsina, mostrando assim que a reacao lgG-
plaqueta ocorre através de Fab da molécula de IgG e que portanto, a
molécula de IgG possuia atividade de anticorpo especifico antiplaqueta (Mc-
Millan et alii, 1980]).

A idéia da presenca de um antigeno associado s plaquetas de
pacientes com PTI foi primeiramente descrito por McMillan (1981). Tais
estudos sugeriam 3 hipoteses para explicar a presenca deste antigeno:

1. Haveria um antigeno estranho que teria aderéncia as plaquetas,

3. haveria um autoantigeno nativo que nao faria parte da membrana
plaquetaria, mas, que poderia aderir fortemente & mesma.

A primeira hipétese representa uma situa¢do normal, na qual o sis-
tema imune induz uma resposta contra um antigeno estranho e a segunda
e terceira hipdteses representam, respectivamente, uma doenca auioimune
verdadeira e um sistema imune anormal. McMillan et alii. {1978} tém de-
monstrado que os anticorpos {1gG) sdo capazes de reagir tanto com plaque-
tas quanto com seus precursores (megacaridcitos), o que sugere a presenca
de uma estrutura alterada (antigeno) que faz parte da membrana destas
células e conseqlientemente estes estudos reforcam a segunda hipétese.

Os estudos realizados por McMillan et alii (1974}, em pacientes
com PTI, utilizando técnicas de microscopia eletrénica e fagocitose in vitro,
demonstraram fagocitose de plaquetas por células fagociticas dos préprios
pacientes. Estes estudos indicam que a destruigao plaquetdria periférica,
em pacientes com PTI eronica, é um resultado da ligacao do anticorpo ao
antigeno associado a plaqueta com ou sem ativagao do complemento.

Entretanto, foi evidenciado {Handin & Stossel, 1974} que a fagoci-
tose pode ser desencadeada pela ligacao de Fc da IgG {do complexo imune:
plagqueta-antiplaqueta) ao seu receptor presente na célula fagocitica ou pela



ligacao deste complexo antigeno-anticorpo, apés ativagao de complemento
no receptor Cszb do macréfago.

A imunoglobulina (IgG) ligada a plaquetas tem sido demonstrada
praticamente em todos os pacientes com PTI e na sua quantidade total se
correlaciona bem com o tempo de permanéncia das plaquetas na circulagao
(Kernoff et alii, 1980) e conseqiientemente com a severidade da tromboci-
topenia (Dixon et alii, 1975), uma vez que quanto maior o niimero desses
complexos, menor a sobrevida plaquetaria.

O papel dos macréfagos na patogénese dessa doenca foi evidenci-
ado por Chaplin {1977), que observou o aumento dos receptores Fc e Csb
nessas células fagociticas, que se tornam mals dvidas em individuos com
infecgoes virais quando comparados a individuos normais, ¢ que poderia
explicar parcialmente a origem de trombocitopenia progressiva em pacien-
tes com PTL

Us anticorpos antiplaguetarios circylantes ou associados a pla-
quetas tém sido revelados em pacientes com PT1 através de técnicas imu-
noquimicas como ativagao de complemento, de ensaios imunoenzimaticos e
de radioimunoensaios. Uma correlacao direta foi observada entre a quan-
tidade de imunoglobulinas ligadas & plaqueta e a severidade da plaqueto-
penia nos pacientes corn PTI. Embora niveis elevados desses anticorpos
sejam encontrados na PTI, a sua quantidade nao se correlaciona com a
plaquetopenia.

O uso de plaquetas de pacientes com PT! para realizar essas
técnicas, mostra algumas inconveniéncias, lais como a dificuldade de ob-
ter numero suficiente de células, particularmente dos pacientes severamente
plaquetopénicos, tempo prolongado envolvido no armazenamento das amos-
tras plaquetédrias e a baixa especificidade das reacdes empregadas (Kelton
et alii, 1982).

A quantidade de imunoglobulina (IgG)} associada as plaquetas
pode ser avaliada através do teste de consumo de anti-imunoglobulina, pela
reagao da anti-IgG com plaquetas de pacientes, e pela determinacio poste-
rior de anti-IgG livre, utilizando-se o ensaio de inibicao de ativacio de com-
plemento empregando hemdcias cobertas com IgG humana (Shimm et alii,
1980; Goudemand, 1984; Cines et alii, 1985) ou ensaios imunoenzimaticos,
onde uma matriz sélida coberta com IgG ¢é usada (Leporrier et alii, 1979).

Contudo, estas técnicas sao frequentemente criticadas, em funcao



do uso de reagentes multiplos, o que dificulta a reprodutibilidade dos re-
sultados e muitas vezes interfere na especificidade das reacoes executadas
como, por exemplo, a ocorréncia de anticorpos naturais anti-hemaéacias de
carneiro junto com o anticorpo usado na inibicao de ativagao de comple-
mento. Por outro lado, ensaios diferentes foram descritos por Luiken et
alii (1977} e Ljung et alii (1986}, baseados no ensaio de Farr (Brownstone
et alil, 1966), onde as plaquetas sao rompidas para expor a IgG ligada e
misturadas com anti-Fab de IgG. A quantidade de Fab livre é determinada
pela sua reacao com Fab !*°T e a precipitacio com sulfato de aménio.
Geralmente, os testes de consumo de anti-IgG revelam uma boa
correlacao entre o nimero de plaquetas usadas no ensaio e a concentragao
de IgG aderente encontrada. Entretanto, estes testes sao geralmente criti-
cados, devido ao uso de uma curva padrao, utilizada para medir o consumo
de anti-IgG pelas plaquetas. Tal curva é construida com base em reagoes se-

melhantes de anti-igs em Tase liguida e sabe-se que a Igls soldvel nao reage
com anti-IgG na mesma estequiometria da reacao de anti-lgG com a IgG
aderente a plaqueta. Assim, os valores obtidos em tais ensaios nao podem
ser considerados como precisos e sim como aproximacoes das quantidades
verdadeiras de IgG fixadas a superficie plaquetaria. Para determinacao de
anticorpos anti-plaqueta, métodos diretos de imuno-ligagao tém sido usa-
dos. Neles, as quantidades consumidas de anti-IgG-1**-1 (Cheung et alii,
1983; Kelton et alii, 1985; Ljung et alii, 1986) ou IgG-enzima sao avaliadas
pela reagao desses reagentes com plaquetas de pacientes.

A quantificagao de anticorpos anti-plaqueta também tem sido re-
alizada através de técnicas diretas de ligacao de conjugados fluorescentes
corno anti-IgG marcada (Sugiura et alii, 1980; van Leeuwen et alii, 1982;
Lazarchick & Hall, 1986) e proteina A-12°-] (Shaw et alii, Axelson et alii,
1984; Panzer et alii, 1986; Conellan et alii, 1986), que se constitui em uma
proteina estafilococcica que se liga especificamente com a fracao Fe da IgG
de mamiferos. Também sac utilizadas nessas quantificacoes as técnicas de
anticorpo monoclonal anti-1IgG-1**-1 (LoBuglio et alii, 1983), imunodifusio
radial (Morse et alii, 1981} e formagio de roseta com pérolas de poliacrila-
mida cobertas com anti-IgG (Pecze et alii 1984).

Embora métodos diretos de quantificagdo de anticorpo anti-pla-
queta possam parecer mais precisos que métodos indiretos de consumo de
anti-1g@G, é a especificidade e sensibilidade dos reagentes que determinam a



precisao do métoedo usado.

O método imunoenzimitico (enzyme linked immunosorbent assay -
ELISA) temn sido nsado também para quantificar imunoglobulinas aderentes
as plaquetas de pacientes com PTI, onde anticorpos contra as diferentes
classes de imunoglobulinas humanas sdo marcados com peroxidase (Nel
& Stevens, 1980} e utilizados para reagirem com plaquetas aderidas em
placas plasticas de microtitulacdo {(Hedge et alii, 1985; Follea et alii, 1982;
Winiarsky, 1985) ou tubos de poliestireno (Tsubakio et alii, 1981).

Estas rea¢oes sao reveladas pela presenca do substrato enzimdatico
e sua jntensidade determinada pelo espectirofotémetro. Deste modo, a
quantidade de imunoglobulinas presentes nas plaquetas pode ser quan-
tificada através do uso de uma curva padrao previamente estabelecida,
empregando-se diferentes quantidades de imunoglobulinas adsorvidas em
plaguetas normals.

Para estabelecer os controles {curvas padrao) nos métodos diretos
de quantificagao de imunoglobulina em plaquetas normais, é essencial la-
varmos as células rigorosamente para diminuirmos o “back ground” (Kelton
et alil, 1980) ou filtrar as mesmas em gel {Luiken et alii, 1977). Entretanto,
certas condigoes de execugao destes métodos tais como, uso de anticoagu-
lante como EDTA, paraformaldeido ou armazenamento das plaquetas por
um tempo relativamente longo a temperatura ambiente, podem interfe-
rir nas reagoes de determinacao de imunoglobulinas aderidas as plaquetas
(McMillan et alii, 1979).

Devido as dificuldades de obtencao de plaquetas de pacientes com
PT1 em nimero suficiente para a quantificagao direta dos anticorpos anti-
plaqueta, a maioria dos métodos acima descritos foram adaptados para
serem usados na determinagao indireta dos anticorpos circulantes anti-
plaqueta. Nestes estudos, soros de pacientes sao usados a fim de sensibilizar
in vitro plaquetas de doadores alogénicos normais e determinar-se imuno-
globulinas adsorvidas a superficie plaquetaria. Deste modo, foi possivel
para Harrington (1951) obter 65% de reagtes positivas em soros de paci-
entes com PTI, utilizando o simples método de aglutinacdo de plaquetas
normais.

Karpatkin et alii (1972} descreveram um fator anti-plaqueta en-
contrado no soro, como uma imunoglobulina 78 capaz de atravessar a
placenta e que pode ser adsorvida as plaquetas humanas autdlogas ou



homélogas podendo ser esta rea¢ao neutralizada com soro de coelho anti-
IgG humana e nao por soros anti-IgM, IgA ou IgD. O fator adsorvido
as plaquetas foi eluido e seu peso molecular determinado como sendo de
150.000 daltons.

Em 1969, Karpatkin & Siskind desenvolveram um teste de imu-
noinjuria indireto para medir o tempo de coagulacao em presenca de soro
de pacientes com. PTI. Estes autores encontraram um fator que denomi-
naram fator plaquetario 3 (FP3), o qual é capaz de acelerar a cascata de
coagulagado de plasma rico em plaquetas {Karpatkin et alii, 1977). Com
este método, os mesmos autores foram capazes de detectar anticorpo anti-
plaqueta em aproximadamente 60-65% dos pacientes testados, confirmando
assim o trabalho original de Harrington realizado pelo teste de aglutinagao
das plaquetas e o trabalho de Hauch & Rosse, 1977, realizado pelo teste de
consumeo de antiglobulina.

fécnacas recentes tem sido utilizadas para conlirmar a presenca
de anticorpos séricos anti-plaquetdrios em pacientes com PTI, tais como:
imunofluorescéncia {von dem Borne et alii, 1980; Veenhoven et alii, 1980),
imunohistoquimica (Tate et alii, 1977; Vizcaino & Diez-Ewald, 1983}, radi-
oimunoensaio {Freedman et alil, 1985), fluorimetria (Sugiura et alii, 1980)
e ELISA (Gudino & Miller, 19081; Kahane et alii, 1981; Winiarsky & Holm,
1982; Fabris et alii, 1985; Winiarsky & Ekelund, 1986).

Rabasa et alii (1984), utilizando o método de nefelometria, estu-
daram os niveis séricos de imunoglobulinas em criancas com PTI e encon-
traram uma elevagao significante dos niveis de IgA, IgG e IgM no grupo de
PTI cronica. No grupo de PTI aguda somente IgM estava significantemente
elevada. Estes mesmos autores, quando compararam o total de PTI agudas
e cronicas em relagao ao grupo controle, encontraram um aumento signifi-
cante de IgA e IgM, mas nao de IgG. Por outro lado também foi observada
uma deficiéncia de IgA em 2,32% dos pacientes estudados.

Através do método de imunodifusdo radial, Khalifa et alii {1976}
demonstraram diminuicao significante dos niveis de IgG e IgA em criancas
com PTI cronica e diminuicao apenas de 1gG em criancas com PT1 aguda.
Aumento significativo dos niveis de IgM foi observado por Khalifa somente
erm formas crénicas de PTI. Os resultados relatados por estes autores se
assemelham aos resultados obtidos por Bailén et alii (1983) empregando o
método de nefelometria. Neste trabalho, os niveis de IgG e IgM estavam



significantemente aumentados nos grupos de PTI aguda e crénica e nao
foram encontradas diferencas em relacdo aos niveis de IgA. Por outro lado,
quando os autores compararam o total de pacientes, sem distinguir entre
PT1aguda e cronica, com o grupo controle, foi demonstrada uma incidéncia
de deficiéncia de IgA em 15,5% dos pacientes.

Em outros estudos com 35 pacientes adultos com PTI, realizados
por de la Torre et alii {1982}, utilizando o método de imunodifusdo radial,
foi observado um aumento do nivel sérico de IgG em 24,2% dos pacientes e
uma diminuigao de IgA. Entretanto, nao foi possivel para Gandolfo et alii
(1981) obter resultados semelhantes, estudando 44 pacientes adultos onde
se encontrou uma redugao significativa dos niveis séricos de IgA e valores
estaveis de IgG e IgM. Os resultados controvertidos nos diferentes trabalhos
realizados merecem esclarecimentos.

Trabalhos recentes demonstram que em muitos casos de PTIL o

de glicoproteinas Ib-1{1a-Ca™" da membrana plaguetdria (Woods et alii,
1982; Woods et alii, 1984}. Este complexo requerido para agregacao pla-
quetdria estd ausente em pacientes com trombastenia de Glanzman e é o
sitio de antigenos plaqueta-especificos como P141/42 a/b (
alil, 1984). Entretanto, a ligacio de soros e eluatos plaquetarios de pacien-
tes com PTI a plaquetas normais, mas nao a plaquetas trombasténicas, foi
também observada por van Leeuwen et alii (1982).

Em 15 de 16 pacientes, Varon & Karpatkin (1983}, utilizando
um anticorpo monoclonal especifico para GPIIb da membrana plaquetaria,
demonstraram ligacao diminuida deste anticorpo a plaquetas desses pa-
cientes. Este mesmo anticorpo mostrou reacoes positivas com plaquetas
de pacientes em rernissao, sugerindo que a ligacao a GPIIb ou ao com-
plexo GPIIb-GPIIIa-Ca™" era inibido por autcanticorpo anti-GPIIb ou
anti-GPlIb-GPIIla-Ca* ™.

A utilizagao de anticorpos monoclonais anti-glicoproteina 1b da
membrana plaquetdria (Woods et alii, 1984), em estudos de PTI, permi-
tiu demonstrar que os pacientes com a forma cronica possuem mais que

ou Zw Beardsley et

um tipo de autoanticorpo dirigido contra diferentes glicoproteinas da mem-
brana plagquetdria. A glicoproteina Ib tem papel importante na adesao de
plaquetas ao subendotélio vascular 'n vive, na aglutinacao plaquetaria por
ristocetina in vitro e na ligagao de Fator VIII Antigeno (Ag) e estd marcada-
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mente diminuida em pacientes com sindrome de Bernard-Soulier (Nurden
et alii, 1981).

Entretanto, estudos de Mason & McMillan (1984) mostram que a
1gG obtida em cultura de linfécitos esplénicos de pacientes com PTI cronica
e radiomarcada pode reagir com diferentes proteinas obtidas de plaquetas
normais em papel de nitrocelulose apés eletroforese em gel de poliacrilamida
com dodecil-sulfato de sédio {SDS-PAGE}. Do mesmo modo, Beardsley et
alii {1984}, utilizando anticorpo antiplaqueta purificado de soro de paci-
entes com PTI cronica através da téenica de cromatografia de afinidade,
demonstraram que soros de 7 criancas (das 13 examinadas) continham an-
ticorpos que reagiram com uma proteina de membrana plaquetdria de peso
molecular de 100.000 daltons, o que mostrou uma migracao eletroforética
equivalente a GPHa. Evidéncias a favor do conceito de que os imuno-
complexos nao sao responsaveis pela doenca sao:

e Classicamente, durante a gravidez, a IgG e nao o imuno-complexo
atravessa a placenta, resultando na transferéncia passiva de plaque-
topenia neonatal;

s experimentos de infusao in vive, de plasma de paciente com PTI tém
demonstrado que o fator trombocitopénico se localiza na fracao ga-
maglobulina 78 do soro;

e os linfécitos do bago de pacientes com PTI, sao capazes de sintetizar
anticorpos {IgG) em cultura e estes anticorpos se ligam especifica-
mente a plaquetas normais lavadas, assim como a fragmentos F(ab)2
de anti-IgG (McMillan et alii, 1980);

e o anticorpo (IgGG) em eluato de plaquetas contendo anticorpo ligado
a sua superficie, migra na regido 7S, em gradiente de sucrose (Hymes
et alii, 1979);

s aatividade de anticorpo pode ser eluida em Sephadex G-200 e DEAE-
celulose, na area onde IgG se encontra (Walsh et alii, 1984);

¢ o fragmento F(ab)2 preparado de soro antiplaqueta positivo de 5 de
7 pacientes com PTI reage com plaquetas normais enquanto o frag-
mento F(ab)’2 de soro de 10 pacientes com LES nao é reativo (En-
dresen & Foerre, 1982).
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Entretanto, Lurhuma et alii (1977) relataram a presenca de imuno-
complexos circulantes no soro de 48 (52%) de 72 pacientes com PTI, em-
pregando métodos baseados no efeito inibidor do imuno-complexo sobre
aglutinacao de particulas de latex cobertas com IgG {fator reumatéide) ou
Ci1q. Quando o soro de 6 pacientes foi submetido a cromatografia de fil-
tracao em Sephadex G-200, IgG e DNA foram detectados em fragoes que
correspondem a complexos antigeno-anticorpo.

Por outro lado, a presenca de imuno-complexos circulantes foi
confirmada por Trent et alii {1680} no soro de 36 entre 43 (84%) pacientes
com PTI através do método de C;q. Resultados semelhantes foram obtidos
com pacientes trombocitopénicos com outras doengas nao imunolégicas, e
nos dois grupos de pacientes (PTI e ndo PTI) foi observada uma relacdo
inversa entre a contagemn de plaguetas e a quantidade de imuno-complexo
sérico. Estes autores sugerem que os receptores Fe plaquetarios servem para

clarear 1muno-complexos da circulacao periférica, considerando-se o nivel
sérico elevado em individuos trombocitopénicos desses imuno-complexos.

Walsh et alii (1984), empregando o método de precipitacao com
PEG, foram incapazes de demonstrar a presenca de imuno-complexos no
soro de 5 pacientes com PTL Os autores sugerem neste trabalho que a
auséncia de imuno-complexos nao descarta a presenca de IgG especifica con-
tra antigenos plaquetdrios. Contudo, estes complexos representariam um
epifendmeno, onde sdao desenvolvidos contra plaquetas ou outros antigenos
celulares produzidos durante a destruicao celular, anticorpos plaquetarios
especificos. Por outro lado, os niveis aumentados de imunoglobulinas, nas
plaquetas de pacientes com PTI, pode ser também inespecifica se atribuidas
a mecanismos nao relacionados com a ligacao cldssica antigeno-anticorpo
(Schulman et alii, 1982), visto que:

¢ os niveis de imunoglobulinas ligadas a plaquetas em pacientes com
PT1 sao consideravelmente mais altos do que os mesmos observados
em outras doengas imunoldgicas plaquetarias tais como purpura isoi-
mune ou parpura imunoldgica induzida por droga. Entretanto, danos
plaquetarios podem ser atribuidos aos anticorpos isoimunes ou aos
induzidos por drogas, uma vez que mais freqilentemente estes sio
ativadores de complemento;

e 0s niveis aumentados de imunoglobulinas ligadas as plaquetas tém
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sido encontrados em pacientes com plaguetopenia de aparente natu-
reza nao imunoldgica (Mueller-Eckhardt et alii, 1980);

s curiosamente, o fenomeno dos niveis aumentados de imunoglobulinas
ligadas as plaquetas é acompanhado também de niveis elevados de
albumina (Kelton & Steeves, 1982) nos pacientes com PTI;

¢ durante a concentragao de plaquetas, pacientes com PTI freqgiien-
temente mostram fragmentos plaquetérios que se agrupam formando
vesiculas fechadas envolvendo a IgG sérica, o que pode elevar os niveis
de IgG ligada a plaquetas. Embora tais vesiculas plaquetdrias nao
tenham sido encontradas durante a centrifugacio a 1000 g, Zucker-
Franlin & Karpatkin (1979) as enconiraram em sedimentos centrifu-
gados a 2700 g.

A distribuicao proporcional das 4 sub-classes de lgG no soro e
nas plaguetas de pacientes com PTI, observada por Hymes el alii (1980),
Rosse et alii (1980) e Schulman et alii (1982), sugerem uma ligagio ines-
pecifica de IgG nas plaquetas, devida a injtiria da membrana causada por
auto-anticorpos que promoveriam a exposigao de receptores para a fragao
Fc de 1gG, que existiriam normalmente na membrana plaguetdria. Assim,
os niveis elevados de imunoglobulinas plaquetarias inespecificas nao impli-
cariam em artefatos de técnica que podem acompanhar suas determinacoes
in wvitro, e poderiam representar o aspecto fisiopatolégico da doenca.

Por outro Jado, van Leeuwen et alii {1982) observaram que imuno-
globulinas em soros de pacientes com PTI sao capazes de ligar-se a plaque-
tas normais sem requerimento de injiria prévia da sua membrana (sugestao
de Hyrmes et alii, 1980}, enquanto que eluatos obtidos de pacientes apés a
separa¢ac de imuno-complexos nao mostram este tipo de ligacdo (Walsh
et alii, 1984). Outras evidéncias do significado fisiopatolégico de anticorpo
ligado a plaqueta, em PTI, podem ser obtidas através da observacao de
que existe uma relagao inversa entre contagem de plaquetas (Hymes et alii,
1979; Faig & Karpatkin, 1982; Winiarsky & Holm, 1982} ou sobrevida
plaquetaria e quantidade de IgG ligada & membrana.
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1.2 Imunidade celular

Quanto & participagao da imunidade celular na PTI, embora Pi-
essens et alii (1970) tenham demonstrado que a incubagao de linfécitos
de pacientes com plaquetas autélogas ou alogeneicas (de outros pacientes)
aumentava a tesposta proliferativa dos linfocitos determinada pela incor-
poracao de *H, a imunidade mediada por células nesta doenca, ainda nao
esta bem esclarecida. Resultados semelhantes ao mencionado foram obtidos
também por outros autores como Wybran & Fudenberg (1972).

Atualmente, sabe-se que linfécitos sensibilizados, incubados com
o antigeno especifico, sao capazes de liberar muitos fatores soliveis, entre
os quais o fator inibidor de migracéo de macréfagos (MIF). Assim sendo,
Morimoto et alil {1977) demonstraram o efeito inibidor de migragio de
leucdcitos pela sua incubagao com plaquetas autdlogas em 6 pacientes com
PTI, dentre 14 pacienies estudados. Recentemente, Borkowsky & Kar-

patkin (1984) investigaram a inibicio de migracio de leucdcitos apéds a
interagao de plaquetas normais com linfécitos de pacientes com PTI. Neste
trabalho, a inibicao de migracao foi significativamente acentuada quando
comparada com a resposta de linfocitos de individuos normais, obtida em
12 experimentos diferentes. Os mesmos autores observaram uma relacao in-
versa entre a contagem de plaguetas e a producgao de linfocinas em pacientes
com PTIL Curiosamente, o fator de transferéncia (Lawrence, 1969) obtido
de um paciente com PTI em remissao foi capaz de converter a inibigao de
migragao leucocitdria observada em 3 pacientes com plaquetopenia severa,
a uma resposta normal. Inversamente, o fator de transferéncia obtido de um
paciente com plaquetopenia severa converteu uma resposta normal a uma
inibicao de migragao leucocitaria. Assim sendo, concluiu-se que linfécitos
de pacientes com PTI ja sensibilizados reconhecem antigenos plaquetarios.
Desse modo, a especificidade da reacao antigeno -linfécito tem sido demons-
trada nos pacientes com PTI. O fator de transferéncia foi capaz de modular
esta resposta in vitro conforme acima descrito.

Em 1979, Quagliata & Karpatkin observaram uma resposta linfo-
citéria proliferativa diminuida em sangue periférico de pacientes com PTI
frente a mitdégenos como a fitohemaglutinina e a concanavalina A, embora
o nimero de células T, células B e células nulas fossem normais. Estes
autores demonstraram também que o capuz linfocitario formado com anti-
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IgG humana era diminuido em linfécitos obtidos de 7 pacientes, o que nao
ocorre com linfécitos lavados, sugerindo portanto a presenca de um fator
(s} bloqueador ou anticorpo(s) humoral que poderia ser responsdvel pela
disfun¢ao qualitativa da imunidade mediada por células nessa doenca. Por
outro lado, Lauria et alii (1981) observaram a diminuigdo de células Ts
(supressora} no sangue periférico de pacientes adultos. Esta diminuigao
provavelmente ocorre pela presenca de fatores bloqueadores que desapare-
cemn durante o trabalho experimental requerido para formacgao de “capuz”.
Nestas condigoes, a enumeracao de células Ts se torna normal sugerindo
que estes fatores blogqueadores podem ser imuno-complexos (Trent et alii,
1980)

Zinberg et alii (1982), estudando a reagdo mista de linfécitos
autélogos (auto-RML) em 11 pacientes com PTI, observaram que sete de-
les tinham auto-RML diminuidas, enquanto 4 tinham normal a aumentada.

Todos 087 pacientes com auto-RM L dimiiiaida tinhan um Tator gérice blo-
queador que diminufa a auto-RML dos controles enquanto nenhum dos 4
pacientes com auto-RML normal a aumentada tinham este fator bloque-
ador. O fator bloqueador foi mostrado como sendo uma IgG em um dos
pacientes estudados. Estes estudos reconhecem um defeito de imunore-
gulacao em pacientes com PTI com respeito & interagao célula B-célula
T. ’

Muitos relatos tém indicado a existéncia de um desequilibrio de
célula T em PTI (Scott et alii, 1983; Shannon et alii, 1984). De acordo com
estes relatos, a relacdo OKT4/0K T8 (normal 2:1) estava diminuidaem 1/3
dos pacientes, embora os estados clinicos fossem varidveis. Entretanto, o
desequilibrio nas subpopulacoes de células T, caracterizado por diminuicao
da relagao OKT4/OKTS, parecem atualmente nao ter papel importante
na patogénese da PTI (Mizutani et alii, 1985; Leone et alii, 1986). No
entanto, o aumento destas células no sangue periférico e sua correlacao
com a contagem de plaquetas pode refletir uma anormalidade imunolégica.

Paralelamente, Bertotto et alii (1984} utilizaram anticorpos mo-
noclonais capazes de reconhecer células da linhagem T, a fim de determi-
nar suas subpopulagoes, em 5 criancas com PTI crénica, comparadas com
criancas normais. Verificaram que enquanto a relagao de células OKT3+,
OKT4+, OKT6+, OKT8+, OKT9+ era semelhante nos dois grupos, as
criangas com PTI crénica tinham porcentagens significativamente altas de
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células mononucleares com fendtipo de superficie OKT10+. Embora o
antigeno T-10 nao seja exclusivo da linhagem T, a presen¢a deste antigeno
em células mononucleares pode representar imaturidade fenotipica ou ati-
vacao de uma populacio de célula T.

1.3 Complemento (Cj)

Quanto a participagdo do complemento na PTI, em 1977, Hauch
& Rosse relataram a presenca de Cj ligado a plaquetas em pacientes com
PTI, ernpregando a técnica de consumo de anti-C. Nove enire 16 pacientes
(56%) tinham quantidades elevadas de Cs e IgG antiplaqueta, isto é, desses
9 pacientes nenhum demonstrou aumento de Cy sem ter elevacao de IgG
antiplaqueta. Cines & Schreiber (1979), empregando o teste de Coombs
radioativo, relataram niveis elevados de C; em 12 dentre os 21 pacientes

estudados {57%}- Entretanto; ao contrério-dos-estudeos-de-Hauch-anterior
mente descritos, 3 pacientes tinham demonstrado elevagao de Cs e niveis
normais de IgG antiplaqueta.

Em outros estudos, Myers et alii {1982), utilizando a técnica de
imunofluorescéncia quantitativa, encontraram aumentos de Cy em 15 dentre
24 pacientes estudados (63%), cinco dos quais demonstraram elevacao de
Cs plaquetario e niveis normais de IgG antiplaqueta.

Outros autores, empregando o método ELISA (Nel & Stevens,
1980} ou a técnica de imunofiuorescéncia semi-quantitativa {Veenhoven et
alii, 1980; von dem Borne et alii, 1980), nao encontraram evidéncias de
elevagao de Cs plaquetdrio num total de 117 pacientes com PTI examinados.

Walsh et alii (1984), empregando radioimunoensaio e proteina A
de estafilococo marcada com '*°I, encontraram valores elevados de Cs em
somente 6 de 23 pacientes (26%) testados. O significado fisiopatolédgico
destes achados ainda estd por ser esclarecido.

Através desta revisao da literatura sobre os aspectos imunologicos
da Pirpura Trombocitopénica Idiopatica, pode-se observar claramente que
existem discrepancias nos resultados obtidos por diferentes autores. Assim
sendo, e com o objetivo de esclarecer o significado fisiopatolégico desta
doen¢a em criancgas, foram realizadas as seguintes pesquisas em pacientes
comm PTI:
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. Determinacgao dos niveis séricos de diferentes classes de imunoglobu-
linas. '

. Estudo dos anticorpos séricos anti-plaqueta.

. Estudo de imuno-complexos e complemento, em especial (Cs).




2 DMaterial e métodos

+2.1 Pacientes

Foram estudados 28 pacientes com diagnéstico de Parpura Trom-
bocitopénica Idiopética, admitidos no Setor de Hematologia Infantil do De-
partamento de Pediatria da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
no periodo de 10/12/84 a 11/11/85. A faixa etdria destes pacientes variou
de 5 meses a 14 anos, sendo 10 deles do sexo masculino e 18 do feminino
(Tabela 1).

As 30 criancas estudadas como controle, nao apresentavam qual-
quer queixa clinica, nao faziam uso de qualquer tipo de medicagao e tam-
pouco apresentavam, ao exame fisico, sinais de pirpura. Tratavam-se de
pacientes admitidos para cirurgia eletiva no Hospital das Clinicas. A faixa

etéria-desses controles-variou-dos T meses gos 14 108, seride 18 do " sexo

masculino e 12 do feminino (Tabela 1).

Tabela 1: Distribui¢io segundo o sexo e faixa etiria dos 28 pacientes
com Purpura Trombocitopénica Idiopética e 30 controles (HC/UNICAMP,
1984,/1985).

SEXO
PACIENTES CONTROLES
IDADE [(anos) masc fem masc fem
< 1 i - 1
13 1 4 2 4
3F6 3 7 6 4
> 6 5 7 9 4

TOTAL 10 18 18 12
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2.2 Critérios de diagnéstico

O diagnéstico de Parpura Trombocitopénica Idiopética nas 28 cri-
ancas fol baseado nos critérios estabelecidos para essa doenga {Karpatkin,
1985} descritos a seguir:

e Plaquetopenia (ntimero de plaquetas inferior a 150.000/mm?) devido
ao aumento da destruicio plaquetéria, manifestada por plaquetopenia
ou diminuicdo da sobrevida plaquetaria.

e Medula éssea com niimero normal ou aumentado de megacaridcitos e
com presenca de megacariécitos jovens.

e Exclusio de outras doencas clinicas primdrias que sio capazes de cau-
sar as alteracdes acima mencionadas: ldpus eriteratoso sistémico, lin-
e —— ——————— fem.a‘s,., c{}agﬁ}&gﬁ;@i}}%f&k’&&%l&?diss@miﬂad@qhipﬁrﬁs})lez-lismﬂ»ir()mw

bocitopenia induzida por droga.

Definiu-se como Pérpura Trombocitopénica ldiopatica aguda,
quando a contagem de plaquetas foi inferior a 150.000/mm?® e normalizou-
se até 6 meses de evolucio. Definiu-se como Pidrpura Trombocitopénica
1diopética crénica quando o nimero de plaquetas permaneceu inferior a
150.000/mm® por mais de 6 meses (Karpatkin, 1085).

2.3 Coleta do material

Aliquotas de 10 ml de sangue dos pacientes ou dos controles foram
coletadas em seringa plastica descartdvel, sem anticoagulante. O sangue fol
transferido para um frasco de vidro e mantido & temperatura ambiente até a
retracao do codgulo. Apés a separacdo do soro por centrifugacao, aliquotas
de 1 m! de soro foram distribuidas em frascos de vidro e armazenadas a
~70°C até o momento do uso.

2.4 Quantificacio de imunoglobulinas circulantes

Para quantificar as imunoglobulinas séricas, foi utilizado o método
de imunodifusao radial (Mancini et alii, 1965) segundo normas do fabricante
(Laboratério Hoechst-Behring). Desta forma, aliquotas de 5 microlitros de
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soro padrao, soro controle ou soro de pacientes com PTI foram colocados
em placas de imunodifusao radial (Behring Nor-Partigen, W. Germany)
contendo anti-IgG, anti-IgM ou anti-IgA em concentragoes cujo limite de
dosagem era 2,50 a 37,7 g/l para IgG, 0,32 a 4,83 g/l para IgM e 0,42 a
6,34 g/l para IgA. Apds a incubagao durante 2 dias para IgG e IgA e 5 dias
para IgM a temperatura ambiente, o didmetro dos halos de precipitagao foi
medido com régua apropriada. As amostras de soros padrio com concen-
tragoes conhecidas de IgG (660, 1200 e 2550 mg%), de IgM (55, 90 e 316
mg%) e de IgA (132, 235 e 520 mg%) foram utilizadas para construcio de
uma curva padrao onde o didmetro do halo de precipitacao em milimetros
foi colocado na ordenada e o valor da concentragao de imunoglobulinas
em mg% foi colocado na abscissa conforme demonstrado na Figura 2, em
Resultados.

A concentracao de cada amostra foi determinada através da curva

padrao, encontrando-sé a conceniracao correspondente alravés da medida
do didmetro formado pelas amostras examinadas nas placas de imunodi-
fusao radial. Todos os testes foram realizados em duplicata.

2.5 Precipitacio de imuno-complexos

Os imuno-complexos foram preparados pela técnica de precipita-
¢do de soro com polietileno-glicol (PEG) 7% (Sigma Chemical Company,
St. Louis) segundo instrucdes descritas por Haskovd et alii (1978) e modi-
ficadas por Walsh et alii {1984). Os soros de pacientes com PTI ou soros
de individuos normais {controles) foram diluidos 1:20 em tampéao borato
de sédio 0,1 M, pH 7.4. Quantidades de 5 ml de soro diluido foram pre-
cipitadas com volumes iguais de polietileno-glicol (PEG) a 7% em salina
fosfatada (PBS), gota a gota com agitagiao constante. Apds a precipitacio,
a mistura foi deixada em repouso a 4°C durante 18 horas. O precipitado
foi separado por centrifugacao a 2500 g durante 15 minutos, lavado 2 vezes
com PEG a 7% em PBS e redissolvido em 40 microlitros de PBS 0,01 M,
pH 7,2-7,4. As proteinas, imunoglobulinas e C; foram determinados no
precipitado conforme descrito a seguir.
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2.6 Determinacio de protefnas

A concentracdo das proteinas foi determinada empregando-se a
reagao de biureto, segundo o método de Weichselbaun (1946).

2.7 Titulagdo de anticorpos n3o marcados

A determinacdo do titulo de anticorpo foi realizada através da téc-
nica de Ouchterlony {1958). Léminas de microscopia (12x76 mm) foram re-
cobertas com 3 ml de dgar a 1% em NaCl 0,15 M, formando uma camada de
espessura homogénea. Apés a solidificacao do agar, em cada ldmina foram
feitos orificios centrais que foram preenchidos com soro padrao contendo
IgG, IgM e IgA ou C; nas concentracdes de 100 e 500 microgramas. Os 6
orificios externos foram preenchidos com soros anti-IgG, anti-IgM, anti-IgA
e anti-Cs total e nas diluigoes 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, para se verificar a

melhor diluicao do anti-soro a ser usada na quantificacdo de imunoglobuli-
nas e C3. As ldminas foram conservadas em camara tumida, no refrigerador
por 2 dias para IgG, IgA e C; e por 5 dias para IgM observando-se entio
a formacao de linhas de precipitacio. A seguir, as laminas foram lavadas
com salina 0,15 M a fim de se eliminar do gel as proteinas em excesso que
nao precipitaram. Apés a lavagem com salina, as ldminas foram lavadas
em agua destilada por 1 hora, secas na estufa a 37°C e coradas com azul
de Comassie.

2.8 Determinagio da quantidade de imunoglobulinas
e C; no soro precipitado com polietileno-glicol 7%

A quantidade de imunoglobulinas e C; no soro precipitado com
PEG 7% {Sigma Chemical Company, St. Louis) foi determinada por imu-
nodifusao radial em dgar, utilizando-se anti-soros anti-IgG, anti-IgM, anti-
TgA e anti-C; (Sigma Chemical Company, St. Louis) diluidos 1:20 segundo
técnica descrita por Mancini et alii (1965).

Trés concentragoes diferentes de cada um desses soros (Hoechst /-
Behring) foram utilizadas como padrao: 720, 1320 e 2600 mg% para IgG;
66, 168 e 316 mg% para IgM; 142, 270 e 502 mg% para IgA; 53, 90 e 183
mg% para C; conforme demonstrado na Figura 4, em Resultados.
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2.9 Preparacio de plaquetas
2.9.1 Plaquetas normais

Para o teste de imunofluorescéncia da suspensao plaquetéaria, a
fim de verificar a presenca de anticorpo anti-plaqueta, foi usado plasma rico
em plaquetas (PRP) do grupo “O7”, colhido em bolsa de sangue contendo
ACD (4cido citrico, citrato, dextrose} como anticoagulante, e coletado de
voluntarios sadios pelo Banco de Sangue do Hospital das Clinicas da Fa-
culdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. As bolsas de sangue contendo
PRP foram armazenadas a temperatura ambiente até o momento de uso, o
que nao ultrapassou 5 dias, visto ser a data limite para viabilidade celular.

2.9.2 Preparo da coluna com Sepharose 2-B

Baseado na técnica de Tangen et alii (1972), Sepharose 2-B (Phar-

macia Fine Chemicals, Montreal) foi lavada 3 vezes com volume igual de
acetona e entido lavada com salina isotonica pH 7,0 usando um funil de Bu-
chner com vicuo até a acetona evaporar-se completamente. Foi adicionado
ao gel 10 ml de salina e a coluna montada em seringa plastica descartavel
de 20 ml. Um pequeno circulo de algodao serviu de filtro. O gel foi lavado
com 75 ml de salina isotdénica pH 7,0, antes do fracionamento das plaquetas.

2.9.3 Purificacido de plagqueta normal com Sepharose 2-B

0O plasma rico em plaqueta normal do grupo “O” foi centrifugado
e o sobrenadante removido para ajustar a concentragao plaquetédria em
1000 x 10°/litro. O plasma tico em plaqueta {1 ml) foi aplicado na coluna
de Sepharose 2-B e assim que a amostra penetrou totalmente no gel, foi adi-
cionado 20 ml de salina e o material foi eluido num fluxe de 2 ml/minuto.
Fracoes de 2 ml foram coletadas. As fracdes contendo plaquetas foram
reunidas. Rarissimos leucécitos estavam presentes. O efluente fol deixado
sedimentar durante 10 minutos e as plaquetas livres de hemdcias foram
removidas para outro tubo obtendo-se uma recuperacao final de aproxima-
damente 65%. A morfologia das plaguetas era normal quando examinadas
em microscropia comum. Toda a manipulacdo foi realizada com material
plastico.
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2.9.4 Preparo das plaguetas normais

O preparo das plaquetas normals utilizadas no teste de imunoflu-
orescéncia para deteccao de anticorpo anti-plaqueta foi baseado na técnica
de von dem Borne et alii {(1978). O plasma rico em plaquetas (PRP) de
5 doadores normais do grupo “O” purificados em colunas de Sepharose 2-
B, foram reunidos em frascos plasticos, centrifugados a 2800 g durante 20
minutos a 20°C e lavados 3 vezes com PBS/EDTA pH 7.4. Em seguida,
as plaquetas foram ressuspensas em 3 ml de paraformaldeido 1%, em PBS,
durante 5 minutos & temperatura ambiente a fim de serem fixadas. Para
retirar o excesso de paraformaldeido, apds este procedimento, as plaque-
tas foram lavadas em PBS/EDTA contendo 1% de BSA e ressuspensas. O
ntmero de plaquetas foi ajustado para 10 » 10®/ml e usadas no mesmo dia
do preparo.

295 Contagem das plaquetas

Esta técnica foi utilizada tanto para contagem de plaquetas dos
pacientes com diagndstico de pirpura, como para plaquetas normais uti-
lizadas no teste de imunofluorescéncia. Da suspensao contendo plaquetas,
diluida em oxalato de amoénia 1%, foi determinado seu ntmero segundo
" Brecher & Cronkite (1950). Para isso, primeiramente aspirou-se oxalato
de aménia 1% com uma pipeta de Thomas de contagem de hemacias até
a marca 0,5. A seguir, foi introduzido PRP mediante aspiracao até que
o nivel de oxalato de aménia atingisse a marca 1. O volume de PRP foi,
pois, de 0,5. Em seguida, completou-se com oxalato de amdnia 1% até a
marca 100 para obter-se uma diluicao 1:200. Agitou-se a pipeta durante 3
minutos e depois de descartar as 2 primeiras gotas, encheu-se a camara de
Newbauer. Apds sedimentacao por 20 minutos, contou-se em microscropio
de contraste de fase as plaquetas situadas em 5 quadrados centrais. Se N é
o ntimero de plaquetas contadas, N x 10.000 é o nimero de plaquetas por
milimetro cdbico.

2.10 Titulacio de anticorpos marcados com FITC

A diluigao 6tima dos soros anti-lIgG, anti-IgM e anti-IgA marca-
dos com FITC (Sigma Chemical Company, USA} que foram utilizados no
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teste de imunofluorescéncia para anticorpo anti-plaqueta, foi determinada
por titulagdo com vérias dilui¢bes destes anti-soros. Para isso, foram uti-
lizados soros de pacientes com J-talassemia homozigdtica que receberam
transfusdes miltiplas como controle positivo e soro AB normal como con-
trole negativo, adsorvidos em plaquetas normais do grupo “0”, fixadas em
paraformaldeido 1%, em PBS. A dilui¢do 6tima dos soros anti-IgG, anti-
IgM e anti-IgA marcados com FITC (Sigma Chemical Company, USA}
foi de 1:20. Nesta dilui¢ao, todos os anti-soros evidenciaram fluorescéncia
méaxima com o soro de pacienie com S-talassemia homozigdtica contendo
anticorpo anti-plaqueta, mas nenhuma fluorescéncia com o soro AB normal,
para todos os reagentes testados.

2.11 Imunofluorescéncia da suspensio plaquetaria

Com o objetivo de se deteclar anticorpos anti-plaguetédrios se-

gundo a técnica de von dem Borne {1978), aliquotas de 0,1 ml da suspensao
de plaquetas normais (10 x 10®/ml), fixadas com paraformaldeido 1%, em
PBS, foram incubadas com 0,1 ml de soro controle ou de paciente com PTI
durante 30 minutos a 37°C. Apds a incubagao, as plaquetas foram lavadas
3 vezes com PBS/EDTA e incubadas com 0,1 ml de antiglobulina marcada
com FITC diluida 1:20 em PBS contendo 0.2% de BSA durante 30 mi-
nutos & temperatura ambiente. Posteriormente, foram lavadas 2 vezes em
PBS/EDTA e ressuspensas em glicerina-PBS (3:1) e em seguida montadas
em laminas de microscopia cobertas com laminula, para ser examinada em
microscépio de imunofluorescéncia (Carl Zeiss) com epi-iluminagao. As pla-
quetas positivas mostraram um anel ou pontos fluorescentes como padrao.
A reacao de imunofluorescéncia foi considerada negativa quando menos que
5% das plaquetas eram fluorescentes e como positiva quando malis que 95%
das plaquetas eram fluorescentes.
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3 Resultados

3.1 Caracterizacao clinica dos pacientes

A caracterizagao clinica da populacao de 28 criangas foi realizada
segundo critérios descritos emn Material e Métodos. O diagnéstico definitivo
revelou a existéncia de 14 formas agudas e 14 formas crénicas de PT1 nessa
populacao, com apenas 1 paciente possuindo antecedentes familiares da
doenca (Tabela 2). A ocorréncia prévia de infecgbes virais em pacientes com
PTI tem sido relacionada com modificagoes antigénicas de plaquetas. Este
fato nos levou a pesquisar a ocorréncia de infec¢bes prévias na populagzo
estudada. Resultados apresentados na Tabela 3 demonstram a existéncia
de 5 casos com infecgoes virais entire 8 pacientes com PTI aguda e 5 entre
12 pacientes com PTT crénica dos 20 pacientes analisados.

A contagem de plaquetas sangtiineas, um exame laboratorial im-

portante e confirmativo dessa doenga, foi realizada nos pacientes com PTI
no momento do diagnéstico. Dados apresentados na Figura 1 revelam que
contagens entre 60,000 a 120.000/mm?® foram mais [reqlientes entre os paci-
entes com a forma aguda da pirpura e menos de 30.000/mm?® em pacientes
com a forma cronica.

Tabela 2: Distribuicao dos 28 pacientes com Puarpura Trombocitopénica
Idiopética segundo a evidéncia de antecedentes familiares de Piirpura Trom-
bocitopénica Idiopéatica (HC/UNICAMP, 1984/1985).

n? de pacientes 1% de pacientes total
com PTI aguda com PTI crénica
com antecedentes 1 e 1
sem antecedentes 13 14 27

TOTAL 14 14 28
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Figura 1: Contagem de plaquetas em 14 pacientes com PTI aguda e 12
pacientes com PTI crénica (HC/UNICAMP 1984/1985).
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Tabela 3: Distribuicao de 20 pacientes com Pirpura Trombocitopénica
Idiopatica, segundo a evidéncia de infecgdo prévia a instalagao de Pirpura
Trombocitopénica Idiopética (HC/UNICAMP, 1984/1985).

pacientes: 0% de pacientes n? de pacientes total
com PTI aguda com PTI cronica

com infecgao 5 (62.5) 5 (41,7} 10

sem infeccao 3 (37.5) 7 (58,3) 10

TOTAL 8 12 20

* Percentagem de casos

3.2 Alteracao dos niveis de imunoglobulinas em pa-
cientes com PTI

Com o objetivo de se quantificar as imunoglobulinas séricas dos
pacientes, o método de imunodifusdo radial segundo Mancini et alii, 1965,
foi utilizado conforme descrito em Madterial e Métodos. A curva padrao das
dosagens de imunoglobulinas circulantes encontra-se na Figura 2.

Os resultados obtidos quanto as dosagens de imunoglobulinas sé-
ricas de pacientes com PTI aguda, crénica e grupo controle, acham-se apre-
sentados nas Tabelas 4, 5, 6 e 7 e na Figura 3. Pode-se verificar nas Tabelas
4 e 5, as concentracoes individuais {mg/100 ml de soro} de IgG, IgM e IgA
em 28 pacientes {Tabela 4) e em 30 individuos normais (Tabela 5). Os
valores apresentados nessas tabelas representam médias de pelo menos 2
determinacdes por individuo. A média da concentragao de imunoglobuli-
nas séricas em pacientes e grupo controle, juntamente com o desvio padrao
(DP) estao apresentadas na Tabela 6. A comparagao desses valores nos
casos cronicos e agudos da doenca estd demonsirada na Tabela 7.

Embora 11 pacientes (Tabela 4) tenham demonstrado concen-
tracoes de IgG menores que a média dos controles, a média da concentracao
de 1gG por paciente (N=28) era +473,3 mg% maior que o controle (1103,9
mg% - Tabela 6). Os resultados apresentados nesta tabela demonstram
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Tabela 4: Média de 2 determinacdes de imunoglobulinas séricas (IgG,
IgM e IgA) em 28 pacientes com Parpura Trombocitopénica Idiopdtica
(HC/UNICAMP, 1984/1985).

INDIVI IDADE SEXO FORMA  Concentragdo em mg/100 ml

DUOS CLINICA IgG IsM IgA
1 la 1m M aguda 780 300 33
2 8a M aguda 1535 131 154
3 la 3m F aguda 290 55 33
4 11a F aguda 780 42 47
5 5m M aguda 360 32 33
6 2a 8m F aguda 1250 243 118
7 5a M aguda 1250 90 588
8 3a F aguda 1900 160 118
9 4a M aguda 880 146 70
10 3a F aguda 1900 243 118
11 5a M aguda 1090 191 105
12 2a F aguda 3204 NR 233
13 %a F aguda. 3916 NR 326
14 8a M aguda 3204 NR 372
15 5a F crénica 980 35 60
16 Oa M cronica 2080 88 78
17 6a ¥ cronica 1400 390 91
18 2a M cronica 1250 243 118
19 Ta M cronica 1090 124 154
20 4a F cronica 1900 243 118
21 3a F cronica 880 341 70
22 13a F cronica 700 243 42
23 5a F cronica 1090 184 154
24 6a F cronica 1600 339 118
25 3a F crénica 1250 339 42
26 13a F crdmnica 1250 243 118
27 l4a ¥ cronica 3204 NR 279
28 Ta M cronica 2848 NR 256

NR = nio realizado
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Tabela 5: Média de 2 determinacoes de imunoglobulinas séricas (IgG, IgM

e IgA) em 30 criangas normais (HC/UNICAMP, 1984/1985).

Concentragao em mg/100 ml

Individuos IDADE SEXO IegG IeM IgA
1 5a M 1300 145 180
2 1a M 720 76 100
3 l14a M 1850 200 330
4 1la M 1600 160 310
5 3a M 1100 120 160
6 4a M 960 130 200
7 10a M 1200 130 150
8 4a M 1000 140 132
9 Ta M 880 T4 110
10 5a M 1100 94 130
11 7m M 698 47 170
12 Ra M 880 86 180
13 10a F 1350 180 150
14 10a M 1750 180 125
15 Ya M 1550 70 250
16 6a F 1000 180 200
17 10a M 1260 100 70
18 ba M 1050 160 150
19 4a F 920 140 160

20 9a M 920 200 300
21 Sa F 1300 120 100
22 3a F 860 94 240
23 6a. F 1250 180 260
24 2a F 850 112 130
25 2a F 900 . 130 150
26 la F 450 95 104
27 2a F 930 80 80
28 4a ¥ 1600 140 180
29 7a F 930 120 185
30 Ta M 1020 100 230
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Tabela 6: Média aritmética + desvio padrao da determinacio de imuno-
globulinas séricas (IgG, IgM e IgA) em 28 pacientes com Pirpura Trombo-
citopénica Idiopatica comparados aos observados em 30 criancas normais,
*p < 0,01, " p< 0,05 (HC/UNICAMP, 1984/1985).

Concentragido em mg/100 mi

Diagnéstico IgG IgM IgA
Pacientes com PTI 1577,2" 193,38 144,1*"
(N = 28) +932.5  4+107.9 +£124,7
Individuos normais 1103,9 126,1 180,5
(N = 30) +323,2 +41,1 +=76,2

também que 7 pacientes apresentaram niveis de IgM menor que a média
dos controles (126,1 mg%) mas, a média de IgM por paciente era 67,2 mg%
maior que nos controles. Ao contrario dos achados sobre 1gG e IgM po-
demos observar (Tabela 4) que os mesmos pacientes demonstraram IgA
bastante diminuida em relacao aos controles, com excecao de 4 pacientes
com os niveis de sua imunoglobulina acima da média dos controles (180,5
mg% - Tabela 6).

Os dados apresentados na Tabela 6 foram obtidos pela analise
global de todos os pacientes, independentemente da forma clinica da doenca
e mostram as médias de IgG, 1gM e IgA. Pode-se observar, claramente, altas
concentragoes de IgG e 1gM e baixos niveis de IgA nos pacientes quando
comparados com individuos normais.

FEm relacao & IgA, no grupo de criancas com PTI, a média das
concentragoes séricas foi de 144,1 e o desvio padrao de 124,7 mg% (Tabela
4). Em apenas 2 pacientes os valores encontrados foram superiores a média
dos controles mais 2 desvios padrao, como é mostrado nas Tabelas 4 e 6.
No grupo de criangas sadias, a média e o desvio padrao das concentragoes
séricas de IgA foram respectivamente 180,5 e 76,2 mg% (Tabela 6).

Os resultados das concentragoes séricas de IgG, 1gM e IgA nos
pacientes estratificados em PTI aguda e cronica, encontram-se resumidos



Tabela 7: Média aritmética 4 desvio padriao da determinagao de imuno-
globulinas séricas (IgG, 1gM e IgA} em 14 pacientes com a forma aguda e
14 pacientes com a forma cronica de Pdrpura Trombocitopénica Idiopética
comparadas aos observados em 30 criangas normais, * p < 0,01, ** p < 0,05
(HC/UNICAMP, 1984/1985). '

Diagnéstico Nuamero de Concentragio em mg/100 ml
individuos 1gG IeM IgA
PTI AGUDA 14 1595.67 148,57 167,7"
+1120,3 +89.5 +161,2
PTI CRONICA 14 1558,7" 2343  121,3"

+768,4 +110,2 +£71.8

3932 441,01 4762

na Tabela 7. Pode-se observar que as concentragoes de IgG nos dois grupos
s30 quase iguais, embora mostrem uma elevagio de pelo menos 41,2% acima
do controle. Embora o nivel de IgM no grupo de pacientes com a forma
aguda aguda da doenga se encontre 36,6% menor que no grupo com PTI
crénica, ambos apresentam aumentos respectivos de 17,6% e 85,8% acima
dos controles. O nivel de IgA no grupo com a forma aguda mostra uma
elevacio de 38,2% acima do grupo com a forma cronica, apresentando os
dois grupos um decréscimo de respectivamente 7,0% e 32,8% abaixo dos
niveis observados nos individuos normais.

3.3 Anticorpos com especificidade anti-plaquetaria
nos soros dos pacientes com PTI

Com o objetivo de se verificar a presenca de anticorpos anti-
plaguetas em pacientes com PTI, o método de imunofiuorescéncia segundo
von dem Borne (1978) foi utilizado conforme descrito em Material e Métodos.

Os resultados obtidos acham-se resumidos na Tabela 8. Pode-se
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Tabela 8: Reacao de imunofluorescéncia dos soros dos 28 pacientes com
Pdrpura Trombocitopénica Idiopética adsorvidos em plaquetas normais e
revelados com anti-imunoglobulinas marcadas com FITC (HC/UNICAMP,
1984,1985).

Anticorpos fluorescentes Namero de % dos casos posi-
pacientes  tivos na populagao
reativos
Anti-1gG 5 17,8
Anti-IgG e anti-IgM 12 42.9
Anti-IgG e anti-IgA 2 7,2
Anti-IgG, anti-igM e anti-IgA 5 17,8
Anti-IgM 1 3.6
Anti-TgA (6] 0.6
TOTAL 25 89,3

observar que 25 pacientes dos 28 examinados, demonstraram reagoes positi-
vas em imunofluorescéncia contra pelo menos um anticorpo marcado, o que
indica que 89,3% dos pacientes possuiam anticorpo contra componentes da
membrana de plaguetas normais.

3.4 Imuno-complexos e C;

Com a finalidade de se verificar a presenca de imuno-complexos
nos soros dos pacientes com PTI, o método de precipitagao com polietileno-
glicol (PEG) a 7% em PBS (Walsh et alii, 1984), foi realizado. A andlise
dos componentes do material assim precipitado de soro de pacientes e de
individuos normais foi realizada pela técnica de imunodifusao radial se-
gundo Mancini et alii {1965) conforme descrito em Material e Métodos.
As curvas padrao das dosagens de Cy e imunoglobulinas encontram-se na
Figura 4 e os valores obtidos estao apresentados na Tabela 9, cujos valores
correspondemn & média da concentra¢do de proteina, imunoglobulinas e Cs
em pacientes e controles, juntamente com o desvio padrao {DP). Pode-se
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Tabela 9: Concentragao de proteinas, imunoglobulinas e Cy em imunocom-
plexos precipitados dos soros de pacientes (N = 28) e individuos normalis

(N = 30) (HC/UNICAMP, 1984/1985).

Imuno- IgG IgM IgA Cs
compl. mg% mg% mg% mg%
mg/ml
PACIENTES 6,55 14019 1772 2943 64,8
14,30 +4345 4926 +121.3  ~296
CONTROLES 7,25 16385 1953 3404 66,1
1428 45093 +119,6 +140,7 4321

observar claramente que a média da concentragao de proteinas por paciente
(N=28) era +0,7 mg/ml menor que o controle (7,25 mg/ml). As médias
das concentracoes de lgG, IgM e IgA por paciente (N-=28) eram de +236,6,
18,1 e 46,1 mg% respectivamente menores que os controles 1638,5, 195,3
e 340,4 mg%. Quanto ao Cs, observa-se na mesma tabela que nos imuno-
complexos precipitados dos soros, a média da concentragao por paciente
(N=28) era apenas 1,3 mg% menor que o controle (66,1 mg%).
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4 Discussao

O presente trabalho mostra uma malor incidéncia da Pdrpura
Trombocitopénica ldiopatica (PTI), em criancas ocorrendo entre 2 a 6 anos
de idade {Tabela 4). Este achado confirma resultados obtidos anteriormente
por Lusher & Iyer (1977).

O predominio do sexo feminino foi observado na populagao estu-
dada de 28 criangas com PTI, embora alguns autores nao tenham encon-
trado diferencas numéricas entre os dois sexos (Ortega et alii, 1977 e Nieves
et alii, 1983). Uma das caracteristicas dessa doenga é a baixa contagem de
plaquetas, o que foi também observado em nosso trabatho, onde 61,5% da
populagao estudada demonstrou contagens inferiores a 60.000/mm®. Con-
tagens abaixo de 30.000/mm?® foram verificadas nas formas cronicas e entre
60.000-120.000/mm? nas formas agudas (Figura 2).

No grupo de pacientes analisado no presente estudo, foi evidenci-

ado que 50% dos mesmos apresentaram a forma aguda da doenca, recupe-
rando a niveis normais suas contagens de plaquetas num periodo inferior a 6
meses. Este dado foi obtido uma vez que os pacientes foram acompanhados
por um grande centro hematoldgico especializado, onde um maior ntimero
de pacientes com PTI cronica sao encaminhados visto que a PTI crénica
¢ mais dificilmente tratada e os pacientes nao apresentam recuperacao ou
mesmo melhora clinica num periodo de 6 meses.

Quanto a etiologia da PTI, a infecgao viral tem sido apontada
como uma das causas dessa doenca {Lusher & Zuelzer, 1966). De fato, em
nossos estudos, 35,7% dos pacientes apresentaram antecedente de infeccio
viral, algumas semanas antes das manifestagoes clinicas de PTI (Tabela 3).
Estes dados aproximam-se dos obtidos por Karpatkin & Karpatkin (1981},
que relataram a existéncia de um histérico de infeccao viral em mais que
50% dos pacientes examinados.

Embora alguns autores (McIntosh et alii, 1981) sugiram o envolvi-
mento de fatores genéticos na etiologia da PTI, nossos dados demonstram
a existéncia de apenas 1 paciente com antecedentes familiais na populagao
estudada {Tabela 2).

Quanto & avaliagao de imunoglobulinas séricas nas 28 criancas com
PTI estudadas, demonstrou-se um aumento significativo nos niveis de IgG,
tanto nas formas agudas como nas formas crénicas da doenga (Tabela 5}.
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Embora estes dados sejam diferentes dos resultados obtidos por Khalifa et
alii {1976), onde se observou niveis diminuidos de IgG, estes estio de acordo
com dados obtidos em trabalhos recentes (Bailén et alii, 1983). Quanto as
imunoglobulinas da classe IgM, encontrou-se uma elevagéo significativa na
sua concentracao, no grupo de pacientes pesquisados tanto em casos agudos
como cronicos, sendo muito mais acentuada nas formas cronicas, o que estd
em concordéncia com os trabalhos de Khalifa et alii (1976) e Bailén et alii
{1983). Entretanto, os niveis de IgA nesses pacientes eram baixos guando
comparados com individuos normais, confirmando assim dados obtidos em
outros trabalhos (Khalifa et alii, 1976 e Bailén et alii, 1983), sendo esta
caracteristica mais significativa em pacientes com PTI cronica. O nivel
aumentado de IgA encontrado por Rabasa et alii (1984) talvez possa ser
atribuido ao fato da nefelometria ter sido a técnica utilizada. Embora
estudos populacionais anteriores (Amman & Hong, 1970} tenham demons-
trado uma incidéncia de deficiéncia de IgA entre 0.10% e 0,14%, a mesma

incidéncia por nés na populagao aqui estudada, foi de 39,3%.

Os niveis de imunoglobulinas séricas (IgG, IgM, IgA}, em criancas
com PTI, comentados anteriormente, sugerem a existéncia de um estimulo
ou desregulacao na resposta imune humoral. Conclusoes semelhantes fo-
ram relatadas por Rabasa et alii (1984). Entretanto, a alta incidéncia de
PTI1 cronica com deficiéncia de IgA sérica, na populacio por nds estudada -
(39,3%, Tabelas 4 e 6)) encontra apoio no trabalho de Khalifa et alii (1976).
Este fato tem sido apontado como um fator diagndstico importante, isto é,
a cronicidade desta doenga pode ser determinada pela deficiéncia de IgA
sérica. Na realidade, o que deve ser questionado é se essa deficiéncia é uma
causa ou uma conseqiiéncia da doenc¢a. Alguns autores sugerem a existéncia
de uma deficiéncia de IgA em muitos dos familiares destes pacientes, o que
leva a pensar que tal deficiéncia seja anterior & evolugao de PTI e que seja
um fator que predisponha o individuo a contrair a doencga (de la Torre
et alii, 1982), visto que baixos niveis de IgA sdo também encontrados em
outras enfermidades autoimunes {Zuelzer et alii, 1970).

O elevado nivel de IgG e IgM em pacientes com PTI pode ser ex-
plicado pela existéncia de um fator humoral que estimula células B a produ-
zirem anticorpos que por sua vez se ligam as glicoproteinas plaquetarias. As
plaquetas, assim sensibilizadas, ligam-se aos mondcitos e aos macréfagos,
particularmente no bago, causando um aumento da destruicdo plaquetdria.
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A avaliagdo de anticorpos anti-plaqueta pelo método de imuno-
fluorescéncia mostrou uma reagao positiva no soro de 89,3% dos pacientes
com PTT ativa (Tabela 8), o que é compativel com os resultados obtidos por
outros métodos (Sintnicolaas et alii, 1987; Freedman et alii, 1985; Fabris
et alii, 1985). Os 3 casos onde a reag@o de imunofluorescéncia foi negativa
podem ser explicados pela baixa sensibilidade do método na presenca de
pequena quantidade de anticorpo no soro. Estas rea¢oes negativas sugerem
também, que outros mecanismos além de autoanticorpos estejam envolvidos
na plaquetopenia que acompanha a PTI.

A presenca de anticorpos séricos anti-plaqueta em pacientes com
PTI tem sido publicada por muitos pesquisadores empregando grande vari-
edade de técnicas, mas, a vantagem da técnica de imunofluorescéncia utili-
zada neste trabalho sobre as demais é que as plaquetas sdo submetidas a um
manuseio minimo por filtracao em gel, enquanto que as repetidas lavagens

necessarias em outras técnicas podem resultar na formagio de agregados

plaquetarios e ligagao inespecifica de imunoglobulina. A técnica de imuno-
fluorescéncia permite a identificagao microscépica especifica de plaquetas,
enquanto que os métodos de contagem plaquetdria podem incluir outras
células contaminantes, como por exemplo, linfécitos, especialmente quando
a plaquetopenia é severa. Uma outra vantagem é que a natureza imu-
noquimica, isto é, classes e subclasses, dos anticorpos anti-plaqueta pode
ser determinada simplesmente lancando mao de anti-imunoglobulinas mar-
cadas com FITC (von dem Borne, 1978).

No presente trabalho, encontrou-se que as imunoglobulinas ligadas
as plaquetas eram principalmente IgG associada com IgM (42,9%), 1IgG as-
sociada com IgA (7,2%), 1gG com IgM e IgA (17,9%), IgG sozinho (17,9%)
e IgM sozinho (3,6%), conforme demonstrado na Tabela 8, em Resultados.

Entretanto, nao estd claro como a imunofluorescéncia inespecifica
¢ inibida pelo formaldeido usado nesta técnica. A fluorescéncia inespecifica
de plaquetas é provavelmente causada pela ligagao de imunoglobulinas nor-
mais a superficie plaquetdria (Dixon et alii, 1975}. Provavelmente, o pa-
raformaldeido liga-se covalentemente aos grupos amino das. proteinas da
membrana, podendo causar um aumento na carga negativa inibindo entao,
a ligagao nao imune de imunoglobulinas. Uma possibilidade alternativa
é que o paraformaldeido inative receptores Fe¢ que estao presentes nor-
malmente na superficie da plaqueta. Conforme Verheugt et alii {1977), a
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fixacao com paraformaldeido nao impede a ligacao de anticorpos. A capa-
cidade das plaquetas fixadas ou nao com paraformaldefdo de adsorverem
especificamente anticorpos anti-plaqueta mostrou-se inalterada.

A presenca de anticorpos séricos em nivels aumentados nao é res-
trita a pacientes com PTI, lipus eriternatoso sistémico ou isoimunizagao.
Uma alta incidéncia desses anticorpos é observada também em pacientes
com mononucleose infecciosa {Veenhoven et alii, 1980) e um ter¢o dos paci-
entes com septicemia possuem titulos elevados de anticorpos anti-plagueta
e uma baixa contagem de plaquetas que por definicao é trombocitopenia
imune {Kelton, 1985). Parece que os testes indiretos de detecgio de anticor-
pos anti-plaqueta, em soro de pacientes, sao de limitado valor diagnéstico.
Entretanto, alguns aspectos sao de importancia pratica. Os anticorpos
podem ser caracterizados como IgG, IgM ou IgA. Os anticorpos IgG sao
capazes de atravessar a placenta e esta caracterizacao pode ser importante
no manuseio de pacientes gravidas com PTIL

Uma distinc¢ao de isoanticorpos e autoanticorpos em PT1 pode ser
de importancia diagnéstica, por exemplo em pacientes com plaquetopenia
que tenham recebido transfusdo sangiifnea. Veenhoven et alii (1980} encon-
traram diferencas entre estes anticorpos com respeito & fixacado de comple-
mento e afinidade por plaquetas, na presenca de ACD ou EDTA. O soro de
pacientes que receberam transfusoes muiltiplas, fixam Cq com mais eficicia.
Este fato, embora possa ser aparentemente explicado por disturbios imu-
nolégicos a nivel de sub-classes de imunoglobulinas, requer malor avaliagao
principalmente a nivel das alteragoes antigénicas plaquetdrias. Além disso,
anticorpos anti-plaqueta nos pacientes com PTI tém uma grande afinidade
por plaquetas colhidas com EDTA enquanto isoanticorpos tém igual afini-
dade para plaquetas na presenca de ACD ou EDTA.

A possibilidade da plaquetopenia estar relacionada com o clarea-
mento de imuno-complexos pelo sistema mononuclear fagocitario, conforme
sugerido por Trent et alii (1980), nos levou a realizar uma avaliacio desses
imuno -complexos. Cada paciente foi testado para a presenca de imuno-
complexos no soro pelo método de precipitacao com PEG 7% e posterior
identificagao dos seus constituintes através de imunodifusao radial {Tabela
9). O teste de imuno-complexo circulante realizado com este método, foi
negativo em todos os pacientes estudados, ou seja, os valores obtidos es-
tiveram sempre abaixo da média dos controles. Estes resultados estao em
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concordancia com resultados obtidos por outros autores {Walsh et alii,
1984; Ercilla et alii, 1982) e em desacordo com outros (Lurhuma et alii,
1977; Clancy et alil, 1980) que usaram o método de Cyq que é muito mais
sensivel. O significado fisiopatolégico dessas observacoes em pacientes com
PTI permanece duvidoso. Esta discrepincia pode ser devida a metodologia
empregada que provavelmente revela complexos com caracteristicas diferen-
tes. B importante ressaltar que no trabalho de Lurhuma et alii (1977} foi
encontrado uma alta incidéncia de antigenos de hepatite B em pacientes
com PTI com imuno -complexos circulantes. Estes resultados sao inde-
pendentes da presenc¢a de um teste de imunoflucrescéncia positivo para o
anticorpo anti-plaqueta. Endresen & Forre (1982}, demonstraram que soro
de pacientes com PTI contém anticorpos com especificidade para antigenos
da superficie plaquetéria, isto é, os anticorpos se ligam as plaguetas com sua
porgao Fab, enquanto soro de pacientes com ldpus eriternatoso sistérnico
contém imuno-complexos circulantes gue reagem com receptores Fe da pla-
queta através da porcao Fc dos anticorpos. Estes resultados sugerem que o
mecanismo de plaquetopenia pode ser diferente em PT1 e em doengas com
irmuno-complexos circulantes.

O diagnoéstico de PTI é, na maioria das vezes feito por exclusao.
Um teste, in wvitro, que apresente valor diagndstico para esta doenca seria
um avan¢o valoroso. No entanto, o grande niimero de métodos para se de-
tectar anticorpos anti-plaqueta que ja foram propostos sugere que nenhum
deles seja inteiramente satisfatorio. Muitos avancos sobre o conhecimento
da PTI foram obtidos apenas nas tltimas décadas. A etiologia da doenca
ainda nao foi completamente elucidada, mas as pegas deste quebra-cabega
estao se encaixando, com implicacoes importantes para o diagnéstico e tra-
tamento.

Para melhor compreensao do significado fisiopatoldgico das de-
ficiéncias imunes encontradas nesses pacientes, principalmente aumentos
de imunoglobulinas, torna-se necessirio estudar os fatores que regulam a
producao de anticorpos como interleucina 1 {(IL-1) e interleucina 2 (IL-
2). Devido aos fatos bem documentados, de que as células T supressoras
devem se diferenciar para serem funcionalmente competentes (Siegal & Sie-
gal, 1977) e de que quantidades reduzidas de TL-1 e IL-2 poderiam produzir
expansao deficiente dessa populacao celular com sintese de imunoglobulinas
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descontrolada, sao necessarios mais estudos abordando esses aspectos para
que a caracterizacao imunolégica da PTI seja definitivamente esclarecida.
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5 Resumo e Conclusoes

Os niveis de imunoglobulinas séricas {IgG, 1gM e IgA), anticor-
pos anti-plaqueta, imunocomplexos e o terceiro componente do comple-
mento (Cz) foram estudados numa populagio de 28 pacientes com Purpura
Trombocitopénica Idiopatica (PTT), utilizando-se uma populacdo de 30 in-
dividuos normais, como controle. Apds essas determinagoes concluiu-se
que:

1. Os dados obtidos demonstiraram claramente alteragoes nos niveis das
imunoglobulinas séricas dos pacientes, quando comparados com os
controles. Os niveis de IgG e 1gM se encontram 473,3 mg% e 67,2
mg% respectivamente maiores nos pacientes do que nos controles,
enquanto IgA se acha diminuida em torno de 36,4 mg%. A andlise
estatistica dos valores de Imunoglobulinas IgG, IgeM e Ig A dos paci-

entes, comparados com individuos normais, realizadas pelo teste t de
Student demonsirou que esses valores sao altamente significativos.

2. A majoria dos pacientes estudados {89,3%) possui anticorpos con-
tra componentes normais da membrana paquetaria, evidenciados pela
reacao de imunofluorescéncia.

3. A pesquisa de imuno-complexos precipitados do soro de pacientes
evidenciou decréscimo na concentragao de 1gG, IgM, IgA e C;, quando
comparadas com seus equivalentes em individuos controles.
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