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Caracterizacdo da ativacdo plaquetaria nos concentrados de plaquetas
por citometria de fluxo’
Flow cytometric characterization of platelet activation in platelet concentrates
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José F. C. Marques Junior 2

A caracterizacdo da expressado das glicoproteinas de superficie
plaquetéria e superficie pro-coagulante por citometria de fluxo é uma
técnica sensivel para identificacdo da ativagdo plaquetaria em con-
centrados de plaquetas. A ativacao plaguetaria pode desencadear al-
teragdes que irdo influir na viabilidade das plaguetas durante o peri-
odo de estocagem. A detec¢do da ativagdo plaquetaria durante o pre-
paro e estocagem dos concentrados de plaquetas pode permitir a iden-
tificacdo dos mecanismos de ativacdo e sugerir alteracfes que iréo
influir na qualidade final do produto. A utilizac&o isolada de anti-
corpos monoclonais especificos para plaquetas ativadas pode levar a
erros de interpretagdo. Assim, é aconselhdvel o uso de painéis de
anticorpos capazes de avaliar a migragdo das glicoproteinas llb-Illa e
Ib-1X, o processo de degranulacdo e a formacao de superficie pro-
coagulante. Rev. bras. hematol. hemoter. 2003;25(1):39-46.
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Introducéo foram propostos varios testes in vitro.*? Os tes-
tes que avaliam a viabilidade das plaquetas sdo

A transfusdo de concentrados de plaquetas 0s que apresentam a melhor correlacdo com a

é fundamental para o controle e prevencao de
hemorragias nos pacientes trombocitopénicos.
A resposta terapéutica obtida com a transfusédo
ird depender, entre outros fatores, da integridade
da funcao biol6gica das plaquetas apos a coleta,
do processamento e da estocagem. A deteccdo
da ativacdo plaquetaria em concentrados de
plaguetas pode indicar que pelo menos parte
da funcéo bioldgica estd comprometida.

Com o intuito de avaliar a viabilidade, a
ativacdo, a presenca de lise e a funcéo plaquetéaria

sobrevida in vivo apés a transfusdo.?® Eles se
baseiam na avaliagdo da morfologia esférica ou
discéide das plaquetas por microscopia 6ptica
ou espectofotometria,® na resposta ao estresse
hipotdnico’” e na capacidade de mudanga da
forma discOide para esférica apds estimulagdo
por agonista.®

A deteccdo da ativacdo plaquetéria pode ava-
liar precocemente as alteragfes que irdo influir na
viabilidade das plaquetas durante o periodo de
estocagem.®!® A ativacdo plaquetaria pode ser ava-
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liada pela dosagem plasmatica de proteinas pla-
quetérias especificas, como a -tromboglobulina,
fator plaquetério 4 e metabdlitos do tromboxane
A2 e pela expressao das glicoproteinas de super-
ficie e superficie pré-coagulante por citometria de
fluxo.1*12 Além disso, o estudo por citometria de
fluxo permite avaliar a expressdo das glico-
proteinas de superficie e da superficie pré-coa-
gulante antes e ap0s a adicdo de agonista, deter-
minando o potencial de resposta das plaquetas.®®

As aplicacgdes clinicas, as metodologias de
preparo e as principais falhas na caracterizagao
da funcdo plaquetaria por citometria de fluxo ja
foram revistas,*** porém, a melhor combinacéo
de anticorpos monoclonais e marcadores da ati-
vacao plaquetaria para o estudo dos concen-
trados de plaquetas ainda ndo foi definido.

Este artigo revé as caracteristicas, a funcdo
biolégica e a expressdo das principais glico-
proteinas e fosfolipides envolvidos no processo
de ativacdo plaquetaria nos concentrados de
plaquetas e procura estabelecer um painel de
anticorpos monoclonais para o estudo da ativagdo
plaquetéria por citometria de fluxo.

Principais marcadores da ativacdo pla-
quetaria:

I. Glicoproteinas de membrana

A. Glicoproteina (GP) lIb-1lla (CD41/CD61)

A GP llb-llla pertence a familia das inte-
grinas e € a glicoproteina mais abundante na
superficie plaquetaria, com cerca de 50.000 c6-
pias por plaqueta.’® Como outras moléculas da
familia das integrinas, a GP llb-llla atua como
um receptor na interagdo entre plaquetas ou na

ligacdo das plaquetas com proteinas do sub-
endotélio vascular, decisivos para o processo de
agregacao e adesdo, respectivamente.’® A tabela
1 sumariza as principais integrinas presentes na
membrana plaquetaria e suas funcoes.

A GP llb-llla é constituida por um com-
plexo de cadeias de polipeptideos. A GP Ilb é
composta pelas subunidades llba e IIbB liga-
das por pontes dissulfeto, com peso molecular
de 116KD e 25KD, respectivamente. Apenas a
subunidade Ilbp apresenta porgdo citoplas-
matica.’” O polipeptideo llla (B3) apresenta
peso molecular de 100KD, porcdo citoplasmatica
e esta associado a GP Ilb por ligacdo ndo cova-
lente.”” Além de estar presente na membrana
plaquetéaria, a GP Ilb-Illa também é encontrada
no sistema canalicular aberto (SCA) e na mem-
brana dos grénulos alfa.®!® Estima-se que o
equivalente a 100% da GP llb-Illa presente na
superficie plaquetaria possa ser mobilizado do
SCA e granulos alfa durante o processo de ati-
vacao.?

A ativacao plaguetaria desencadeia mudan-
cas conformacionais na GP llb-Illa, que passa a
funcionar como um receptor capaz de se ligar a
sequéncia de aminoacidos arg — gly — asp (RGD)
presente nas moléculas de fibrinogénio, fator
de von Willebrand (FVW), fibronectina e
vitronectina, e a sequiéncia Lys — GIn — Ala — Gly
— Asp — Val (LGAGAV) do fibrinogénio.?*?? O
sitio principal de ligacdo da seqiiéncia RGD é a
por¢cdo amino terminal da subunidade [33
(GPllla).22

Os anticorpos monoclonais que identificam
a GP llb-llla podem reconhecer epitopos na
forma ndo ativada das diferentes subunidades

Tabela 1
Glicoproteinas da familia das integrinas presentes nas plaquetas

Designacao Subunidades Cluster de diferenciacao Funcao bioldgica
GPla-lla ou VLA-2 a2 p1l CD49b/CD29 Receptor do colageno
GPlc-lia ou VLA-5 o5 B1 CD49e/CD29 Receptor da fibronectina

VLA-6 a6 Bl CD49f/CD29 Receptor da laminina
Receptor do fibrinogénio,
fibronectina, vitronectina e
GPllo-llia allo B3 CD41/CD61 fator de von Willebrand (FVW)
aV B3 CD51/CD61 Receptor da vitronectina
40
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do complexo.? Ha também anticorpos mono-
clonais que reconhecem a conformagéo da GP
I1b-Illa ativada ou ligada a molécula de adesdo.?
Os anticorpos do tipo PAC1 reconhecem espe-
cificamente a conformacéo ativada da GP Ilb-
Illa, os anticorpos do tipo LIBS (Ligand-Induced
Binding Sites) reconhecem epitopos da GPIlb-
Illa quando ligada a sequéncia RGD ou a
molécula de fibrinogénio, e os anticorpos do
tipo RIBS (Receptor-Induced Binding Sites) re-
conhecem a molécula de fibrinogénio ligada a
GPlIb-1lla.?42¢

A utilizacdo de anticorpo monoclonal que
identifigue a GP llb-1lla na forma ndo ativada
permite avaliar a mobilizacdo do pool interno
pelo aumento da expressédo da glicoproteina ap6s
a ativacdo plaquetéaria, além de identificar mi-
croparticulas derivadas da membrana plaqueta-
ria.?% Nos estudos in vitro, define a popula-
¢do de plaquetas na presenca de outro anticorpo
monoclonal e avalia a expressao da glicopro-
teina ap6s a estimulacdo das plaquetas.®®

Os anticorpos monoclonais que reco-
nhecem a configuracdo ativada da GPIlIb-llla
podem fornecer informagdes adicionais quando
analisados em conjunto com anticorpos para a
configuracdo ndo ativada da glicoproteina.

A reatividade pode ser expressa em por-
centagem de plaquetas positivas e/ou intensidade
média de fluorescéncia.*

B. Complexo GPIb-1X-V

A glicoproteina Ib (GPIb) pertence a familia
das glicoproteinas ricas em leucina (GRL), atua
como receptor para o FVW do subendotélio vas-
cular em condicdes de fluxo (shear stress) e
como receptor de trombina.®32 E composta pelas
subnidades GPIba de 150KDa e GPIbf de 27KDa
ligadas por pontes dissulfeto e forma um com-
plexo por ligagdo ndo covalente com as glico-
proteinas IX e V na propor¢do de 1:1 (GPIX:
GPIb) e 1:2 (GPV: GPIlb).%2% Esta presente na
membrana plaquetéria, no SCA, nos granulos
alfa e nos granulos densos.* Estima-se cerca de
25.000 copias do complexo por plaqueta.®

O FVW liga-se a porcao N-terminal da sub-
unidade alfa, aminoéacidos Hisl — Gly282, en-
quanto a trombina se liga e, em seguida, cliva
a GPV.3234 A ativacdo da GPIb estimula as mo-

41

41

léculas citoplasmaticas 14-3-3, fosfatidilinositol
3-kinase e calmodulina, que irdo aumentar a
concentracdo intracitoplasmatica de calcio e pro-
mover a ativacdo da GPllIb-llla, que ira poten-
cializar o processo. O resultado da estimulagéo
sera a mudanca da forma discéide para a esfé-
rica, a liberagdo dos granulos alfa e lisossomais,
um maior potencial de agregacdo e o inicio da
contracdo plaquetéaria.®:

Os anticorpos monoclonais que identificam
o complexo GPIb-IX-V podem reconhecer in-
dependentemente cada uma das subunidades do
complexo, como a GPIX (CD42a), a GPlba
(CD42b), a GPIbp3 (CD42c) e a GPV (CD42d).%
A maioria dos estudos utiliza anticorpos que
reconhecem a GPIb.3"3

As plaguetas em suspensdo podem apre-
sentar 60% a 80% de reducdo da expressao do
complexo GPIb-I1X-V.* O fendbmeno pode ser
reversivel, ndo afeta a capacidade de adesdo
plaquetéria em condi¢bes de fluxo e pode ser
atribuido a redistribuicdo do complexo no SCA
(internalizagdo) e/ou a lise da GPV pela trom-
bina.3

A anélise da GPIb em conjunto com a
GPllIb-11la pode fornecer informagdes mais
precisas sobre a migracdo das glicoproteinas
associada a ativacdo plaquetaria. Por tratar-se
de glicoproteina especifica das plaquetas e que
nao altera a conformacédo ap0s a ativacao, pode
também ser utilizada na identificacdo de micro-
particulas derivadas da membrana plaquetaria e
na definicdo da populacdo de plaquetas na pre-
senca de outro anticorpo monoclonal ou em es-
tudos de estimulacdo in vitro. Porém, a migracdo
do complexo para o SCA pode levar & diminuigéo
da expressao e falsear os resultados do estudo.

O complexo é geralmente avaliado pela in-
tensidade média de fluorescéncia e ndo pela por-
centagem de células positivas porque a redugao
da expressao é geralmente insuficiente para oca-
sionar a auséncia completa de fluorescéncia.'*

C. Selectinas

A familia das selectinas € composta pelas
proteinas ELAM-1 (E-selectina; CD62E) presente
nas células endoteliais, LAM-1 (L-selectina;
CD62L) presente nos linfécitos e GMP-140 (P-
selectina; CD62P) presente nos granulos alfa
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das plaquetas e nos corpusculos de Weibel-
Palade das células endoteliais.®® Atuam como
receptores de superficie capazes de mediar a
interacdo entre plaquetas ativadas e células
endoteliais com neutrofilos e mondcitos.*

A GMP-140 se liga a carboidratos da mem-
brana, como a fucose e o acido sialico (sialil-3-
fucosil-N-acetil lactosamina — SleX; CD15S).404
Apresenta grupamento carboxila intracito-
plasmatico e é composta por nove repeticdes
de proteinas homoélogas as proteinas regulado-
ras do sistema complemento, uma porgédo simi-
lar ao fator de crescimento epidérmico e uma
porcdo terminal com cerca de cem aminoécidos
contendo o sitio de adesdo.*?** Nas plaquetas
ndo ativadas, a GMP-140 estd localizada na
membrana dos granulos alfa e, apos a ativacao,
passa a ser expressa na membrana plaquetaria.
Estima-se que haja cerca de 10 mil sitios de liga-
cdo da GMP-140 na superficie das plaguetas
ativadas.*

Vérios anticorpos monoclonais especificos
para a GMP-140 foram desenvolvidos.®*% A
glicoproteina é considerada um excelente mar-
cador da ativacdo plaquetaria, e a expressdo se
correlaciona muito bem com o tempo de esto-
cagem dos concentrados de plaquetas, a expres-
sdo da GPIlIb-llla e a liberacdo de beta-trom-
boglobulina.’* Porém, as plaquetas degranuladas
perdem rapidamente a expressdo da GMP-140
na superficie, apesar de permanecerem na
circulacdo e manterem a capacidade de se aderir
ao subendotélio.®® Portanto, o uso isolado do
anticorpo anti-CD62p pode ocasionar erros de
interpretacdo nos estudos de ativacdo, a menos
que se dose a GMP-140 soluvel no plasma
concomitantemente.*’

A GMP-140 é avaliada pela porcentagem
de plaquetas positivas, no entanto a combinacéo
da porcentagem de plaquetas positivas com a
intensidade média da fluorescéncia pode fornecer
resultados mais precisos.*

D. Quadraspaninas

Também chamadas de tetraspaninas, sdo
proteinas que atravessam a membrana celular
quatro vezes e apresentam o grupamento
carboxila e amina na porg¢do intracitoplas-
matica.'® Nas plaquetas, sdo representadas pela
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proteina p24/CD9 com 228 aminoécidos e pela
granulofisina (CD63; LAMP-3) de 53 KD.%4®

A expressao da proteina p24/CD9 inde-
pende do grau de ativacdo plaquetaria, esta
associada a GPlIb-1lla e a GPIV (CD36) e a sua
funcdo biolbgica esta relacionada a ativacao
plaquetaria na presenca de ions calcio.*® Apesar
de ndo ser um marcador da ativacdo plaquetaria,
a expressao da proteina p24/CD9 em funcao da
expressdo da GPlIb-1l1a, GPIb e GMP-140 ainda
néo foi avaliada.

A granulofisina (CD63, LAMP-3) esta pre-
sente na membrana dos granulos lisossomais e
nos granulos densos das plaquetas ndo ativa-
das.® Cerca de 10 mil sitios de ligacdo podem
ser expressos na superficie da membrana pla-
quetaria apds a ativacdo.® E considerada um
excelente indicador da ativacao plaquetaria, com
resultados muito parecidos aos encontrados com
a GMP-140, porém com menor intensidade de
reacao.’”s!

A presenga da granulofisina é avaliada pela
porcentagem de plaquetas positivas.*®

E. Outras

1- Glicoproteina IV

A glicoproteina IV (CD36; GPIlIb) apresenta
peso molecular de 88KD e ndo tem homologia
com qualquer outra proteina, portanto nao é
enquadrada em nenhuma familia de glico-
proteina. Pode ser encontrada em mondcitos,
células endoteliais, células de melanoma, eritro-
blastos e plaquetas.® Ha cerca de 27 mil molé-
culas de GPIV por plagqueta, sendo que metade
delas se encontra na superficie.5? A sua fungao
biolégica ndo é inteiramente conhecida, mas
pode atuar como receptor para trombospoidina
e colageno ou como molécula de adesdo ao
subendotélio vascular.®

Os anticorpos monoclonais especificos para
a GPIV (anti-CD36) ligam-se as plaquetas ndo
ativadas, porém a porcentagem de positividade
pode aumentar apés a ativagao.®"

2- Proteinas lisossomais de membrana,
LAMP-1 e LAMP-2

A LAMP-1 e a LAMP-2 (CD107a e CD107b)
sdo proteinas homologas com cerca de 110 KD.
A expressdo depende da ativacdo plaquetaria,
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porém, com cerca de mil moléculas por plaqueta,
ela é considerada fraca.®® Podem ser utilizados
como marcadores da ativacao plaquetaria em con-
centrados de plagquetas, mas sdo substituidos com
vantagens pela granulofisina e GMP-140.

I1. Desenvolvimento de superfice pro-
coagulante

A. Ligagéo do fator V ativado (FVa)

O FVa liga-se a fosfatidilserina da superficie
lipidica das plaquetas ativadas por meio de li-
gacOes de alta afinidade. Na presenca de ions
célcio, ocorre a ligagao do fator X ativado (FXa)
ao FVa e a consequiente conversdo da protrom-
bina em trombina. O FVa é expresso em niveis
muito baixos na superficie das plaguetas nao
ativadas, porém pode estar presente em niveis
significativos nas plaquetas em suspensdo que
sofreram ativacdo.**%

O proto6tipo do anticorpo é conhecido como
V237 e tem sido utilizado com sucesso na avali-
acdo da ativacao plaquetaria in vivo e in vitro. A
porcentagem de plaquetas positivas apresenta
boa correlacdo com outros marcadores da
ativacdo.3305!

B. Anexina V

Assim como outras membranas celulares,
a membrana plaquetaria apresenta distribuicédo
assimétrica dos fosfolipides de superficie. Em
plaquetas nédo ativadas, 90% do total da fosfa-
tidilserina presente na membrana estd loca-
lizado na porcdo interna da camada bilipi-
dica.%® Na ativacdo plaquetaria, a maior parte
da fosfatidilserina passa para a camada externa
da membrana e forma uma superfice pro-
coagulante capaz de potencializar a formacgao
de trombina.’’

A anexina V é uma proteina de 37KD com
capacidade de se ligar fortemente aos fosfo-
lipides de carga negativa na superficie celular
na presenca de ions célcio. Nos estudos de
ativagdo plaquetaria, a anexina V se liga a
superficie das plaquetas ativadas e é considerada
um marcador sensivel, a medida que a porcen-
tagem de plaquetas positivas para anexina V
apresenta relacdo direta com a expressdo das
glicoproteinas CD62p e CD63.585°
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Discussao

A ativacao plaquetaria nos concentrados de
plaguetas pode ser caracterizada por citometria
de fluxo, utilizando-se anticorpos monoclonais
especificos. A avaliagdo citométrica pode consi-
derar a medida direta da porcentagem de
expressdo e/ou a intensidade média de fluo-
rescéncia de um determinado anticorpo, ou a
reatividade das plaquetas ap6s a estimulacao in
vitro.®® Podem ser analisados a expressdo quan-
titativa de um antigeno, a presenca de altera-
¢cOes conformacionais de uma glicoproteina, os
produtos da secrecdo e da degranulacdo das
plaguetas, a perda do assimetrismo dos fos-
folipides de membrana, a ligacdo com fatores
da coagulacédo e a formacgdo de microparticulas.

Ha evidéncias de que os principais recep-
tores da membrana plaquetaria, a GPlb e a
GPlIb-llla, movem-se em dire¢bes opostas du-
rante o processo de ativacao, acarretando dimi-
nuicdo e aumento da expressdo, respectiva-
mente. Do ponto de vista fisiolégico, a movi-
mentacdo pode significar a diminuigdo da ca-
pacidade adesiva (GPIb) e maior potencial para
agregacdo (GPlIb-1l1a).%*

O uso da citometria de fluxo e anticorpos
monoclonais especificos para detec¢do da ati-
vacao plaquetaria € uma técnica sensivel, de facil
preparo e boa reprodutibilidade. Utiliza peque-
nas amostras e exige pouca manipulagdo, o que
evita a ativacdo associada ao manuseio da
amostra. Pode substituir a técnica de dosagem
do fator plaquetério 4, beta-tromboglobulina e
metabdlitos do tromboxane A2.

Alguns cuidados, porém, devem ser toma-
dos quanto ao preparo das amostras e a inter-
pretacdo dos resultados. A expressdo das glico-
proteinas da membrana plaquetaria pode vari-
ar conforme o tipo de anticoagulante emprega-
do, a solucédo tampdo utilizada para o preparo,
0 tempo gasto no processamento da amostra
até a fixacdo com paraformaldeido, a presenca
de fibrina ou FVW na solucdo e a natureza do
anticorpo monoclonal empregado. Além disso,
deve ser considerado o investimento inicial na
aquisicdo de um citdbmetro de fluxo, a necessi-
dade de calibracdes frequentes e de pessoal
técnico especializado.
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Na caracterizacdo da ativacdo plaquetaria
por citometria de fluxo, podem-se obter resul-
tados mais fidedignos estudando-se paralela-
mente mais de uma glicoproteina de superfi-
cie, uma proteina granular e a formacéo da su-
perficie pré-coagulante. Se for considerada a
elaboracdo de um painel de anticorpos mo-
noclonais, a caracterizagdo da GPIlb-Illa é par-
ticularmente importante, a medida que favore-
ce a identificacdo das plaquetas e a presenca
de microparticulas derivadas da membrana
plaquetéaria. Podem ser utilizados anticorpos
monoclonais tipo PAC1, RIBS ou LIBS para
identificacdo da conformacdo da GPlIb-Illa
ativada.

Os anticorpos que reconhecem epitopos da
GPllb-llla ndo ativada podem ser Gteis na
caracterizagdo da externalizagdo da glicoproteina
associada a ativacdo. A caracterizagdo da GPIb
ird fornecer informacgdes adicionais quanto a
identificacdo das plaguetas e microparticulas de
plaguetas em uma solucdo e o trafego de
glicoproteinas associado a ativagdo plaquetaria.

Para a caracterizagdo da degranulacdo ou
secrecdo pode ser avaliada a expressdo da GMP-
140 (anti-CD62p) ou da granulofisina (anti-CD63).
A formacao da superficie pré-coagulante é ca-
racterizada pela ligacdo da anexina V e/ou FVa
a superficie plagquetéaria. A técnica permite iden-
tificar como ativadas as plaquetas que sofreram
degranulacdo, perderam a expressdo da GMP-
140 e granulofisina na superficie e mantiveram
a capacidade de se manter na circulagdo e aderir,
sendo que, de outra forma, essas plaquetas seriam
interpretadas como se ndo tivessem sofrido
qualquer ativacéo.

Abstract

Flow cytometric characterization of platelet membrane
glycoprotein expression and procoagulant surface is a
sensitive technique to identify platelet activation in
platelet concentrates. Platelet activation could
contribute to platelet storage lesion reducing platelet
viability and its hemostatic function. Detection of
activation in platelet concentrates may help to deter-
mine the mechanism by which platelets are activated
during preparation and storage. It may also suggest
methods of intervention to prevent and reduce the

44

44

platelet storage lesion. A monoclonal antibody panel
that evaluates glycoproteins Ilb-1lla and Ib-1X
migration, platelet degranulation and platelet
procoagulant surface would provide more information
about platelet activation than activation-dependent
monoclonal antibodies alone. Rev. bras. hematol.
hemoter. 2003;25(1):39-46.

Key words: Platelet concentrates; platelet activation;
flow cytometry.
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