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RESUMO 

 

Carvalho, JH. Avaliação da atividade e expressão de receptores ativados por 

proteases em plaquetas de pacientes com hipertensão arterial pulmonar 

[Dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São 

Paulo; 2009. 94p. 

 
 
A hipertensão arterial pulmonar é uma síndrome clínica e hemodinâmica, 

caracterizada pelo aumento de resistência vascular na microcirculação. A 

vasoconstrição presente na doença ocorre principalmente devido à 

disfunção endotelial, induzindo a um estado pró-trombótico onde a 

participação das plaquetas é inequívoca. A trombina, principal agonista da 

ativação plaquetária, exerce seus efeitos nas células por meio de receptores 

ativados por proteases. Através da citometria de fluxo, este trabalho teve por 

objetivo analisar (1) a expressão do receptor ativado por protease do tipo 1 

(PAR-1) na membrana de plaquetas, em seu estado íntegro ou clivado, (2) a 

atividade, mediante a formação de agregados entre plaquetas e leucócitos e, 

plaquetas e monócitos após estímulo de receptores ativados por proteases, 

além (3) da expressão de selectina-P na membrana plaquetária após 

estimulação. Foram estudados 30 pacientes portadores de hipertensão 

arterial pulmonar sob tratamento ambulatorial no Instituto do Coração da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. A idade destes 

pacientes variou de 11 a 78 anos, e a média da pressão sistólica da artéria 

pulmonar foi de 89+29 mmHg. Em 30% dos pacientes, o número de 

plaquetas esteve abaixo de 150x103/μl, e em 40%, o nível do hematócrito 

apresentou-se acima de 50%. No presente estudo, não foi observada 

diferença significante na expressão do PAR-1 íntegro em plaquetas de 

pacientes comparativamente aos controles (p = 0,2). Em contrapartida, as 

plaquetas dos pacientes apresentaram menor quantidade de receptor 

clivado (p = 0,01), sugerindo internalização destes receptores. Com relação 

à avaliação da atividade de PAR-1 através da formação de agregados entre 



plaquetas e leucócitos e, plaquetas e monócitos após estimulação por 

agentes capazes de atuar sobre o receptor de trombina, não foram 

observadas diferenças entre pacientes e controles, ou seja, em ambos os 

casos houve a formação de agregados (p = 0,2 e p = 0,4, respectivamente). 

Em relação aos leucócitos, o SFLLRN, estimulou o receptor 

independentemente  do   seu  estado,  íntegro  ou  clivado,  nos  pacientes  

(p < 0,05), enquanto que nos indivíduos normais, a resposta só foi 

observada quando o receptor íntegro foi estimulado por trombina (p < 0,05). 

Tanto  nos  pacientes estudados, como nos controles, a estimulação do 

PAR-1 plaquetário, promoveu aumento da expressão de selectina-P na 

superfície  plaquetária  (p < 0,0001),  embora não houvesse diferença entre 

os grupos (p = 0,9). Estes resultados demonstram que as plaquetas dos 

pacientes não são refratárias à liberação de seu conteúdo granular, e 

encontram-se aptas a responder aos estímulos tanto quanto as plaquetas 

dos controles. Este estudo reforça a importância da terapia antiplaquetária 

em pacientes com hipertensão arterial pulmonar.  

 

Descritores:  1  –  Hipertensão  pulmonar,   2  -  Trombose,   3  - Plaquetas,  
4 -Receptor PAR-1/Antagonistas,  5- Selectina-P. 
 



SUMMARY 

 

Carvalho, JH. Platelet protease-activated receptors expression and activity in 

patients with pulmonary arterial hypertension [Dissertação]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2009. 94p. 

 

Pulmonary hypertension is a clinical and hemodynamic syndrome, 

characterized by the increase of vascular resistance in lungs, generally 

through various mechanisms, involving vasoconstriction and remodeling of 

the arterial wall. Endothelial dysfunction in pulmonary arterial hypertension 

leads to a prothrombotic status, in which platelet participation seems to be 

unequivocal. Thrombin is the most potent platelet activator and exerts its 

effects on cells, through protease-activated receptors. Flow cytometry 

procedure was employed to assess (1) platelet protease-activated receptor 1 

(PAR-1) expression, in both uncleaved and cleaved forms, (2) PAR-1 activity, 

through platelet-leukocyte and platelet-monocyte aggregates formation in 

response to the thrombin receptor stimulus, and finally (3) platelet P-selectin 

expression after stimulus. Thirty patients with pulmonary arterial hypertension 

(age 11 to 78 years) under treatment at the Heart Institute, University of São 

Paulo  were  enrolled.  The  systolic  pulmonary  arterial  pressure  was 

89+29 mmHg. The platelet count was < 150x103/μl in 30% of the patients, 

and the hematocrit level was > 50% in 40% of the patients. In the present 

study, there was no relevant difference in the level of intact platelet protease-

activated receptor 1 expression in patients and controls (p = 0.2). On the 

other  hand, the expression of cleaved receptors was decreased in patients 

(p = 0.01) platelets, what suggests internalization. There was no difference 

on platelet-leukocyte, and platelet-monocyte aggregates in response to the 

thrombin receptor stimulus between patients and controls, in other words, in 

both cases there was the aggregates formation (p = 0.2). However, 

aggregates formation in patients appeared to occur predominately in 

response to an agent (SFLLRN) capable to stimulate the receptor, 



independent of its state, intact or cleaved (p < 0.05). Otherwise, in healthy 

individuals, the response occurred especially when the intact receptor was 

stimulated by thrombin (p < 0.05). In these patients, similarly to the controls, 

platelet   protease-activated   receptor   1   stimulation induced  membrane  

P-selectin expression (p < 0.001), although there was no difference between 

the groups (p = 0.9). These findings suggest that platelets from patients are 

not refractory to its granular content secretion and are capable to respond to 

stimulus as the controls platelets. This study re-enforce the importance of 

anti platelet therapy in pulmonary arterial hypertension patients. 

 

Descriptors:   1 - Pulmonary hypertension,    2 - Thrombosis,   3 - Platelets,   
4 - Protease activated receptor 1/ antagonists, 5 – P-Selectin.
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
1.1. Hemostasia 

A interação existente entre o endotélio, as plaquetas e a cascata da 

coagulação é a principal responsável pela manutenção da hemostasia 

sanguínea. (Frenette et al., 1995). As plaquetas são formadas após 

maturação e fragmentação citoplasmática dos megacariócitos na medula 

óssea. Entre as células presentes no sangue, as plaquetas são as menores, 

com tamanho e volume celular normal variando de 2 a 5 µm de diâmetro, e 

de 6 a 10 fentolitros, respectivamente. A vida média das plaquetas é de 7 a 

10 dias e após este período sofrem hemocaterese através do sistema 

reticulo endotelial (Ebbe, 1976). 

As plaquetas circulam pelos vasos sanguíneos como células 

individuais, sem interagir com outras plaquetas, ou outros tipos celulares. A 

transição para um estado adesivo, pode ser rapidamente iniciado, se essas 

plaquetas forem expostas a estímulos agonistas (Figura 1). A partir da lesão 

do endotélio ocorre a vasoconstrição reflexa, potencializada pela ação da 

endotelina-1 secretada pelas células endoteliais. Com a exposição do tecido 

subendotelial (altamente trombogênico) rico em fator de von Willebrand 

(FVW), colágeno e trombospondina, inicia-se o processo de adesão. 
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Figura 1 - Elementos celulares circulantes observados através de microscopia 
eletrônica de varredura. (A) Aspecto rugoso e esférico de plaquetas não ativadas 
em um filtro de celulose. (B) Morfologia de plaquetas ativadas com perda da 
rugosidade e liberação de pseudópodes. Exemplo representativo de um paciente 
com hipertensão arterial pulmonar (Lopes et al., 1993).  

 

Dois dos principais receptores de adesão da plaqueta são a 

(glicoproteina) GPVI, que possui sítio de ligação para colágeno, e o 

complexo glicoproteico Ib-IX-V, que possui sítio de ligação para o FVW. 

Durante a adesão, as plaquetas sofrem a ação de agonistas presentes no 

microambiente, que podem então estimular a secreção do conteúdo dos 

grânulos plaquetários. Os constituintes desses grânulos incluem substâncias 

como o tromboxano A2 (TXA2) e o ADP, que ativam plaquetas circulantes 

levando-as a adquirir propriedades adesivas, o fator de crescimento 

transformador do tipo β (TGF-β), o qual é capaz de induzir a expressão de 

endotelina-1 pelas células endoteliais, o fator de crescimento derivado das 
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plaquetas (PDGF), o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o 

fator de crescimento epidérmico (EGF), (Markewitz et al., 2001; Ruggeri, 

2002; Shi e Massague, 2003; Wagner e Burger, 2003), e a serotonina, que 

além de ser moduladora do tônus vascular é também um fator de 

crescimento para células musculares lisas (Konishi et al., 2002; Andre, 

2004). Após adesão, as plaquetas sofrem mudança de forma, o que permite 

a formação de múltiplas e firmes conexões entre a superfície da plaqueta e a 

matriz subendotelial. Essas múltiplas conexões são essenciais para a 

associação e estabilização entre as plaquetas e a matriz subendotelial sob 

fluxo sanguíneo (Brass, 2005). As plaquetas estimuladas interagem umas 

com as outras, principalmente através de pontes formadas pela integrina 

αIIbβ3 e o fibrinogênio durante a agregação, permitindo assim a formação de 

um tampão efetivo que previne a perda de sangue. Esta série de respostas 

plaquetárias que incluem ativação, adesão, liberação de pseudópodes, 

secreção e finalmente a agregação, é essencial para a hemostasia (Plow e 

Abrams, 2005). No entanto, essas respostas plaquetárias, quando ocorrem 

devido à disfunção endotelial, ou devido ao rompimento de uma placa 

aterosclerótica, resultam na formação de trombo plaquetário, o qual 

dependendo da extensão compromete a integridade do vaso sanguíneo, 

levando a trombose. No outro extremo, anormalidades hereditárias (ex. 

trombastenia de Glanzmann, síndrome de Bernard-Soulier), ou adquiridas 

(ex. trombocitopenia induzida por drogas) das propriedades adesivas das 

plaquetas, podem causar hemorragias (Andrews et al., 2004). Sendo assim, 
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o equilíbrio da capacidade adesiva e secretora das plaquetas é 

importantíssimo para a hemostasia. 

 

1.2. Receptores ativados por proteases (PARs) 

A trombina é uma serinoprotease plasmática, formada nos sítios de 

injúria vascular após a clivagem do seu precursor (protrombina) pelo 

complexo ativado de fatores da coagulação VII/X. Além de converter o 

fibrinogênio em fibrina, e exercer diversos efeitos celulares, incluindo a 

estimulação do crescimento celular, a produção de inositol-trifosfato, a 

supressão da concentração de AMPc, e a associação do fosfatidilinositol-3 

quinase com tirosina quinase do tipo não receptor (Hirano e Kanaide, 2003), 

a trombina ativa plaquetas fazendo com que estas exponham na membrana 

plasmática a selectina-P e o CD154 (CD40L), além de ativar a integrina 

αIIbβ3 (Stenberg et al., 1985; Henn et al., 1998). Além das plaquetas, a 

trombina também é capaz de ativar células endoteliais, leucócitos e células 

mesenquimais através da clivagem de receptores de membrana específicos, 

conhecidos como receptores ativados por proteases (PARs).  

Em 1991, o primeiro receptor ativado por proteases foi clonado, 

seqüenciado, e identificado como receptor ativado por protease do tipo 1 

(PAR-1). Este receptor tem massa molecular de aproximadamente 66 kDa, é 

formado por uma cadeia polipeptídica simples, e faz parte da família dos 

receptores de membrana acoplados à proteína G com sete domínios 

transmembrana (Vu et al., 1991). Os PARs agem como delicados sensores 

na presença de proteases extracelulares, e auxiliam a célula a responder à 
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nova conformação que é resultado de proteólise (Coughlin, 2000; Hollenberg 

e Compton, 2002). Os quatro primeiros membros identificados como PARs 

foram o PAR-1, o PAR-2, o PAR-3 e o PAR-4. O PAR-1 está presente nas 

plaquetas humanas e tem grande importância na sua ativação, pois pode ser 

ativado mesmo por concentrações de trombina abaixo do fisiológico (1 nM) 

(Day et al., 2006; Kahn et al., 1998). O PAR-2 funciona como um receptor 

para a protease tripsina, mas não para trombina (Nystedt et al., 1994). O 

PAR-3  está  presente  nas plaquetas de camundongos atuando como um 

co-fator da ativação do PAR-4 em baixas concentrações de trombina 

(Ishihara et al., 1997). A ativação de plaquetas humanas através do PAR-4 

está envolvida com o início da geração de trombina e no desenvolvimento da 

elasticidade do coágulo. Existem pelo menos três receptores para trombina 

nas plaquetas humanas, o PAR-1, o PAR-4 e o complexo GPIb-IX-V 

(Vretenbrant et al., 2007). 

As proteases não se ligam simplesmente ao seu receptor e o ativam, 

elas promovem a clivagem, para que o próprio receptor se auto-ative. O 

mecanismo de ativação dos PARs ocorre quando agonistas 

(serinoproteases) clivam o N-terminal extracelular  em local específico e 

produzem um novo N-terminal que age como ligante para o receptor, inicia a 

sinalização intracelular, e promove a reposta celular (Dery et al., 1998; 

MacFarlane et al., 2001). A fração N-terminal do PAR-1 é formada pelos 

aminoácidos ...35NATLDPR41↔42SFLLRNPNDKYEPFWEDEEKNES64.., onde 

“R41↔42S”, indica o sítio onde a trombina cliva esse receptor (Figura 2). Esta 

clivagem gera o novo N-terminal (42SFLLRN47...) que auto-ativa o receptor 
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(Vu et al., 1991). “In vitro”, o PAR-1 pode ser ativado sem a proteólise, pelo 

uso de um peptídeo agonista sintético específico, o SFLLRN. Este 

hexapeptídeo (H-Ser42-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn47-OH) corresponde aos 

resíduos do receptor de trombina e causa degranulação e agregação das 

plaquetas (Hung et al., 1992; Vassallo et al., 1992). 

O PAR-1 pode ser identificado na membrana plaquetária tanto em sua 

forma não ativada (íntegra) como na forma ativada (após clivagem pela 

trombina). Para tanto, quando são realizados testes “in vitro”, todo o 

procedimento deve ser realizado a 4ºC para evitar que após a clivagem, o 

receptor possa ser internalizado. 

O anticorpo anti-PAR-1 correspondente ao clone ATAP2, reconhece os 

aminoácidos SFLLRNPNDKYEPF, que estão após o sítio de clivagem da 

trombina (Figura 2), portanto identifica tanto receptores íntegros, quanto os 

clivados. A forma íntegra do receptor pode ser identificada através do 

anticorpo correspondente ao clone SPAN12, que reconhece os aminoácidos 

NATLDPR/SFLLR, envolvidos no sítio de clivagem da trombina (Brass et al., 

1994).  
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Figura 2 - Estrutura e características do PAR-1 plaquetário humano. Nesta 
figura podem ser observadas a fração N-terminal extracelular, a região sete 
domínios transmembrana, e a proteína G com suas porções α, β e γ. No N-
terminal há uma seqüência de aminoácidos entre os resíduos 35 e 64. Estão 
demonstrados o sítio de clivagem da trombina entre os aminoácidos Arg41 e 
Ser42; o peptídeo auto-ativador do receptor SFLLRN (sublinhado em 
vermelho); e as seqüências peptídicas utilizadas para a preparação dos 
anticorpos SPAN12 e ATAP2 (sublinhadas em azul), (adaptado de Brass et 
al., 1994; Brass, 2005). 

 

A partir da auto-ativação do receptor, ocorre uma alteração 

conformacional na região C-terminal intracelular que permite o acoplamento 

da proteína G, com conseqüente liberação das subunidades β e γ. A 
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proteína G se torna ativada com a liberação da GDP (guanosina difosfato), e 

a ligação da GTP (guanosina trifosfato). Uma vez ativada, a proteína G ativa 

então a fosfolipase Cβ (PLCβ), a qual hidrolisa o fosfatidilinositol-bifosfato 

(PIP2)  em  dois  importantes  compostos,  o  diacilglicerol  (DAG) e o 

inositol-trifosfato (IP3). O IP3 se liga aos canais de Ca2+ do sistema tubular 

denso, liberando o Ca2+ para o citosol. O DAG e o Ca2+ ativam a proteína 

quinase C (PKC) na membrana plasmática da plaqueta. O aumento dos 

níveis de Ca2+ juntamente com a PKC são eventos cruciais no 

desencadeamento de respostas plaquetárias como o rearranjo do 

citoesqueleto, a liberação do conteúdo dos grânulos, a mobilização de ácido 

araquidônico, o rearranjo dos fosfolípides na membrana, e a ativação da 

integrina αIIbβ3 (Offermanns, 2006). 

A clivagem do PAR-1 pela trombina é um evento importante, que 

rapidamente aciona a agregação plaquetária e pode causar trombose 

arterial,  mesmo sob rápido fluxo sanguíneo (Andrade-Gordon et al., 2001; 

Bahou, 2002). 

 

A presença do PAR1 nas plaquetas dos pacientes com hipertensão 

arterial pulmonar avaliada através do anticorpo SPAN12 ou do anticorpo 

ATAP2, seria uma evidência adicional de que as plaquetas podem responder 

normalmente a serinoproteases endógenas, como por exemplo, a trombina 

(Ramström et al., 2007). 
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1.3. Plaquetas e inflamação 

Como já descrito anteriormente, durante o processo de adesão, as 

plaquetas tornam-se ativadas e liberam um arsenal de potentes substâncias 

inflamatórias e mitogênicas no microambiente. Desta forma, alteram as 

propriedades quimiotáticas, adesivas e proteolíticas das células endoteliais. 

Estas alterações do fenótipo endotelial induzidas por plaquetas dão apoio à 

quimiotaxia, adesão, e transmigração de monócitos para o sítio da 

inflamação (Wagner e Burger, 2003). 

As plaquetas secretam ou expõem o conteúdo dos grânulos densos, 

dos grânulos-α, dos lisossomos, do sistema canalicular, ou do citosol e, 

entre as substâncias secretadas estão proteínas adesivas (fibrinogênio, 

fibronectina, FVW, trombospondina, vitronectina, selectina-P), fatores de 

crescimento (PDGF, TGF-β, EGF, bFGF), quimiocinas (RANTES, fator-4 

plaquetário [CXC quimiocina ligante 4], proteína de células endoteliais 

ativadora de neutrófilos [CXC quimiocina ligante 5]), fatores tipo  citocinas 

(IL-1β [interleucina do tipo-1 beta], CD40 ligante, β-tromboglobulina), e 

fatores da coagulação (fator V, fator XI, PAI-1 [inibidor do ativador do 

plasminogênio do tipo-1], plasminogênio, proteína S). Essas substâncias 

agem de maneira coordenada e regulam funções biológicas importantes 

como o processo inflamatório e o recrutamento celular (Gawaz, 2004).  

Uma vez ativadas na circulação, as plaquetas se ligam a leucócitos, 

predominantemente monócitos, formando agregados (Jungi et al., 1986; 

Rinder et al., 1991). Este processo é iniciado através da ligação da  

selectina-P na superfície de plaquetas ativadas ao seu receptor nos 
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leucócitos, o PSGL-1 (glicoproteína ligante do tipo 1 de selectina-P), 

(Palabrica et al., 1992; Sarma et al., 2002). A ligação entre plaquetas e 

leucócitos é então estabilizada por uma série de mecanismos, incluindo a 

ligação da Mac-1 (CD11b/CD18) leucocitária, e da glicoproteina Ibα (CD42b) 

plaquetária (Simon et al., 2000).  

A análise  por citometria de fluxo da expressão plaquetária de  

selectina-P (CD62-P) de superfície, foi previamente considerada ser o 

“padrão ouro” como marcador da ativação plaquetária. A adesão de 

plaquetas aos neutrófilos e monócitos é mediada por selectina-P e esta 

interação heterotípica também pode afetar a sobrevida das plaquetas 

(Rendu e Brohard-Bohn, 2001). Além disso, plaquetas ativadas “in vivo” 

rapidamente liberam a selectina-P da superfície para a circulação em forma 

solúvel (sCD62-P), que continua na circulação funcionalmente ativa 

(Michelson et al., 1996). Também, foi demonstrado que agregados entre 

plaquetas e leucócitos são detectáveis no sangue periférico e são 

marcadores de ativação plaquetária mais sensíveis que a expressão de 

selectina-P (CD62-P) de superfície plaquetária (Michelson et al., 2001). 

Segundo Maugeri e colaboradores, após estimulação das plaquetas por 

trombina ou SFLLRN, a formação de agregados entre plaquetas e 

granulócitos é um fenômeno dependente da selectina-P (Maugeri et al., 

2007). 
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1.4. Hipertensão arterial pulmonar (HAP) 

A hipertensão pulmonar constitui uma síndrome de etiologia diversa e 

caracteriza-se por elevação da pressão média arterial pulmonar (ou pressão 

sistólica da artéria pulmonar) superiores a 25 mmHg em repouso, ou de 30 a 

40 mmHg em exercício, avaliadas durante o cateterismo cardíaco (Barst et 

al., 2004). A última proposta de classificação da hipertensão pulmonar, após 

revisão e atualização dos conceitos etiopatogênicos e fisiopatológicos, 

aconteceu em 2003, na Conferência de Veneza, Itália. A primeira categoria 

classificada desta doença, foi a hipertensão arterial pulmonar (HAP), 

subdividida em idiopática, familial e relacionada a doenças do colágeno, 

”shunts” sistêmico-pulmonares congênitos, hipertensão portal, infecção pelo 

HIV, drogas e toxinas, com envolvimento capilar e/ou venoso importante; e 

por último, a hipertensão pulmonar persistente do recém-nascido 

(Simonneau et al., 2004). 

A hipertensão arterial pulmonar (HAP) é um processo vaso-oclusivo de 

grande extensão, onde ocorre obstrução progressiva das pequenas artérias 

e arteríolas, o que causa aumento da resistência vascular nos pulmões 

(Rabinovitch, 2001).  

A vasoconstrição (ou mais especificamente a diminuição da capacidade 

de vasodilatação) presente na HAP ocorre principalmente devido à disfunção 

endotelial. Esta, por sua vez, é caracterizada pelo aumento de síntese de 

vasoconstritores como a endotelina-1 e o TxA2, e diminuição de síntese de 

vasodilatadores como o óxido nítrico e a prostaciclina (Giaid e Saleh, 1995). 
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1.4.1. Plaquetas na hipertensão arterial pulmonar 

Há evidências de que as plaquetas participam direta e/ou indiretamente 

do processo vaso-oclusivo pulmonar. Estudos clínicos, realizados inclusive 

em nosso laboratório, sugerem consumo crônico das plaquetas nos 

pacientes com HAP. Tal sugestão se deve aos achados de redução do 

número de plaquetas circulantes, níveis elevados de um marcador de 

ativação plaquetária, a β-tromboglobulina (Caramurú et al., 2003), que é uma 

substância liberada no estágio de secreção do conteúdo dos grânulos 

plaquetários, e fosforilação de vários substratos em tirosina (Maeda et al., 

2003; Maeda et al., 2005). Sugere-se que o estado “pré-ativado” favorece a 

formação de agregados circulantes, agregados esses, formados 

exclusivamente por plaquetas, ou por plaquetas e leucócitos (Lopes et al., 

1993). A participação das plaquetas na HAP não se restringe à finalização 

do processo vaso-oclusivo pulmonar, mas também na progressão, através 

da liberação dos diversos mediadores já descritos anteriormente (TXA2, 

serotonina, CD40/CD40L, IL1-β, FVW, trombospondina, fibrinogênio). Além 

disso, o PDGF liberado pelas plaquetas promove migração de células 

musculares lisas da parede arterial pulmonar para a luz do vaso, e ainda, 

induz proliferação dessas células, resultando na obstrução de pequenas 

artérias pulmonares (Perros et al., 2008).  

Um dos aspectos relacionados à participação das plaquetas na HAP é 

a comprovação da existência de uma alteração primária (genética) das 

plaquetas, que foi demonstrada em um paciente com trombocitopatia 

congênita (“pool storage disease”), caracterizada por um defeito na 
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capacidade de armazenamento de serotonina, aumento dos seus níveis 

plasmáticos, e conseqüentemente aumento da pressão arterial pulmonar 

(Hervé et al., 1990). O outro aspecto, é a participação secundária das 

plaquetas, com possível ativação endógena em resposta à disfunção 

endotelial, exposição do subendotélio, e alterações hemodinâmicas. Assim 

como existem estudos (Caramurú et al., 2003; Lopes et al., 1993; Maeda et 

al., 2003; Maeda et al., 2005) sugerindo que a ativação endógena crônica 

ocorre na HAP, também existem dados indicando não haver provas deste 

estado “pré-ativado” (Kéreveur et al., 2000). Em um estudo envolvendo 

pacientes com HAP, onde foram analisados epítopos de superfície por 

citometria de fluxo, como a expressão da integrina αIIbβ3, CD36, CD63, e 

selectina-P de superfície, o aumento da serotonina plasmática não foi 

associado à ativação plaquetária (Kéreveur et al., 2000). Portanto, todo o 

esforço no sentido de caracterizar (ou não) este estado de “pré-ativação” é 

importante para o entendimento da doença vascular pulmonar. 

 

1.4.1.1. Interação entre trombose e inflamação: evidências da 

ocorrência na HAP 

Alterações vasculares na HAP podem levar à secreção plaquetária de 

muitos mediadores pró-coagulantes, vasoativos, mitogênicos, e 

inflamatórios. Além disto, a atividade pró-coagulante e a função fibrinolítica 

estão alteradas na HAP, e estas por sua vez, são fatores confirmados por 

evidências de aumento da interação entre as plaquetas e a parede arterial 

pulmonar (Hervé et al., 2001). Paralelamente, a vaso-oclusão também 
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depende da remodelagem dos vasos pulmonares envolvendo células e 

matriz extracelular, e é um evento deflagrado por diversos mediadores, 

inclusive células inflamatórias e citocinas. Entre esses mediadores 

inflamatórios encontra-se o CD40L, uma molécula envolvida em processos 

inflamatórios e na formação de trombos (Damås et al., 2004). 

Está demonstrado que na HAP, mecanismos ligados à inflamação e 

trombose estão presentes na fisiopatologia do processo vascular oclusivo. 

Neste sentido, torna-se relevante estudar os mecanismos moleculares que 

dessem informações adicionais sobre a participação desses eventos 

combinados (inflamação e trombose), e ao mesmo tempo trouxessem 

elementos sobre a condição endógena das plaquetas desses pacientes. 
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2. OBJETIVOS  

 

Objetivo geral: 

O presente estudo teve como objetivo analisar, em pacientes com HAP, 

comparativamente aos indivíduos normais, características relacionadas a um 

dos receptores de trombina (o PAR-1), no sentido de inferir se na condição 

“in vivo” este receptor seria capaz de mediar eventos ligados à inflamação e 

trombose. 

Objetivos específicos: 

Os objetivos específicos foram verificar em pacientes com HAP: 

 

1. A expressão de PAR-1 plaquetário “in vitro”, da maneira mais próxima 

possível do estado em que se encontra na circulação, levando em 

consideração a forma do receptor (íntegra, ou clivada). 

 

2. A atividade do PAR-1 pela formação de agregados entre plaquetas e 

leucócitos, induzida por estímulos capazes de agir na forma integra ou 

clivada do receptor. Este procedimento foi planejado com vistas a 

acrescentar informações sobre o estado desse receptor “in vivo”, com 

base em seu funcionamento “in vitro”. 
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3. A expressão em superfície plaquetária da molécula de adesão selectina-P 

(CD62P), e testar se a ativação plaquetária via PAR-1 é capaz de 

aumentar sua expressão. 

 

4.Possíveis correlações entre a expressão e a atividade do PAR-1. 

 

5.Possíveis influências do número de plaquetas circulantes, e do número de 

hemácias circulantes (hematócrito) na magnitude da formação de 

agregados entre plaquetas e leucócitos, mediante estimulação do receptor 

íntegro ou clivado. 
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3. MATERIAL 

 

O anticorpo SPAN12 marcado com PE foi adquirido de Immunotech 

(Marseille, França). O anticorpo ATAP2 foi adquirido de Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA). Os anticorpos CD45-FITC, CD14-PE, 

CD42a-PerCP, CD62P-PE, os controles isotipos IgG1-PE, IgG2-PE, IgG1-

FITC, IgG1-PerCP, o tampão FACS e o tampão de lise FACS foram 

adquiridos de Becton-Dickinson (San Jose, CA, EUA).  O peptídeo GPRP 

(H-Gly-Pro-Arg-Pro-OH) e o TRAP (peptídeo agonista do receptor de 

trombina), foram adquiridos de Calbiochem (La Jolla, CA, EUA). O peptídeo 

agonista do PAR-1, o SFLLRN (H-Ser-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn-OH), o 

anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo conjugado com FITC e o 

paraformaldeído, foram adquiridos de Sigma, (St. Louis, MI, EUA). A 

trombina foi adquirida de Biopool (Ventura, CA, EUA). Os demais reagentes 

utilizados foram de altíssimo grau de pureza. 
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4. MÉTODOS 

 

 

4.1. Cálculo da amostra 

Com base em verificações anteriores em nosso laboratório e, 

considerando uma diferença a ser demonstrada na maioria dos testes, da 

ordem de 0,75 desvio-padrão, com nível de significância de 0,05 e poder de 

0,8, estimamos que a amostra devesse corresponder a 30 pacientes 

(número exato, 29 casos). Esta  estimativa  previu  a  realização  de testes 

bi-caudais em todos os procedimentos. 

 

4.2. Critérios de inclusão e exclusão 

No presente estudo, foram incluídos trinta pacientes portadores de 

hipertensão arterial pulmonar, admitidos no Instituto do Coração, Faculdade 

de Medicina da Universidade de São Paulo, para diagnóstico e tratamento. 

Somente duas sub-categorias diagnósticas foram consideradas, a 

hipertensão arterial pulmonar idiopática, e a hipertensão arterial pulmonar 

associada a cardiopatias congênitas. Nenhuma outra forma de  doença 

vaso-oclusiva pulmonar foi incluída (associada a doenças do tecido 

conectivo, doenças pulmonares, esquistossomose, infecção pelo vírus HIV, 

tromboembolismo crônico, hipertensão portal e doença do coração 

esquerdo). Para inclusão, foi necessária a constatação de pressão sistólica 

da artéria pulmonar acima de 40 mmHg, em repouso, avaliada durante o 

ecocardiograma. Somente foram incluídos pacientes estáveis, em 
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acompanhamento ambulatorial, não tendo sido admitidos indivíduos sob 

tratamento hospitalar ou uso de drogas vasoativas endovenosas. O uso de 

anticoagulante oral (varfarina) foi admitido, uma vez que esta medicação é 

crucial para alguns pacientes, não sendo possível sua suspensão. 

Entretanto, quanto às drogas com interferências sobre a função plaquetária, 

as mesmas não foram administradas no período de 15 dias que antecedeu a 

coleta de material (sangue venoso periférico). O grupo controle, consistiu de 

vinte e cinco  doadores  voluntários  do  Banco de Sangue da Fundação  

Pró-Sangue Hemocentro de São Paulo, não fumantes, e que estivessem 

isentos de qualquer medicação no período de 15 dias que antecedeu a 

coleta. Os pacientes e os controles somente entraram no estudo mediante 

consentimento livre e esclarecido, tendo assinado o termo correspondente. 

O protocolo de estudo foi aprovado pelas Comissões Científica e de Ética da 

Fundação Pró-Sangue Hemocentro São Paulo (protocolo de pesquisa 

09/2004), e pela Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa – 

CAPPesq (protocolo de pesquisa 119/06). 

 

4.3. Dados diagnósticos e laboratoriais  

Após o diagnóstico através da pressão pulmonar, os pacientes foram 

caracterizados através da idade, sexo, hematócrito, e contagem de 

plaquetas. 
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4.4. Coleta de sangue 

A coleta de sangue foi feita da forma mais suave possível, de maneira a 

minimizar a ativação plaquetária. Para tanto, foi realizada através de punção 

venosa, com agulha calibre 19, e sem oclusão venosa. O sangue foi 

colocado em tubos contendo citrato de sódio 3,8%, na proporção de 1:10 

(v/v). As amostras foram processadas em no máximo 30 minutos após a 

coleta. 

 

4.5. Citometria de fluxo 

A citometria de fluxo é uma técnica que avalia as propriedades físicas e 

químicas de células, partículas biológicas, ou outras não biológicas. 

Enquanto essas passam em um fluído, enfileiradas, e atravessam um ou 

mais feixes de laser(s) o sistema avalia o ângulo e a direção da luz 

dispersada, que são indicadores do tamanho, forma, e estrutura destas 

partículas. Se estas células ou partículas forem marcadas com um, ou mais 

fluorocromos (FITC, PE, PerCP), o laser os excita, o que provê informações 

biológicas adicionais, assim como a atividade metabólica, o conteúdo de 

DNA, e a presença ou não de marcadores intracelulares e de membrana 

específicos. Elementos ópticos e elétricos precisos captam os pulsos 

fluorescentes e a luz dispersada, e os convertem em valores digitais, 

enviando-os para um computador para análise. O poder único dos 

citômetros de fluxo, é que podem avaliar quantitativamente múltiplos 

parâmetros simultaneamente de células individuais, e ainda isolar células de 

interesse. Adicionalmente, a sensibilidade, e a velocidade alcançada pelos 
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instrumentos de alto desempenho, possibilitam a detecção de populações e 

eventos extremamente raros (freqüência inferior a 10-6), assim como células-

tronco, células dendríticas, antígenos específicos de células T, e 

transfectantes genéticos (Shapiro, 2003). Como resultado, as aplicações 

utilizando-se citometria de fluxo não param de crescer. Uma importante 

aplicação é a análise de plaquetas, que podem ser amplamente avaliadas 

em sangue total. Entre os dados que podem ser obtidos estão a atividade, 

os agregados plaqueta-plaqueta, os agregados plaqueta-leucócito, as 

micropartículas derivadas de plaquetas, além do fluxo de cálcio. 

Para a realização deste trabalho, o citômetro de fluxo FACSCalibur 

(Becton Dickinson), pertencente ao Laboratório de Oncologia LIM-24, da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, teve sua utilização 

gentilmente cedida pelo Professor Roger Chammas. Este citômetro é 

equipado com o laser de íon argônio (488nm) e detectores de dispersão 

(FSC – “forward scatter”) para tamanho e (SSC – “side scatter”) relacionado 

com a estrutura interna das células, além de três detectores de emissão de 

fluorescência (FL1, FL2 e FL3).  

Para a análise da expressão, as medidas utilizadas foram, a 

intensidade de fluorescência média (IFM) das plaquetas positivas expressa 

em unidade arbitrária, e a porcentagem de plaquetas positivas em relação 

ao total de eventos (10.000). Para a análise da atividade foi utilizada a 

porcentagem de agregados plaqueta-leucócito (APL), ou agregados 

plaqueta-monócito (APM) em relação ao total de eventos adquiridos 

(10.000). 
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Durante a padronização da metodologia todos os anticorpos foram 

devidamente titulados, e sendo assim, foram sempre utilizados na 

concentração mais próxima da saturada. Todos os testes realizados com 

pacientes foram acompanhados com um controle (doador normal). 

 

4.5.1. Avaliação da expressão do PAR-1 

4.5.1.1. Receptores íntegros 

O PAR-1 plaquetário  íntegro foi detectado utilizando-se o anticorpo 

anti-PAR-1, clone SPAN12. Este anticorpo tem a característica de se ligar ao 

sítio de clivagem da trombina (NATLDPR/SFLLR). Sendo assim, só identifica 

receptores íntegros (Brass et al., 1992; Molino et al., 1995; Woolkalis et al., 

1995). 

Para detecção da expressão através do SPAN12, foram feitas alíquotas 

de 10µl de sangue total, onde foram adicionados 4µl de SPAN12-PE, ou 

IgG1-PE como controle isotipo. Desta etapa em diante todo o procedimento 

foi realizado em temperatura de 4ºC, para evitar a internalização dos 

receptores. As alíquotas foram incubadas por 30 minutos no escuro, e em 

seguida lavadas com a adição de 2ml de tampão FACS, e posterior 

centrifugação por 10 minutos a 1200xg. Após a lavagem, os sobrenadantes 

foram descartados, os sedimentos ressuspendidos em 200µl de solução 

isotônica para citometria de fluxo (tampão FACS) e fixados com igual volume 

de PFA gelado (concentração final de 1%). As amostras foram mantidas no 

escuro e a 4ºC, até serem processadas no citômetro, no período não 

superior a 24 horas (Reiter et al., 2003; Day et al., 2004). 
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A aquisição para avaliação da expressão foi feita na forma logarítmica 

tanto para os parâmetros de dispersão, quanto para os parâmetros de 

fluorescência. Foram adquiridos 10.000 eventos dentro de uma janela de 

leitura para população de plaquetas. Esta janela foi feita baseando-se na 

distribuição das plaquetas dentro dos eixos de FSC e SSC. Para a análise 

foram feitas as marcações M1 e M2, que correspondem respectivamente à 

distribuição de fluorescência do anticorpo controle isotipo, e do anticorpo 

SPAN12 dentro de seus histogramas. A expressão do PAR-1 foi dada em 

unidade arbitrária de intensidade de fluorescência média (IFM), e esta foi 

obtida após a subtração da IFM de M1 do controle isotipo, da IFM de M2 do 

anticorpo SPAN12.  

A Figura 3 mostra o resultado padronizado de um ensaio para detecção 

da forma íntegra do PAR-1 (utilizando o anticorpo SPAN12, e seu controle 

isotipo) em um indivíduo controle, em forma de citogramas e histogramas.  
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Figura 3 - Os citogramas de densidade, A e B foram obtidos com a utilização do 
anticorpo isotipo e do anticorpo SPAN12 respectivamente, de um indivíduo 
controle. Nos citogramas, a dispersão frontal – FSC (parâmetro intimamente 
ligado ao tamanho dos eventos), está representada na abscissa, e a dispersão 
lateral – SSC (parâmetro intimamente ligado com a granulosidade dos eventos), 
está representada na ordenada, ambas em amplificação logarítmica. A população 
de plaquetas está identificada por uma janela de leitura (“gate”) denominada R1, 
de onde foram adquiridos 10.000 eventos. Os histogramas C e D, 
respectivamente, correspondem à intensidade de fluorescência de R1 dos 
citogramas A e B. Nestes, a intensidade dos eventos está representada em 
amplificação logarítmica na abscissa, e o número relativo de eventos está 
representado na ordenada. M1 corresponde à região < 101, considerada a região 
de eventos negativos. M2 corresponde à região > 101, local de eventos 
considerados positivos.  
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A Tabela 1, de maneira a complementar os dados da Figura 3, mostra 

as estatísticas calculadas pelo programa CellQuest, e além disto, explica o 

cálculo da IFM (intensidade de fluorescência média). 

 

 

Tabela 1 – Dados  estatísticos  referentes aos histogramas C e D da 
Figura 3, fornecidos pelo programa CellQuest. O cálculo da IFM foi 
realizado com a utilização destes valores. Para tanto, a IFM de M1 
(vermelho) do controle isotipo foi subtraída da IFM de M2 (azul) do 
SPAN12. Exemplo: M2 – M1 = 15,60 – 3,33 = 12,27. Sendo assim, o valor 
de IFM do SPAN12 deste ensaio é igual a 12,27. O valor da IFM está 
expresso em unidade arbitrária. As plaquetas positivas para o anticorpo 
SPAN12 corresponde à porcentagem de eventos presentes em M2 
(verde). 

 

4.5.1.2. Receptores íntegros e clivados 

Para a detecção do PAR-1 plaquetário independente de clivagem foi 

utilizado o anticorpo ATAP2. Este anticorpo tem a característica de se ligar 
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após o sítio de clivagem da trombina. Sendo assim, identifica tanto os 

receptores íntegros, quanto os receptores clivados (Brass et al., 1992; 

Molino et al., 1995; Woolkalis et al., 1995). 

A detecção da expressão de PAR-1 através do ATAP2, foi feita 

utilizando-se alíquotas de 10µl de sangue total, onde foram adicionados 4µl 

de  ATAP2,  ou  controle  isotipo  IgG1-FITC,  seguido  de  incubação  por   

30 minutos a 4ºC no escuro. Em seguida, as amostras foram lavadas como 

descrito anteriormente. Após a lavagem o sobrenadante foi descartado, e o 

sedimento foi ressuspendido com 50µl de tampão FACS. Foi adicionado 1µl 

de anticorpo de cabra anti-IgG1 de camundongo conjugado com FITC, 

seguido de incubação por 60 minutos a 4ºC no escuro. Após a incubação, as 

amostras foram lavadas novamente, e os sedimentos foram ressuspendidos 

com 200µl de tampão FACS e fixados com igual volume de PFA gelado 

(concentração final de 1%). As amostras foram mantidas no escuro e a 4ºC, 

seguido de aquisição no citômetro em até 24 horas (Reiter et al., 2003; Day 

et al., 2004). A aquisição foi processada como descrito em 4.5.1.1. 

A Figura 4 mostra o resultado padronizado de um ensaio de detecção 

da forma independente de clivagem do PAR-1 (anticorpo ATAP2, e seu 

controle isotipo) de plaquetas normais de um indivíduo controle. 
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Figura 4 - Os citogramas de densidade, A e B foram obtidos com a utilização do 
anticorpo isotipo e do anticorpo ATAP2 respectivamente, de um indivíduo 
controle. Nos citogramas, o tamanho dos eventos está representado na abscissa, 
e a granulosidade dos eventos está representada na ordenada, ambos em 
amplificação logarítmica. A população de plaquetas está identificada por uma 
janela de leitura (“gate”) denominada R1, de onde foram obtidos 10.000 eventos. 
Os histogramas C e D respectivamente correspondem à intensidade de 
fluorescência de R1 dos citogramas A e B. Nestes, a intensidade dos eventos 
está representada em amplificação logarítmica na abscissa, e o número relativo 
de eventos está representado na ordenada. M1 corresponde à região < 101, 
considerada a região de eventos negativos. M2 corresponde à região > 101, local 
de eventos considerados positivos. 



Métodos 32

A Tabela 2, de maneira a complementar os dados da Figura 4, mostra 

as estatísticas apresentadas pelo programa CellQuest e, além disto, 

demonstra que o cálculo da IFM do ATAP2, é realizado de forma idêntica ao 

SPAN12. 

 
Tabela 2 - Dados estatísticos fornecidos pelo programa CellQuest 
referentes aos histogramas C e D da Figura 4. O cálculo da IFM foi 
realizado com a utilização destes valores. Para tanto, a IFM de M1 
(vermelho) do controle isotipo foi subtraída da IFM de M2 (azul) do 
ATAP2. Exemplo: M2 – M1 = 27,93 – 2,46 = 25,47. Sendo assim, o 
valor de IFM do ATAP2 deste ensaio é igual a 25,47. As plaquetas 
positivas para o anticorpo ATAP2 correspondem à porcentagem de 
eventos presentes em M2 (verde). 
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4.5.2. Avaliação da atividade do PAR-1 

A atividade funcional do PAR-1 pode ser estudada “in vitro” mediante 

estímulos proteolíticos (induzidos por trombina) ou não proteolíticos 

(induzidos pelo peptídeo agonista do PAR-1, SFLLRN), (Poullis et al., 2000). 

No entanto, para a utilização de trombina em alíquotas de sangue total, é 

necessário o uso do peptídeo sintético GPRP, que impede a formação de 

fibrina, inibindo assim a formação de coágulo, e viabiliza o estudo da 

atividade através de citometria de fluxo. Em qualquer dos estímulos 

supracitados, o PAR-1 ativo irá desencadear uma série de mecanismos de 

sinalização intracelular, que culminará com a expressão de moléculas de 

adesão  na  superfície das plaquetas. Entre estas moléculas está a 

selectina-P, que tem importante papel para formação de agregados entre 

plaquetas e leucócitos, via receptor leucocitário PSGL-1 (Sako et al., 1993).  

O resultado final do estímulo do PAR-1 será a formação de agregados 

envolvendo plaquetas e leucócitos. Portanto, a medida final de atividade 

funcional do receptor, será a formação de agregados celulares, identificáveis 

através de citometria de fluxo com tripla marcação. 

Para realização da tripla marcação, foram utilizados os anticorpos 

CD45-FITC, CD14-PE, e CD42a-PerCP. O CD45-FITC é utilizado para 

identificação dos leucócitos. O CD14-PE é utilizado para fazer a distinção 

entre  as  populações   dos   leucócitos   (identifica os monócitos).  O  

CD42a-PerCP é utilizado para a identificação das plaquetas (Ferraris et al., 

1998). 
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Antes da aquisição para avaliação da atividade do PAR-1, o citômetro 

foi calibrado com controles isotipos (IgG1-FITC, IgG2-PE, IgG1-PerCP), e 

com controles positivos referentes aos anticorpos utilizados para a tripla 

marcação. A aquisição para avaliação da atividade foi feita com amplificação 

linear para os parâmetros FSC (tamanho dos eventos) e SSC (granulosidade 

dos eventos), (Figura 5, A), e na amplificação logarítmica para os 

parâmetros de fluorescência (Figura 5, B, C e D). Foram adquiridos 10.000 

eventos dentro de uma janela de leitura para população de leucócitos. Esta 

janela de leitura foi feita baseando-se na distribuição dos leucócitos dentro 

dos eixos FSC e SSC. Para a análise da atividade pela formação de 

agregados plaqueta-leucócito (APL) foram feitos citogramas que continham 

na abscissa a distribuição de intensidade de fluorescência para o CD45 

(todos os leucócitos) e na ordenada a distribuição de intensidade de 

fluorescência para o CD42a (plaquetas), (Figura 5, C). Esses citogramas 

foram divididos em 4 quadrantes de acordo com os controles isotipos e 

controles positivos, e a porcentagem dos eventos presentes no quadrante 

superior direito, em relação ao total de eventos adquiridos (10.000) foi 

avaliada. Como os eventos presentes no quadrante superior direito são 

positivos tanto para o CD45, quanto para o CD42a, foram considerados 

agregados plaqueta-leucócito (APL). 

Para  análise  da  atividade   pela   formação   de   agregados  

plaqueta-monócito (APM), foram feitos citogramas que continham na 

abscissa a intensidade de fluorescência para o CD42a, e na ordenada a 

intensidade de fluorescência para o CD14 (monócitos), (Figura 5, D).  
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Figura 5 - Os citogramas de densidade A, B, C e D são representativos de um 
mesmo ensaio com tripla marcação, e sem estímulos. Estes citogramas foram 
obtidos com análise através do programa CellQuest. Foram adquiridos 10.000 
eventos. Nos citogramas A e B as populações de leucócitos estão circundadas e 
identificadas. Em A, o tamanho dos eventos está representado na abscissa, e a 
granulosidade dos eventos está representada na ordenada. Em B, a intensidade 
de fluorescência para o CD45 está representada na abscissa, e a intensidade de 
fluorescência para o CD14 está representada na ordenada. Em C, a intensidade de 
fluorescência para o CD45 está representada na abscissa, e a intensidade de 
fluorescência para o CD42a está representada na ordenada. Contabilizando-se os 
eventos do quadrante superior direito, ou seja, os eventos positivos tanto para o 
CD45, quanto para o CD42a, obtém-se a porcentagem de agregados plaqueta-
leucócito (APL), em relação ao total de eventos adquiridos. Em D, a intensidade de 
para fluorescência para o CD42a está representada na abscissa, e a intensidade 
de fluorescência para o CD14 está representada na ordenada. Contabilizando-se 
os eventos do quadrante superior direito, ou seja, os eventos positivos tanto para o 
CD14, quanto para o CD42a, obtém-se a porcentagem de agregados plaqueta-
monócito (APM), em relação ao total de eventos adquiridos. 
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A porcentagem de APM foi dada pelo número de eventos com dupla 

positividade (positivos tanto para CD42a, quanto para CD14), em relação ao 

total de eventos adquiridos (10.000). A avaliação da formação de agregados 

no estado basal foi feita, empregando-se  a mesma técnica descrita no item 

4.5.2.2., porém, sem estímulos. 

A Tabela 3, de maneira a complementar os dados da Figura 5, mostra 

as estatísticas apresentadas pelo programa CellQuest. Estas estatísticas 

são referentes aos citogramas C e D. 

 

 

Tabela 3 - Dados estatísticos fornecidos pelo programa CellQuest 
referentes aos citogramas C e D da Figura 5. O valor de porcentagem 
de agregados plaqueta-leucócito (APL) está representado em azul, e 
agregados plaqueta-monócito (APM) está representado em vermelho. 
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4.5.2.1. Atividade do PAR-1 mediante estímulo proteolítico 

Alíquotas de 30µl de sangue total foram incubadas por 5 minutos com 

GPRP (concentração final 2mM), em seguida foi realizada uma estimulação 

por 10 minutos com a adição de trombina (concentração final 2U/ml). Foram 

então adicionados os anticorpos CD45-FITC, CD14-PE e CD42a-PerCP 

seguindo-se incubação por 30 minutos no escuro a 4ºC. Esta temperatura é 

importante para interromper a atividade das células após estímulo, e a 

internalização dos receptores. Após a incubação, as hemácias foram lisadas 

com a adição de 1mL de tampão de lise FACS, homogeneização, e nova 

incubação por 10 minutos em temperatura ambiente, seguindo-se lavagem 

com a adição de 2ml de tampão FACS, e centrifugação por 10 minutos a 

1200xg. Após a lavagem, o sobrenadante foi descartado e o sedimento 

ressuspendido com 200µl de tampão FACS e fixado com igual volume de 

PFA gelado (concentração final de 1%), (Ferraris et al., 1998; Poullis et al., 

2000). As amostras foram mantidas no escuro e a 4ºC, seguido de aquisição 

no citômetro em até 24 horas. 

 

4.5.2.2. Atividade do PAR-1 mediante estímulo não proteolítico 

Alíquotas de 30µl de sangue total foram estimuladas por 10 minutos em 

temperatura ambiente com a adição de SFLLRN (concentração final 12µM). 

Foram  então adicionados os anticorpos anti-CD45-FITC, CD14-PE e 

CD42a-PerCP, seguindo-se incubação por 30 minutos no escuro a 4ºC. 

Após a incubação, as hemácias foram lisadas com a adição de 1mL de 

tampão de lise FACS, e as amostras incubadas por 10 minutos em 
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temperatura ambiente, seguindo-se como descrito anteriormente (4.5.2.1). 

As amostras foram mantidas no escuro e a 4ºC, seguido de aquisição no 

citômetro em até 24 horas. 

 

4.5.3. Avaliação da expressão da selectina-P (CD62P) das 

plaquetas no estado basal e após estimulação 

A selectina-P é um componente dos grânulos alfa das plaquetas em 

repouso, e é translocada para a superfície das plaquetas somente após 

estimulação. A selectina-P é mediadora da adesão de plaquetas ativadas à 

neutrófilos e monócitos e sua expressão foi determinada utilizando-se o 

anticorpo anti-CD62P marcado com PE, e controle isotipo de camundongo 

IgG1 marcado com PE. 

A expressão de selectina-P plaquetária foi realizada utilizando-se 

alíquotas de 5μl de sangue total estimuladas com TRAP (concentração final 

60μM) por 5 minutos em temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado o 

anticorpo CD62P ou controle isotipo, seguido de incubação por 30 minutos 

em temperatura ambiente, e seguiu-se como descrito em 4.5.1.1. 

 

4.6. Análise estatística 

As variáveis envolvidas no estudo foram testadas com relação à sua 

aderência à distribuição normal, sendo então os resultados expressos em 

média e desvio-padrão (aderência satisfatória) ou mediana e limites (não 

aderência). Quando foi possível obter aderência satisfatória após a 

transformação logarítmica, a análise estatística foi conduzida com uso de 
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procedimentos paramétricos. Em caso contrário, a opção recaiu sobre o uso 

de procedimentos não paramétricos. 

Em situações onde se teve que recorrer a procedimentos não 

paramétricos, as comparações entre pacientes e controles foram feitas com 

uso do teste de Mann-Whitney, e as comparações entre duas condições de 

estudo, no mesmo indivíduo, com uso do teste de Wilcoxon. 

As comparações entre pacientes e controles envolvendo mais de uma 

condição experimental no mesmo indivíduo foram feitas com uso de análise 

de variância para dois fatores (grupos, pacientes vs. controles, e condições 

experimentais) com medidas repetidas de um deles (condições 

experimentais). Havendo diferenças globais significantes em relação a 

algum desses fatores, as múltiplas comparações foram feitas com o uso do 

teste de Tukey-Kramer. 

A possível influência de uma variável ou de variáveis sobre uma outra, 

foi verificada com uso de regressão linear simples ou múltipla, sendo a 

variável resposta sempre testada (na forma original ou após transformação) 

em condição de aderência adequada à distribuição normal. 

Em todos os procedimentos, adotou-se 0,05 como nível de 

significância. 
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5. RESULTADOS 

 

 

Todos os resultados obtidos (valores de IFM das plaquetas positivas, a 

porcentagem de plaquetas positivas, e as porcentagens de agregados 

plaqueta-leucócito, e agregados plaqueta-monócito), encontram-se 

individualmente discriminados no item 8 (Anexos). 

 

5.1. Pacientes 

Trinta pacientes foram incluídos no estudo, sendo oito do sexo 

masculino e vinte e dois do sexo feminino, com idade variando de 11 a 78 

anos (mediana de 50 anos), e pressão sistólica da artéria pulmonar 

(ecocardiograma) de 89 + 29 mmHg (média + D.P.), sendo considerado o 

valor inferior a 40 mmHg como normal. Dentre os pacientes estudados, 28 

eram portadores de HAP associada a cardiopatias congênitas, e 2 eram 

portadores de HAP idiopática. A contagem de plaquetas circulantes variou 

de 53 a 389 x 103/μl (mediana de 190 x 103/μl ), e em 9 pacientes o número 

situou-se abaixo do limite inferior de normalidade, considerado como 150 x 

103/μl. O valor do hematócrito variou de 28 a 69% (mediana de 49%), e 

esteve superior a 50% em 12 dos 30 pacientes estudados. Todos os 

pacientes encontravam-se clinicamente estáveis, em acompanhamento 

ambulatorial, e sem uso de medicação que pudesse interferir com a função 

plaquetária. Os medicamentos em uso (e que, portanto não poderiam ser 
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suspensos) foram a digoxina, a furosemida, a hidroclorotiazida, e a 

varfarina. Os dados demográficos, o diagnóstico, a pressão arterial 

pulmonar, o hematócrito, e a contagem de plaquetas encontram-se na 

Tabela 4. 

 
Tabela 4 - Dados diagnósticos e laboratoriais  

No. Identificação 
 

Sexo Idade 
(anos) 

Diagnóstico 
 

PSAP  
(mmHg)

Ht (%) 
 

Plaquetas 
(x103/μl)  

01 
 

A I 
 

M 28 DSAV 90 69 53 
02 J A N F 50 S/C* 127 51 102 
03 I D F F 56 CIA 90 56 109 
04 G S M M 51 CIA 60 53 192 
05 M G S F 26 CIA 130 59 188 
06 H S Q F 48 CIA 130 49 134 
07 C E C F 27 DSAV 78  55 158 
08 M A O F 70 CIA 73 34 144 
09 C M V F 60 CIA 107 57 212 
10 Q N S F 46 CIA 50  58 234 
11 M P S F 41 CIA/DAVP 141 30 389 
12 G D N M 38 DSAV 110 56 171 
13 G C C F 52 CIA/DAVD 90 35 257 
14 A S C F 52 CIA 100  49 208 
15 O G T M 58 CIA 41 44 179 
16 C A P F 47 CIA/DAVP 50  43 249 
17 E A R F 60 CIA 72 46 124 
18 L J S M 78 CIA 67  37 84 
19 V S S F 69 CIA 75 49 78 
20 M R S F 61 CIA 50 49 317 
21 J A N M 58 CIA 75 54 174 
22 H N Q F 18 CIV 85 45 271 
23 E O S F 51 CIV/PCA 145 64 160 
24 I C F 49 CIA 56 43 231 
25 O L J M 57 DSAV 85 46 283 
26 M D S F 42 CIA 72 45 254 
27 G B S M 11 S/C* 118 49 225 
28 A C C F 21 CIV 115 53 215 
29 RTF F 39 CIA 122 28 66 
30 M V P F 55 CIA 70 43 254 

 
CIA = comunicação interatrial, CIV = comunicação interventricular, DAVP = 
drenagem anômala de veias pulmonares, DSAV = defeito septal átrioventricular, 
Ht = hematócrito, PCA = persistência do canal arterial, PSAP = pressão sistólica 
da artéria pulmonar, S/C* = sem cardiopatia (hipertensão arterial pulmonar 
idiopática). 
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5.2. Avaliação da expressão do PAR-1 

A expressão do PAR-1 foi analisada por citometria de fluxo usando os 

anticorpos monoclonais SPAN12, e ATAP2. 

 

5.2.1. Receptores íntegros (SPAN12) 

O estudo dos receptores íntegros utilizando o anticorpo SPAN12, e 

avaliado através da porcentagem dos eventos positivos (%+) não 

apresentou diferença estatisticamente significante entre pacientes e 

controles, com valores em mediana e limites de 42% (21 a 85%) e 44% (25 a 

66%), respectivamente, p = 0,2, Figura 6.  

 

p = 0,171

44% 42%

0%

50%

100%

Controles                Pacientes

Pl
aq

ue
ta

s 
 p

os
iti

va
s

pa
ra

  o
  S

PA
N

12
  (

%
)

 

p = 0,2 

 
Figura 6 - Reatividade ao anticorpo SPAN12, expressa como 
porcentagem de plaquetas positivas, comparativamente entre pacientes 
(azul) e controles (amarelo). Resultados apresentados em mediana da 
porcentagem das plaquetas positivas para o anticorpo SPAN12 (PAR-1 
íntegro) em relação ao total de eventos adquiridos (10.000). A diferença 
encontrada não teve valor estatisticamente significante (p = 0,2). 
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Entretanto, a expressão de PAR-1 íntegro, quando avaliada pela 

intensidade de fluorescência média (IFM) das plaquetas positivas, 

apresentou ligeiro aumento estatisticamente significante entre pacientes e 

controles, com valores em mediana e limites de 15,73 (10,63 a 41,21) e 

13,35 (9,88 a 25,5), respectivamente, p = 0,02, Figura 7. Embora o valor 

correspondente à IFM dos pacientes tenha sido discretamente superior ao 

valor encontrado nos controles, com significância estatística, consideramos a 

magnitude desta diferença pequena sob o ponto de vista biológico. 
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Figura 7 - Reatividade ao anticorpo SPAN12, expressa como 
intensidade de fluorescência de plaquetas positivamente marcadas, 
comparativamente entre pacientes (azul) e controles (amarelo). 
Resultados apresentados em mediana da IFM (intensidade de 
fluorescência média) das plaquetas positivas para o anticorpo SPAN12 
(PAR-1 íntegro). Foi encontrada diferença estatisticamente significante 
com ligeiro aumento da expressão de PAR-1 íntegro (SPAN12) nos 
pacientes em relação aos controles (p = 0,02). 
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5.2.2. Receptores íntegros e clivados (ATAP2) 

Estudando-se os receptores íntegros e clivados (anticorpo ATAP2), e 

analisando-os pela porcentagem de plaquetas positivas, foi observada uma 

diminuição estatisticamente significante das plaquetas positivas para o 

ATAP2 nos pacientes em relação aos controles. Valores em mediana e 

limites de 77% (38 a 93%) e 82% (57 a 94%), respectivamente, p = 0,01, 

Figura 8.  
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Figura 8 - Reatividade ao anticorpo ATAP2, expressa como 
porcentagem de plaquetas positivas, comparativamente entre pacientes 
(azul) e controles (amarelo). Resultados apresentados em mediana da 
porcentagem das plaquetas positivas para o anticorpo ATAP2 
(receptores íntegros e clivados), em relação ao total de eventos 
adquiridos (10.000). Foi observada diminuição da expressão de PAR-1 
íntegro e clivado (ATAP2) nos pacientes em relação aos controles com 
valor estatisticamente significante (p = 0,01). 
 

 

A expressão do PAR-1 independente de clivagem (anticorpo ATAP2) 

quando avaliada através da intensidade de fluorescência média das 

plaquetas positivas, não apresentou diferença com significância estatística 
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nos pacientes em relação aos controles. Valores em mediana e limites de 

37,75 (16,05 a 178,2) e 31,53 (15,76 a 142,98), respectivamente, p = 0,2, 

Figura 9. 
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Figura 9 - Reatividade ao anticorpo ATAP2, expressa como a 
intensidade de fluorescência em plaquetas positivamente marcadas, 
comparativamente entre pacientes (azul) e controles (amarelo). 
Resultados apresentados em mediana da IFM (intensidade de 
fluorescência média) das plaquetas positivas para o anticorpo ATAP2 
(PAR-1 íntegro e clivado). A diferença encontrada entre pacientes e 
controles, não teve valor estatisticamente significante (p = 0,2). 

 
 
 

5.3. Avaliação da atividade do PAR-1 

A atividade funcional do PAR-1 foi estudada por citometria de fluxo, 

através de ensaios de estimulação (induzidos por trombina, ou SFLLRN). O 

resultado final do estímulo do PAR-1 foi a formação de agregados 

envolvendo plaquetas e leucócitos, que foram identificados por tripla 

marcação com CD45-FITC (identifica leucócitos, sem especificar), CD14-PE 

(identifica monócitos), e CD42a-PerCP (identifica plaquetas). 
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5.3.1. Formação de agregados plaqueta-leucócito (APL) 

Em termos de formação de agregados plaqueta-leucócito (APL) no 

estado basal em relação às condições de estimulação, houve aumento 

estatisticamente significante tanto no grupo de pacientes como no grupo 

controle (p < 0,01 para ambos). Entretanto, não foram encontradas 

diferenças estatisticamente significantes na comparação entre os dois 

grupos (p = 0,2), Figura 10. 
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Figura 10 - Formação de agregados plaqueta-leucócito (APL) em 
condições experimentais (basal sem estímulo, estímulo proteolítico por 
trombina, e estímulo não proteolítico por SFLLRN) em pacientes (azul) e 
controles (amarelo). Resultados apresentados em média e erro padrão 
da porcentagem de formação de APL em relação ao total de eventos 
adquiridos (10.000). Agregados plaqueta-leucócito (APL), foram 
caracterizados por eventos com dupla positividade, ou seja, eventos 
positivos tanto para CD42a-PerCP (plaquetas), quanto para CD45-FITC 
(leucócitos). Em relação à condição basal, após estimulação houve 
aumento da formação de APL tanto no grupo controle, quanto no grupo 
de pacientes com valor estatisticamente significante (p < 0,01). 
Entretanto, não houve diferença significante quando comparados o grupo 
de pacientes com o grupo controle (p = 0,2). (*) corresponde à 
significância estatística (p < 0,05) da condição de estimulação versus 
basal, por teste de multicomparação após ANOVA. 

 

 



Resultados 48

Na resposta à estimulação com a formação de APL, foi observado 

comportamento diferenciado no grupo de pacientes em relação ao grupo 

controle, nos seguintes aspectos: 

a) os pacientes responderam ao estímulo induzido por SFLLRN (um 

agente capaz de estimular PAR-1 independentemente de seu estado, 

íntegro ou clivado) com aumento da formação de APL em relação ao estado 

basal (p < 0,05); 

b) em indivíduos normais, houve resposta quando os receptores 

íntegros foram estimulados por trombina, ou seja, houve aumento da 

formação de APL em relação ao estado basal (p < 0,05). 

 

 

5.3.2. Formação de agregados plaqueta-monócito (APM) 

Em termos de formação de agregados plaqueta-monócito (APM) no 

estado basal em relação às condições de estimulação, foram encontradas 

diferenças estatisticamente significantes no grupo de pacientes e no grupo 

controle (p < 0,0001). Entretanto, não foram encontradas diferenças 

estatisticamente significantes na comparação entre os dois grupos (p = 0,4), 

Figura 11. 

Na resposta à estimulação com a formação de APM, foi observado 

comportamento semelhante no grupo de pacientes e no grupo controle, nos 

seguintes aspectos: 

a) no grupo controle após estimulação por trombina dos receptores 

íntegros, foi observado aumento estatisticamente significante da formação 
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de APM em relação ao estado basal, e o mesmo fato ocorreu no grupo de 

pacientes (respectivamente, p < 0,01 e p < 0,01); 

b) tanto no grupo controle, quanto no grupo de pacientes, a estimulação 

por SFLLRN (agente capaz de estimular PAR-1 independente de seu 

estado, íntegro ou clivado) foi ineficiente no sentido de aumentar a formação 

de APM em relação ao estado basal.  
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Figura 11 - Formação de agregados plaqueta-monócito (APM) em 
condições experimentais (basal sem estímulo, estímulo proteolítico por 
trombina, e estímulo não proteolítico por SFLLRN) em pacientes (azul) e 
controles (amarelo). Resultados apresentados em média e erro padrão 
da transformação em logarítmos naturais (LN) da porcentagem de 
formação de APM em relação ao total de eventos adquiridos (10.000). 
Agregados plaqueta-monócito (APM), foram caracterizados por eventos 
com  dupla  positividade,  ou seja,  eventos  positivos  tanto  para  
CD42a-PerCP (plaquetas), quanto para CD14-PE (monócitos). Em 
relação à condição basal, após estimulação houve aumento da formação 
de APM com valores estatisticamente significantes tanto no grupo de 
pacientes, como no grupo controle (p < 0,01 para ambos). Entretanto, 
não houve diferença significante quando comparados o grupo de 
pacientes com o grupo controle (p = 0,4). (**) corresponde à significância 
estatística (p < 0,01) da condição de estimulação versus basal, por teste 
de multicomparação após ANOVA. 
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5.4. Avaliação da expressão da selectina-P (CD62P) das plaquetas no 

estado basal e após estimulação 

As plaquetas de controles e pacientes foram analisadas no estado 

basal e após estimulação com TRAP (60μM), quanto à expressão de 

selectina-P de membrana plaquetária avaliada com a marcação pelo 

anticorpo anti-CD62P-PE. Observou-se pela análise dos dados 

apresentados na Figura 12, que tanto nas plaquetas de pacientes, quanto 

de indivíduos normais, a estimulação por TRAP resultou em aumento 

estatisticamente significante da  expressão em membrana  de selectina-P  

(p < 0,0001 para ambos), porém não houve diferenças significantes quando 

foram feitas comparações entre pacientes e controles (p = 0,9). 
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Figura 12 - Expressão de selectina-P de membrana plaquetária no estado 
basal vs. estimulação por TRAP entre pacientes (azul) e controles 
(amarelo). Resultados apresentados em mediana da IFM das plaquetas 
positivas. A expressão de selectina-P induzida por estímulo (TRAP) foi 
estatisticamente maior quando comparada com a expressão de selectina-P 
na condição basal, sendo válido tanto para o grupo de pacientes, quanto 
para o grupo controle, e o valor de significância estatística foi de p < 0,0001 
para ambos. 
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5.5. Atividade do PAR-1 e eventos correlacionados 

Entre os eventos que foram correlacionados com a formação de APL 

ou APM mediante estímulo proteolítico (trombina) estavam a expressão de 

PAR-1 íntegro (anticorpo SPAN12), avaliada tanto pela IFM das plaquetas 

positivas, quanto pela porcentagem de plaquetas positivas, o hematócrito, e 

a contagem de plaquetas. Entretanto, em nenhuma das situações foram 

encontradas correlações estatisticamente significantes. 

Também não foi encontrada correlação, com significância estatística, 

da formação de APL e APM após estímulo não proteolítico (SFLLRN) com a 

expressão de PAR-1 independente de clivagem (anticorpo ATAP2), avaliada 

tanto pela IFM das plaquetas positivas, quanto pela porcentagem de 

plaquetas positivas, o hematócrito, e a contagem de plaquetas. 

Com relação à expressão de selectina-P de membrana da plaqueta 

após estímulo (TRAP), também não foi encontrada significância estatística 

na correlação com a formação de APL ou APM induzidos por estímulos. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

Tem sido amplamente estudada a função plaquetária em pacientes 

com hipertensão arterial pulmonar. Muitas investigações foram feitas com 

testes funcionais, que refletem a estimulação das plaquetas, medindo-se os 

produtos de secreção como a β-tromboglobulina, o tromboxano B2 e o fator 

4 plaquetário (Maeda et al., 2005; Eddahibi et al., 2001). O presente trabalho 

se dedicou ao estudo de antígenos dependentes de ativação, em plaquetas 

e leucócitos circulantes. Devido à grande importância do receptor de 

trombina (PAR-1) na fisiologia das células, este trabalho teve como 

finalidade estudar sua expressão e atividade, induzida por três diferentes 

agonistas, além da expressão de selectina-P de superfície plaquetária, que é 

uma proteína de adesão altamente recrutadora de leucócitos. 

Os testes foram realizados por citometria de fluxo, principalmente para 

estudar as plaquetas em seu meio mais próximo do biológico, e também 

porque entre os pacientes estudados, 40% tinham o nível de hematócrito 

acima de 50%, e 30% apresentaram número de plaquetas inferior a 

150x103/μl (valor considerado normal até 45% para o hematócrito e de 

150x103 a 400x103/μl para as plaquetas). Sendo que nestas condições, a 

separação das plaquetas por centrifugação torna-se muito difícil. 

Analisando-se a expressão de PAR-1 plaquetário nos pacientes com 

hipertensão arterial pulmonar, foram utilizados dois anticorpos, o SPAN12 

que reconhece somente o receptor íntegro, e o ATAP2 que reconhece tanto 
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o receptor íntegro quanto a sua fração clivada (Brass et al., 1994). 

Observou-se expressão semelhante de PAR-1 íntegro em pacientes e 

controles, sugerindo que os receptores plaquetários dos dois grupos têm a 

mesma capacidade de resposta à trombina, mesmo quando gerada “in vivo”. 

A diminuição da expressão do PAR-1 clivado, nos pacientes em relação aos 

controles, indica que houve um processo de internalização, pois o clone 

ATAP2 reconhece tanto o PAR-1 íntegro quanto a sua fração clivada, porém 

não a sua fração internalizada (Brass et al., 1994). 

Recentemente, foi descoberto um polimorfismo do PAR-1 na 

membrana da plaqueta capaz de afetar sua expressão (Ramström et al., 

2008). No referido estudo, foi observada uma alteração na densidade do 

PAR-1, que foi correlacionada com a magnitude de resposta plaquetária ao 

peptídeo SFLLRN analisada tanto por técnicas de agregação plaquetária, 

quanto por citometria de fluxo, e comparada com a expressão de selectina-P 

de superfície e ativação da integrina αIIbβ3. Além disto, o mesmo trabalho 

demonstrou que plaquetas de indivíduos normais apresentam concentrações 

variadas de PAR-1. Estes resultados indicam que a semelhança de 

expressão de PAR-1 plaquetário, em pacientes e controles que foi 

observada no presente trabalho, pode ter sido influenciada pela variação 

intrínseca existente nos grupos estudados (pacientes e controles). 

Considerando-se que a expressão de receptores íntegros é semelhante 

em plaquetas de pacientes comparativamente aos controles, a característica 

de resposta observada pela formação de agregados entre plaquetas e 

leucócitos, poderia sugerir diferenças em PAR-1 situado em outros 
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elementos figurados (leucócitos), ou, alternativamente, diferenças nos 

processos de sinalização necessários para a formação de agregados, 

processos esses, independentes da integridade de receptores. Agregados 

entre plaquetas e leucócitos circulantes têm sido usados como marcadores 

de ativação plaquetária endógena (Furman et al., 1998; Elalamy et al., 2008) 

Em contraste com nossas expectativas, não foi encontrado aumento no 

número desses agregados nos pacientes estudados. Uma possível 

explicação seria a rápida remoção dos agregados formados, através da 

circulação pulmonar. 

Em relação a leucócitos (independente do tipo), pacientes parecem 

responder ao SFLLRN, capaz de estimular PAR-1 independentemente do 

seu estado, íntegro ou clivado, enquanto que em indivíduos normais, a 

resposta ocorre especialmente quando o receptor íntegro é estimulado 

(trombina). Os monócitos e linfócitos expressam PAR-1, e a estimulação por 

trombina ou SFLLRN é capaz de ativá-los, pois ocorre aumento da 

concentração de cálcio intracelular, e indução de síntese e secreção de 

citocinas (Crago et al., 1995; Lippuner et al., 2007). Sendo assim, as 

diferenças observadas podem ter sido influenciadas pela integridade de 

receptores de trombina presentes em linfócitos e monócitos, afetando assim 

a formação de agregados entre plaquetas e leucócitos. 

Muitos epítopos de membrana têm sido usados como marcadores de 

ativação plaquetária endógena em doenças vasculares (Samara e Gurbel, 

2003). Dentre eles, encontram-se os receptores de fibrinogênio e 

vitronectina (integrinas αIIbβ3 e αvβ3, respectivamente), e a selectina-P 
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(CD62P).  A selectina-P é uma das principais moléculas envolvidas na 

ligação das plaquetas com os leucócitos (Dore, 1998; McEver, 2001). Nas 

plaquetas em repouso (não ativadas), a selectina-P é armazenada nos 

grânulos α, porém após ativação e degranulação, passa a ser expressa na 

membrana das plaquetas (Johnston et al., 1989). Foi mostrado que na 

doença arterial coronariana crônica existe aumento da porcentagem de 

plaquetas degranuladas circulantes que expressam selectina-P (Furman et 

al., 1998). Entretanto, estas plaquetas rapidamente liberam a selectina-P da 

superfície para o plasma, continuam circulando e funcionando (Michelson et 

al., 1996).  Nos pacientes estudados, de maneira semelhante aos controles, 

a estimulação plaquetária por TRAP, promoveu a expressão em superfície 

de selectina-P. Isto sugere que as plaquetas dos pacientes não são 

refratárias à liberação de seu conteúdo granular, e encontram-se aptas a 

responder aos estímulos, tanto quanto as plaquetas de controles. 

Os dados gerados pelo presente estudo, não permitem afirmar 

diferenças relevantes entre plaquetas de pacientes com HAP, e de 

indivíduos controles quanto às características de expressão e funcionalidade 

do receptor de trombina (PAR-1), e à expressão induzida de selectina-P. As 

pequenas diferenças observadas com relação ao PAR-1 poderiam estar 

relacionadas a outros elementos celulares onde o receptor também é 

expresso. Assim sendo, sob o ponto de vista do receptor de trombina e da 

selectina-P, as plaquetas desses pacientes são potencialmente estimuláveis. 

Em outras palavras, com base estritamente dos achados deste estudo, não 

há razões para se acreditar que as plaquetas presentes no sangue periférico 
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desses pacientes estejam “exauridas”, portanto, incapazes de responder a 

estímulos. Especulativamente, os achados nos levariam a acreditar que a 

terapêutica por agentes inibidores da função plaquetária continua tendo 

relevância nesta doença. 

Em conclusão, durante os últimos anos, houve um significante avanço 

na compreensão dos mecanismos de ativação, sinalização e agregação 

plaquetária (Coppinger et al., 2007, Barrett et al., 2008; Kleiman et al., 2008; 

Patel-Hett et al., 2008). Nosso atual conhecimento reconhece as 

contribuições simultâneas de múltiplos, e independentes caminhos de 

sinalização da ativação plaquetária, os quais, a relativa importância parece 

diferir dependendo do modelo experimental analisado, e das condições nas 

quais as interações plaquetárias ocorrem. Além do mais, o que 

aparentemente parece ser um campo confuso, com resultados 

contraditórios, deve na verdade, refletir a grande versatilidade de um 

importante sistema biológico, que deve ser capaz de operar de forma 

eficiente, em diversas condições fisiológicas e patológicas, para preencher 

seu papel essencial na hemostasia. 
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7. CONCLUSÕES  

 

 

Após análise do presente trabalho, foi concluído que nos pacientes em 

relação aos controles, não houve diferenças estatisticamente significantes 

na expressão de PAR-1 íntegro. No entanto, quando se trata de PAR-1 

clivado, as plaquetas dos pacientes apresentaram menor expressão em 

relação aos controles. 

No grupo de pacientes, assim como no grupo controle, a estimulação 

por trombina, ou SFLLRN foi capaz de induzir a formação de agregados 

entre plaquetas e leucócitos. Entretanto, observou-se que nos pacientes a 

resposta ocorreu predominantemente ao peptídeo SFLLRN, enquanto nos 

controles a estimulação com formação de agregados, ocorreu principalmente 

em resposta a trombina. 

Os testes com a finalidade de identificar a expressão de selectina-P 

nas plaquetas, no estado basal, e após estimulação de PAR-1, não 

demonstraram diferenças significantes entre pacientes e controles. A 

estimulação do PAR-1 aumentou aproximadamente três vezes a expressão 

de selectina-P, em relação ao estado basal, porém isto ocorreu em ambos 

os grupos.  

Não foram encontradas influências do número de plaquetas 

circulantes, e do número de hemácias circulantes (hematócrito) na 

expressão de PAR-1 (íntegro ou clivado), na magnitude de formação de 

agregados entre plaquetas e leucócitos, mediante estimulação, tanto de 
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PAR-1 íntegro, quanto de PAR-1 clivado, e nem mesmo na expressão de 

selectina-P no estado basal, ou após estimulação. 

Concluindo, as plaquetas dos pacientes com HAP, apresentaram 

características muito semelhantes às plaquetas de indivíduos normais, 

sendo assim, estão aptas a serem ativadas e formarem agregados, os quais 

podem obstruir pequenas artérias pulmonares, aumentando assim a 

resistência hemodinâmica, e conseqüentemente a pressão pulmonar. Desta 

forma, todo o cuidado no sentido de atenuar as respostas plaquetárias 

nestes pacientes é de extrema importância. 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANEXOS 



Anexos 62

8. ANEXOS 

 

 

As tabelas apresentadas a seguir, contêm os valores individuais dos 

pacientes e controles obtidos em todos os testes realizados neste trabalho. 

 

8.1. Avaliação da expressão do PAR-1 

 

8.1.1. Receptores íntegros (SPAN12) 

 

Os resultados relacionados com a reatividade plaquetária ao anticorpo 

SPAN12 estão dispostos na Tabela 5. Esta tabela é referente aos dados 

apresentados na Figura 6 e na Figura 7. 
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Tabela 5 - Reatividade plaquetária ao anticorpo SPAN12 

 Pacientes % + IFM  Controles % + IFM  
01 A I 21,39 19,58  01 60,07 13,28 
02 J A N 30,95 17,52  02 49,38 13,14 
03 I D F 34,22 41,21  03 32,13 11,39 
04 G S M 31,29 14,79  04 34,17 10,62 
05 M G S 29,82 13,05  05 44,89 14,49 
06 H S Q 31,25 15,76  06 41,24 15,7 
07 C E C 35,98 16,62  07 51,1 15,57 
08 M A O 53,81 15,71  08 40,31 13,38 
09 C M V 48,09 14,02  09 37,94 11,49 
10 Q N S 56,1 15,31  10 24,65 9,88 
11 M P S 31,13 10,92  11 44,1 15,17 
12 G D N 32,96 13,04  12 49,93 13,54 
13 G C C 85,22 18,61  13 55,79 11,21 
14 A S C 42,7 14,07  14 31,36 11,37 
15 O G T 45,34 14,92  15 43,24 14,45 
16 C A P 40,53 12,79  16 43,58 12,03 
17 E A R 39,33 17,78  17 44,98 13,46 
18 L J S 41,8 17,17  18 34,13 11,24 
19 V S S 41,49 18,65  19 39,28 12,27 
20 M R S 43,39 12,9  20 41,86 13,18 
21 J A N 50,01 14,01  21 40,81 16,08 
22 H N Q 21,56 10,63  22 64,46 23,66 
23 E O S 43,52 23,19  23 61,38 25,5 
24 I C 34,65 12,42  24 65,61 22,87 
25 O L J 23,94 14,1  25 55,05 22,22 
26 M D S 51,96 20,65     
27 G B S 47,71 22,46     
28 A C C 49,37 17,4     
29 R T F 48,28 31,97     
30 M V P 54,15 19,76     
IFM = intensidade de fluorescência média das plaquetas positivas 
(unidade arbitrária); %+ = porcentagem de plaquetas positivas em 
relação aos 10.000 eventos adquiridos. 
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8.1.2. Receptores íntegros e clivados (ATAP2) 

Os resultados relacionados com a reatividade plaquetária ao anticorpo 

ATAP2 estão dispostos na Tabela 6. Esta tabela é referente aos dados 

apresentados na Figura 8 e na Figura 9. 

 

Tabela 6 - Reatividade plaquetária ao anticorpo ATAP2 
 Pacientes IFM % +  Controles IFM % + 
01 A I 57,44 60,41  01 26,82 93,78 
02 J A N 41,88 73,67  02 36,13 88,38 
03 I D F 82,2 67,71  03 27,59 74,66 
04 G S M 57,62 78,95  04 33,75 74,24 
05 M G S 25,58 74,88  05 33,41 82,23 
06 H S Q 27,47 74,15  06 31,53 75,54 
07 C E C 37,15 74,75  07 34,09 88,59 
08 M A O 36,34 78,18  08 28,19 85,27 
09 C M V 36,23 86,65  09 28,83 83,02 
10 Q N S 38,36 85,63  10 15,76 57,37 
11 M P S 16,05 58,71  11 29,45 83,99 
12 G D N 28,26 76,65  12 33,5 87,78 
13 G C C 31,62 82,01  13 23,43 85,92 
14 A S C 34,13 86,97  14 142,98 83,28 
15 O G T 30,13 77,73  15 37,23 82,18 
16 C A P 48,69 89,77  16 30,34 81,16 
17 E A R 89,78 82,7  17 24,15 81,94 
18 L J S 40,9 79,96  18 27,67 85,2 
19 V S S 178,2 78,78  19 25,47 80,82 
20 M R S 24,23 87,14  20 26,08 82,39 
21 J A N 26,64 72,74  21 51,01 80,8 
22 H N Q 25,11 67,47  22 76,94 75,78 
23 E O S 44,1 42,53  23 48,09 80,58 
24 I C 23,54 79,05  24 56,18 86,56 
25 O L J 22,05 73,06  25 119,77 70,37 
26 M D S 82,42 72     
27 G B S 56,21 80,28     
28 A C C 48,82 93,37     
29 R T F 64,35 38,03     
30 M V P 129,56 76,84     

IFM = intensidade de fluorescência média das plaquetas positivas 
(unidade arbitrária); %+ = porcentagem de plaquetas positivas em 
relação aos 10.000 eventos adquiridos. 
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8.2. Avaliação da atividade do PAR-1 

8.2.1. Formação de agregados plaqueta-leucócito (APL) 

Os resultados obtidos por citometria de fluxo e apresentados em 

porcentagem de formação de APL em relação ao total de eventos adquiridos 

(10.000) estão dispostos na Tabela 7, referente à Figura 10. Agregados 

plaqueta-leucócito (APL), foram caracterizados por eventos com dupla 

positividade, ou seja, eventos positivos tanto para CD42a-PerCP 

(plaquetas), quanto para CD45-FITC (leucócitos). 

Tabela 7 - Porcentagem de formação de agregados plaqueta-leucócito em relação ao 
total de eventos adquiridos (10.000) 

 

 
Pacientes
 

Basal 
(%) 

Trombina
(%) 

SFLLRN
(%) 

Controles
 

Basal 
(%) 

Trombina 
(%) 

SFLLRN
(%) 

01 A I 6,84 4,83 11,93 01 4,66 7,3 4,07 
02 J A N 6,02 4,09 13,94 02 5,79 6,61 8,05 
03 I D F 17,72 12,8 18,57 03 14,03 15,21 17,95 
04 G S M 20,68 34,74 21,19 04 16,06 28,14 13,49 
05 M G S 21,7 17,43 37,11 05 14,28 19,52 22,99 
06 H S Q 11,8 18,71 12,36 06 14,8 36,63 17,31 
07 C E C 10,64 21,64 23,39 07 25,28 31,15 20,53 
08 M A O 9,98 4,23 15,3 08 15,69 20,34 19,31 
09 C M V 14,85 20,33 19,82 09 35,54 39,51 33,07 
10 Q N S 22,9 27,33 24,01 10 14,73 12,91 11,49 
11 M P S 6,52 3,22 12,69 11 11,59 14,34 14,81 
12 G D N 22,28 31,92 26,2 12 15,46 19,1 14,96 
13 G C C 9,48 9,62 16,7 13 9,89 15,68 16,52 
14 A S C 13,8 10,92 19,66 14 20,42 25,44 16,62 
15 O G T 9,59 8,25 15,15 15 8,5 16,59 12,24 
16 C A P 20,42 22,07 16,69 16 18,93 8,22 12,59 
17 E A R 10,48 10,33 15,76 17 10,11 5,39 13,49 
18 L J S 6,94 7,5 12,12 18 11,55 17,59 20,24 
19 V S S 9,68 2,57 11,03 19 16,74 17,54 18,57 
20 M R S 9,17 10,9 14,18 20 12,43 13,75 15,62 
21 J A N 10,2 12,87 14,83 21 23,84 39,13 22,45 
22 H N Q 11,18 16,04 18,69 22 19,31 14,22 17,51 
23 E O S 2,7 0,17 7,71 23 18,68 14,12 22,72 
24 I C 14,5 6,12 15,23 24 22,16 35,96 21,54 
25 O L J 4,12 3,33 4,25 25 16,15 40,87 23,29 
26 M D S 19,78 30,95 22,14     
27 G B S 14,1 19,67 17,51     
28 A C C 15,53 18,39 22,28     
29 R T F 24,8 32,87 26,39     
30 M V P 25,68 24,68 27,03     
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8.2.2. Formação de agregados plaqueta-monócito (APM) 

Os resultados obtidos por citometria de fluxo e apresentados em 

porcentagem de formação de APM em relação ao total de eventos 

adquiridos (10.000) estão dispostos na Tabela 8, referente à Figura 11. 

Agregados plaqueta-monócito (APM), foram caracterizados por eventos com 

dupla positividade, ou seja, eventos positivos tanto para CD42a-PerCP 

(plaquetas), quanto para CD14-PE (monócitos). 

 

Tabela 8 - Porcentagem de formação de agregados plaqueta-monócito em relação ao 
total de eventos adquiridos (10.000) 

 

 
Pacientes 
 

Basal 
(%) 

Trombina
(%) 

SFLLRN
(%)  

Controles
 

Basal 
(%) 

Trombina 
(%) 

SFLLRN
(%) 

01 A I 2,14 3,58 4,92  01 1,85 8,5 1,95 
02 J A N 5,72 6,28 5,65  02 2,69 9,8 3 
03 I D F 6,23 13,3 5,16  03 4,98 16,29 4,07 
04 G S M 9,38 44,36 6,4  04 9,12 42,83 5,92 
05 M G S 3,2 13,09 3,6  05 2,55 23,94 4,3 
06 H S Q 4,33 29,12 4,72  06 3,6 52,81 7,05 
07 C E C 3,64 31,99 4,47  07 3,7 40,38 2,68 
08 M A O 6,61 4,71 8,26  08 4,33 25,02 4,05 
09 C M V 4,2 20,66 3,85  09 5,05 47,41 2,81 
10 Q N S 3,19 29,06 3,66  10 3,11 15,26 3,92 
11 M P S 3,88 3,75 5,79  11 4,01 11,62 2,84 
12 G D N 4,26 30,16 3,96  12 2,73 22,39 2,33 
13 G C C 2,55 6,63 4,32  13 4,34 19,16 11,35 
14 A S C 3,58 11,97 3,72  14 2,52 31,2 3,43 
15 O G T 5,55 9,58 7,77  15 2,95 20,47 2,02 
16 C A P 2,52 25,07 4,18  16 4,8 8,89 3,42 
17 E A R 3,47 9,85 6,09  17 3,39 5,64 1,26 
18 L J S 2,55 8,4 3,5  18 4,22 19,6 2,82 
19 V S S 3,15 2,39 3,12  19 3,74 18,83 3,44 
20 M R S 3,81 12,22 3,28  20 3,65 14 2,7 
21 J A N 4,16 13,42 5,44  21 11,36 42,01 8,23 
22 H N Q 4,98 18,11 4,17  22 4,61 12,58 6,49 
23 E O S 1,11 0,11 2,08  23 6,23 12,13 10,79 
24 I C 4,86 6,21 3,93  24 6,89 38,25 4,74 
25 O L J 2,3 4,42 2,36  25 5,62 46,36 9,32 
26 M D S 11,31 35,58 9,66      
27 G B S 4,05 22,75 6,49      
28 A C C 6,62 20,18 8,99      
29 R T F 10,06 30,85 9,28      
30 M V P 13,68 23,44 9,3      
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8.3. Avaliação da expressão da selectina-P das plaquetas no estado 

basal e após estimulação 

Os resultados da reatividade à selectina-P, expressos em IFM, na 

condição basal e após estimulação das plaquetas por TRAP, obtidos por 

citometria de fluxo estão dispostos na Tabela 9, referente à Figura 12.  

 

Tabela 9 - Reatividade à selectina-P (CD62P) das plaquetas 
após estimulação por TRAP 

 
Pacientes 

 
Basal
(IFM)

TRAP 
(IFM)  

Controles
 

Basal 
(IFM) 

TRAP 
(IFM) 

01 A I 42,1 131,77  01 48,81 321,01 
02 J A N 26,71 67,07  02 23,82 85,4 
03 I D F 38,47 186,11  03 27,15 123,9 
04 G S M 26,76 79,64  04 29,26 112,12 
05 M G S 41,25 62,75  05 36,82 62,69 
06 H S Q 29,5 82,98  06 23,91 129,91 
07 C E C 35,68 73,35  07 31,72 115,37 
08 M A O 38,96 140,42  08 40,39 139,98 
09 C M V 29,04 101,61  09 23,42 96,41 
10 Q N S 29,07 83,89  10 28,41 72,4 
11 M P S 28,26 53,29  11 36,4 91,89 
12 G D N 25,75 77,64  12 46,04 107,85 
13 G C C 33,79 91,27  13 40,13 117,26 
14 A S C 41,17 120,73  14 32,29 135,29 
15 O G T 21,73 80,18  15 38,12 81,52 
16 C A P 42,64 134,13  16 30,13 115,3 
17 E A R 32 129,12  17 35,48 130,53 
18 L J S 36,96 115,58  18 30,92 109,38 
19 V S S 36,06 129,13  19 34,75 85,95 
20 M R S 31,33 88,52  20 25,62 40,86 
21 J A N 36,45 121,82  21 70,31 748,5 
22 H N Q 29,37 99,69  22 49,31 139,36 
23 E O S 26,82 67,03  23 30,08 69,23 
24 I C 30,02 71,46  24 74,86 118,34 
25 O L J 32,74 51,02  25 56,22 110,11 
26 M D S 92,89 104,65     
27 G B S 65,97 108,53     
28 A C C 62,19 89,06     
29 R T F 53,23 160,81     
30 M V P 49,15 110,55     

IFM = Intensidade de fluorescência média 
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Da perfeição da vida 
 
Por que prender a vida em conceitos e normas? 
 
O Belo e o Feio... O Bom, e o Mau, e Dor e Prazer... 
 
Tudo, afinal, são normas 
 
E não degraus do ser! 
 
   Mario Quintana 
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