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RESUMO

A principal e mais conhecida fungédo plaquetéria ainda esta
relacionada a parada de sangramento apés um dano vascular.
No entanto, plaquetas estdo envolvidas em diversos processos,
tais como iniciar e amplificar a inflamacao, interagir com células
da resposta imune, além de participar na progressdo tumoral,
angiogénese e metastase. Neste sentido, esta claro que plaquetas
apresentam fungdes no processo inflamatério e podem influenciar
respostas imune, além de desordens plaquetarias autoimune e
relacionadas a presencga de auto-anticorpos apoés transfusées, como
por exemplo, na lesdo pulmonar aguda associada a transfuséo.
Apo6s muita especulacéo, recentes observacdes tém estabelecido
novos paradigmas relacionando plaquetas a biologia molecular.
Plaguetas humanas contém fatores de spliceossomo, incluindo
pequenos RNAs nucleares, proteinas de splicing e pre-mRNA
enddgenos. Outro ponto importante € o controle do numero de
plaguetas circulantes, resultado do equilibrio entre a producgéo e
destruicdo dessas células. Assim, € proposto um processo de morte
programada da célula anucleada que determina seu tempo de
vida. Esse processo € alvo de especulagdes desde a década
de 60 e ainda permanece em discussdo. A nocdo geral de que
plaguetas funcionais s&o importantes para 0 sucesso de processos
hematogénicos corroboram com inovagbes experimentais e
também ligam a processos de interacao plaguetas-células tumorais
e seu microambiente que regula a progressdo maligna. Plaquetas
contribuem na sobrevivéncia e disseminacao de células tumorais.
Desta forma, discutimos aqui os mecanismos pelos quais as
plaguetas atuam na imunidade, na inflamag&o e no cancer, uma vez
que estas pequenas células sdo mais versateis do que se pensava.
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ABSTRACT

The principal and the most known function of platelets still
remains stopping hemorrhage following vascular injury. However,
platelets are involved in diverse processes such as triggering
inflammation, participating in the immune response, besides
tumor progression, angiogenesis, and metastasis. In this sense, it
is becoming increasingly clear that platelets display inflammatory
functions and can influence both innate and adaptive immune
responses, such as autoimmune and alloimmune platelet
disorders, and transfusion-related acute lung injury (TRALI).
Despite much speculation recent observations have established
new paradigms relevant to influence of platelets on molecular
biology. Primary human platelets contain essential spliceosome
factors including small nuclear RNAs, splicing proteins, and
endogenous pre-mRNAs. Other point is, like all lineages of blood
cells, the steady state number of mature platelets is the result of
a balance between their production and destruction. Thus, it is
proposed a programmed anuclear cell death delimits platelet life
span is subject of speculation since the 1960s and has remained
elusive. The general notion that functional platelets are important
for successful hematogenous tumor metastasis dates more than
4 decades and has been corroborated in numerous experimental
settings. The dynamic crosstalk between tumors and their
microenvironment is increasingly recognized as a key regulator of
malignant progression. These contributions of platelets to tumor
cell survival and spread suggest platelets as a new avenue for
research. Here, we discuss the mechanisms by which platelets
contribute to immunity, inflammation, and cancer, since these
small cells are more versatile than we once thought.
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INTRODUGAO

Células efetoras da hemostasia e altamente especializadas, de
origem mieloide, plaquetas circulam no sangue como citoplastos
anucleados em estado de repouso. Em resposta a sinais de ativa-
¢do, seu fendtipo quiescente muda para uma célula efetora e ver-
satil, desempenhando fung¢des como adesao, agregagao, formagao
do “tampao” hemostatico. Além disso, participam de processos
adicionais, desempenhando um papel chave em processos infla-
matorios, de reparo vascular, tecidual e participam da modulagao
do sistema imunoldgico, como reagdes autoimune e desordens
aloimunes (como, por exemplo, trombocitopenia imune, refrata-
riedade transfusional, trombocitopenia aloimune fetal e neonatal
e purpura pos-transfusional)'.?

Desde o inicio dos anos 2000 até hoje, novas observagdes e des-
cobertas estabeleceram recentes paradigmas na fungio e na bio-
logia molecular plaquetaria. Ha vérias descobertas pertinentes as
influéncias das plaquetas em processos considerados como nao
tradicionais: capacidade de sintetizar proteinas, mecanismos ines-
perados de splicing, processo de morte celular (anuclear) progra-
mada, envolvimento de plaquetas na sinalizagao de células-tronco,
reparo vascular, processos tradicionais de interagdes com células
endoteliais e com leucdcitos (envolvendo mecanismos de adesio,
agregacao, formag¢do do tampao hemostatico e retragdo do coagu-
lo em sitios de danos vasculares)'.

Denis et al.* evidenciaram um inesperado complexo funcio-
nal de spliceossomo em plaquetas, um complexo que processa
pre-mRNA no nucleo de outros tipos celulares. Os componentes
do spliceossomo estao presentes no citoplasma de megacaridci-
tos humanos e em pro-plaquetas (extensdes dos megacaridcitos).
As plaquetas primdrias humanas também contém fatores de
spliceossomo que incluem pequenos RNAs nucleares (herdados
do megacaridcito - célula de origem), proteinas de splicing e
pre-mRNAs enddgenos.

ONTOGENESE PLAQUETARIA

Ha duas teorias propostas para a origem ou formacédo de pla-
quetas a partir de megacaridcitos. A primeira teoria propoe que
a fragmentagdo do citoplasma de megacaridcitos, na medula
6ssea ou em leitos capilares pulmonares, gera plaquetas ma-
duras e circulantes. Porém, existe um potencial problema com

essa hipdtese, pois ha uma composi¢do intracelular uniforme

das plaquetas maduras formadas. Se esse processo ¢ aleatdrio,
‘como garantir que todo o conteudo herdado do megacaridcito
serd o mesmo para todas as plaquetas formadas?” A menos que
esse processo seja estereotipado, ndo ha garantia de que toda
a maquinaria plaquetaria serd distribuida igualmente em cada
plaqueta madura’.

A segunda teoria, ou modelo de formacéo de plaquetas, propde
que megacariocitos diferenciados na medula dssea e no pulmao
estendam-se multiplamente, com alongamento de suas extremi-
dades, formando as pro-plaquetas (PPs) ou plaquetas reticuladas.
Uma vez formadas as PPs, todo o contetido intracelular é trans-
ferido dos megacaridcitos a essas estruturas, que posteriormente
conduzem a migragdo para suas pontas via trilhas microtubula-
res, um regulado processo de translocagao do seu conteudo e de
mudanga conformacional. Desta maneira, podemos afirmar que
plaquetas sdo formadas a partir das pontas das PPs as quais sdo
mais densas e mais ativas no processo de formagdo do trombo
hemostatico do que plaquetas maduras, pois contém um reticulo
endoplasmatico grosseiro e uma carga maior de mRNAs. A deter-
minag¢do do numero de PPs é ttil para monitorar a trombopoiese
e o turnover de plaquetas maduras®. As plaquetas maduras forma-
das circulam no sangue por aproximadamente 7-10 dias, periodo
esse que pode ser menor, uma vez que essas células anucleadas
sejam ativadas e depositadas em sitios de dano vascular, inflama-
torio, sequestradas pela microvasculatura e/ou, programadas por
apoptose/morte programada anuclear’.

Os dois modelos de trombopoiese nao sao excludentes, porém
existem evidéncias de que hd um processo altamente regulado de
translocagdo dos constituintes intracelulares dos megacaridcitos
para a formagdo das pro-plaquetas para finalmente a formagéo
da plaqueta madura circulante. Estudos in vitro de diferenciagao
dos megacaridcitos a partir de células progenitoras hematopoié-
ticas humanas e de ratos, dao suporte a segunda teoria de forma-
¢do de plaquetas*®.c

Em 2007, utilizando a técnica de microscopia intravital Junt
et al.® observaram a formagdo de extensdes de PPs na medula e
em vasos sanguineos sinusoidais de camundongos transgénicos
que expressam trombopoetina ligada a GFP (do inglés, “green flo-
rescent protein”), onde aparentemente forgas de cisalhamento apa-
recem para libertd-las das células mae. Para corroborar com esses

dados, Geddis e Kaushansky® identificaram células circulantes com

a) Trombocitopenia imune': presenga de anticorpos autorreativos e de linfécitos T citotéxicos que levam & destrui¢do de plaquetas e a inibigdo da fragmentagao
periférica de megacaridcitos.

Refratariedade transfusional®: desenvolvimento de autoanticorpos pds transfusao.

Autoanticorpo': é um anticorpo produzido pelo sistema imune que atua contra uma ou mais proteinas do préprio individuo que o produziu. Os autoanticorpos tem as
mesmas propriedades bioquimica e fisico-quimica de outros anticorpos porém, reagem contra componentes do proprio organismo (proteinas celulares, DNA no nucleo).
Trombocitopenia aloimune fetal e neonatal’: desenvolvimento de aloanticorpos HPA-especificos e subsequente trombocitopenia fetal e neonatal.

Purpura pds-transfusional': Desenvolvimento de aloanticorpos induzidos por tranfusio e subsequente trombocitopenia.

b) Splicing*: ¢ uma modificagio do RNA apds a transcrigdo, no qual se pode remover introns e unir éxons, ou seja, é a retirada de introns de um mRNA precurssor
para se obter um mRNA maduro funcional.

Spliceossomo*: estrutura complexa com atividade catalitica responsavel pelo splicing. E composto de ribonucleoproteinas ligadas a moléculas de RNA do tipo snR-
NA (RNA pequeno nuclear do inglés “small nuclear RNA”).

¢) Ontogénese®: Em biologia celular descreve o desenvolvimento de varios tipos celulares num determinando organismo, ou curso de mudangas estruturais de uma
determinada unidade celular até a sua plena forma desenvolvida e funcional.
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morfologia de PPs no sangue de animais, sugerindo a possibilidade
da formagdo continua de plaquetas maduras em vasos periféricos.

Achados adicionais ddo suporte a essas observagdes, que datam
de 1925, indicando que a contagem de plaquetas é mais alta em
vasos pulmonares em comparagdo com aquela do sangue arterial
pulmonar, sugerindo que PPs circulantes sdo processadas em pla-
quetas maduras no pulmao!*!.

Como a trombopoiese é alterada em doengas inflamatdrias
pulmonares, e quais as suas consequéncias, ainda é um processo
desconhecido. Além disso, ha mecanismos adicionais de geragao
de plaquetas na circulagdo periférica, que podem ser influen-
ciados por danos inflamatorios'?. Ha evidéncias que o pulméao
é um reservatério de megacariocitos, além de ser um local de
processamento de PPs. Megacaridcitos sao descritos como cé-
lulas polipléides e que se acumulam em pulmées de humanos

e roedores!'>!4,

RECEPTORES E
COMPARTIMENTOS PLAQUETARIOS

Plaquetas estdo envolvidas em processos dindmicos como a he-
mostasia, inflamac¢io, imunidade e cincer, processos que necessi-
tam de uma série coordenada de eventos que envolvem receptores
de membrana, sinais bidirecionais intracelulares com liberacio de
proteinas e de fatores inflamatdrios™'>'.

Os receptores plaquetarios estdo na vanguarda das pesquisas
recentes, e grandes avangos foram feitos a fim de compreender
suas func¢des moleculares e o curso de suas vias de sinaliza¢io.

Estudos in vitro e in vivo, principalmente em modelos ani-
mais, sobre as fungdes dos receptores de superficie plaquetaria,
incluindo a inibi¢ao farmacoldgica por antagonistas especificos,
tém ajudado a revelar novos mecanismos de como a propensao
trombotica e hemorragica das plaquetas é controlada em proces-
sos fisiopatolégicos®.

Uma grande variedade de receptores transmembranares cobre
a membrana das plaquetas, incluindo muitas integrinas (o, .,
0B, o, o B, o f,), receptores ricos em leucina (LRR) (glico-
proteina [GP] Ib/IX/V, receptores Toll-like ), receptores acopla-
dos a proteina G com sete dominios transmembranicos (GPCR)
(PAR-1, PAR-3 e PAR-4 receptores ativados por proteases — prin-
cipalmente trombina, P2Y1 e P2Y12 receptores de ADP, recepto-
res prostandides — TPA, TPB - e receptores TXA2), proteinas per-
tencentes a superfamilia das imunoglobulinas (GP VI, FcgRIIA),
receptores do tipo lectina (P-selectina), receptores tirosina-qui-
nase (receptor de trombopoietina, Gas-6, efrinas e quinases Eph)
e uma variedade de outros tipos (CD63, CD36, receptor do tipo
TNE entre outros)'>-18.¢

Oliveira |, Girdo MJBC, Sampaio MU, Oliva MLV, Andrade SS

Muitos destes receptores sdo encontrados em outros tipos ce-
lulares, mas alguns sao apenas expressos em plaquetas, como a
P-selectina (C-type lectin receptors). Neste cendrio, estd bem es-
tabelecido que os principais receptores plaquetarios tém um papel
proeminente na fun¢do hemostatica, permitindo interagdes espe-
cificas e funcionais com proteinas adesivas vasculares e com seus
agonistas soluveis. Além disso, é cada vez mais reconhecido que
esses receptores estdo envolvidos em outros processos ndo menos
importantes como inflamagao, crescimento tumoral, metastase e
resposta imune"'>'61,

Internamente, as plaquetas contém um citoesqueleto, um siste-
ma tubular denso, poucas mitocondrias, granulos de glicogénio,
granulos de estocagem do tipo alfa e denso, peroxissomos, mR-
NAs, complexo de spliceossomo, proteassomo e ubiquitina, bem
como outras estruturas®®.

Os granulos o-mantém as proteinas relevantes para a fungdo
hemostatica, como o fator de von Willebrand (vWF), fibrinogé-
nio, P-selectina, PECAM-1, CD40 (CD154), fator 4 plaquetdrio,
[-tromboglobulina, trombospondina, fator de crescimento deri-
vado de plaquetas (PDGF), Fator V, bem como um estoque de
GP 1Ib/1M1a (odIbB3). Porém, quando o estimulo é muito intenso
e esse estoque proteico/proteinico é consumido, as plaquetas ini-
ciam um processo de sintese de proteinas através de seus mRNAs
herdados da célula de origem, os megacariocitos*'*.

Os granulos densos, por outro lado, sdo ricos em nucleotideos
(ADP e ATP), serotonina, histamina, pirofosfato e calcio. Apds
a ativagdo, o contetdo dos granulos ¢ liberado lentamente para
promover ainda mais a adesao e agregagdo plaquetaria'>".

Diante dessas estruturas internas plaquetdrias, a principal fun-
¢do das plaquetas é a de impedir a perda de sangue apds o trauma
do tecido e a exposicdo da matriz subendotelial®. No entanto, a
fronteira entre o fisiolégico (hemostasia) e o patolégico (trom-
bose) é muito estreita, ja foi reconhecido o papel das plaquetas
no desenvolvimento da aterotrombose, a principal causa de morte
no mundo, devido ao aumento na expectativa de vida, a proble-
mas relacionados a mudangas socioecondmicas e a urbaniza¢ao?'.
A contribui¢do das plaquetas para o crescimento do trombo é
espacial, ou seja, plenamente dependente da sua localizagdo no
interior da circulagao sanguinea'>**%. A participagdo das plaque-
tas na hemostasia e trombose tém sido amplamente investigadas
nas ultimas décadas. As pesquisas tradicionais nesta drea utilizam
técnicas comuns para o estudo de processos bioquimicos, da bio-
logia celular e molecular plaquetdria, e vém proporcionando uma
valiosa visdo sobre os elementos e os sinais que regulam a ativa-
¢do, adesdo e agregacdo plaquetdria. As técnicas de imagem com

matriz fluorescente e sondas quimioluminescentes permitem o

d) Vasos sanguineos' sinusoidais: pequenos vasos sanguineos similares a capilares, porém com pequenas aberturas de comunicagao com o endotélio.
Trombopoetina': citocina que influencia a diferenciagdo de megacaridcitos e como consequéncia atua no processo de trombopoiese na formagao de PPs.
Forgas de cisalhamento': resultado do fluxo sanguineo diferencial, ou seja a velocidade do fluxo de sangue é mais elevada no centro dos vasos e diminui no sentido

da parede do vaso.

e) Receptores Toll-like': Os receptores TL sao uma familia de receptores de reconhecimento, sdo expressos por fagdcitos, tais como neutréfilos, macréfagos e célu-
las dendriticas, e promovem a ativagido do sistema imune em resposta ao reconhecimento de sitios especificos - motivos conservados expressos pelos patégenos.
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estudo da hemostasia e a formagéao de trombos em células vivas, e
a ativacao dos eventos de sinalizagdo em células vivas. Estas novas
tecnologias vao colaborar para a compreensao do complexo papel
das plaquetas na formagédo de trombos fisiologicos e patoldgicos,

assim como no desenho de drogas antitromboéticas mais eficazes?.

PAPEIS TRADICIONAIS E
NAO TRADICIONAIS DAS PLAQUETAS

Plaquetas sao células efetoras da hemostasia. Uma fungao pri-
maria das plaquetas, bem conhecida dos clinicos e investigadores,
¢ limitar a hemorragia apds um trauma ou dano vascular, ou seja,
a formagao do tampao plaquetdrio. Para tanto, as plaquetas devem
ser recrutadas e ativadas. Esses processos sao iniciados com a ade-
sdo a matriz subendotelial exposta em sitios especificos do endo-
télio lesado via glicoproteina Ib/V/IX de superficie endotelial, que
reconhece o vVWF e outros ligantes*. Uma variedade de integrinas
da superficie plaquetaria, bem como receptores de colageno, ade-
re & matriz subendotelial. A ativagdo das plaquetas via receptores
acoplados a proteina G, pode ser iniciada por proteases ou gera
endogenamente o tromboxano A, Os receptores ativados por pro-
teases (PARs) sdo clivados por trombina, uma serinoprotease, e os
outros receptores, ndo ativados por proteases, reconhecem ADP
Outros agonistas rapidamente amplificam e iniciam a adesdo, me-
deiam a agregagdo e recrutamento de plaquetas adicionais ao sitio
da lesdo. A ativagao celular converte a integrina o, B, (glicopro-
teinalIb/IIIA - a principal integrina célula-especifica em megaca-
ridcitos e plaquetas) a um estado conformacional adequado para
aligagdo ao fibrinogénio, fibrina e outros ligantes, mediando uma
agregacao homotipica e eventos adicionais de adesao. O tempo
¢ fator limitante, neste cendrio onde, cada uma dessas respostas
ocorre dentro de segundos a minutos ap6s a ativagao®.

Em resposta ao enlace da integrina as moléculas de adesdo e
a ativagdo por agonistas descrita acima, inicia-se o processo de
splicing. O complexo de spliceossomo recrutado nas plaquetas re-
move precisamente os introns do pré-mRNA, e obtém um mRNA
maduro que é traduzido em proteina. Esse mecanismo de splicing,
totalmente dependente de ativagdo por agonistas, ¢ uma fung¢do
ndo tradicional das plaquetas e demonstra a especializagdo notd-
vel destas células anucleadas na regulagdo do seu préprio conte-
udo de mRNAs e posteriormente do seu conteudo de proteinas
(com complexo de proteassomos e poli-ubiquitina). Embora este
mecanismo seja Unico para as plaquetas, sugere também a diver-
sidade anteriormente ndo reconhecida sobre os papéis funcionais
do spliceossomo em células eucaridticas®.f

Interrupgdes genéticas e farmacoldgicas dos processos cita-
dos, causam sangramentos, fornecendo clara evidéncia do criti-
co papel das plaquetas na fisiologia da hemostasia. Cada passo

¢ um importante alvo para estratégias terapéuticas em doengas

trombdticas. Além disso, para a rapida formagao da barreira he-
mostatica e o fornecimento de componentes celulares ao molde
do codgulo, as plaquetas também medeiam a retragao do coagulo.
Este é um processo prolongado e amplamente explorado in vitro,
onde a estabilizagdo do coagulo da inicio a sua remodulagao®*.

Células hemostaticas endoteliais podem regular rapidas respos-
tas plaquetdrias. Pelo menos trés sistemas moleculares contribuem
para o arsenal antitrombético do endotélio: o sistema ciclooxi-
genase/prostaciclina, a sintese do 6xido nitrico (NO) a partir da
L-arginina e da arginase e o sistema da ecto-adenosina difosfato?'.
Devido as vias endoteliais que regulam a ativagdo e desativagao,
as plaquetas foram designadas como células anucleadas exclusi-
vas de depdsitos de estruturas subendoteliais e de sitios primarios
hemostéticos de formagdo do codgulo (na matriz subendotelial),
e consequentemente sao repelidas a partir da superficie endotelial
intacta. A matriz subendotelial exposta é claramente um sitio pre-
ferencial de deposi¢ao de plaquetas no fluxo sanguineo. Porém, ha
relatos, principalmente em modelos de roedores, de que plaque-
tas podem aderir a células endoteliais danificadas ou inflamadas.
Isso pode acontecer na circula¢do pulmonar ou em tumores™'¢*,
As plaquetas ativadas que se acumulam em sitios de dano vascular
ou na ruptura dos vasos podem transmitir sinais inflamatérios a
células endoteliais, um potencial mecanismo de amplificagdao na
hemostasia, trombose e inflamac¢ao®.

As plaquetas tém relevante atividade na hemostasia, além das
tradicionais e bem conhecidas respostas de adesao, agregacdo e
formacdo do tampao hemostdtico. Plaquetas ativadas fornecem
uma superficie negativa com a exposi¢ao do fosfolipideo de mem-
brana, fosfatidilserina. Essa exposi¢ao regula o processo da coa-
gulacdo, por controlar a formagao de trombina, fornecer sitios de
ligagdo para os fatores Xa e Va, alterar alostéricamente suas ativi-
dades proteolitica e de cofator e finalmente atuar na catélise da via
extrinseca da cascata da coagulagdo pelo complexo fator tissular/
fator VIIa. Esse é um passo critico na propagagao e estabilizagao
do coagulo. Ha tempos, o sistema da coagulag¢do é discutido como
o sistema fisiologico da coagulagio, onde as intervengdes do sis-
tema da coagulagdo levam a combinacdo das anteriormente sepa-
radas vias intrinsecas, extrinsecas e via comum. Hoje se sabe que
hd uma amplificagdo de sinal e que ha a ativa¢do concomitante
das vias, uma retroalimentagdo da catélise da cascata onde o fa-
tor limitante ¢ a velocidade de ativagao dos fatores da coagulagao.
As interpretagdes tedrico/didaticas da coagulagdo levam a um
sistema interligando as duas vias com o sistema de contato (su-
perficies com cargas negativas) que sdo importantes para conter o
sangramento ou mesmo para o reparo vascular?.

E vasta a literatura que indica a capacidade crescente pré-infla-
matoria das plaquetas. Neste cendrio, surgem as microparticulas

de plaquetas, que sdo vesiculas intactas, de 0,2 a 1 pm de didmetro,

f) Proteassomo*: é um complexo de proteinas capaz de degradar praticamente qualquer proteina em oligopeptideos de sete a nove aminodcidos com consumo de ATP.
Ubiquitina®:¢ uma proteina encontrada nas células eucariotas constituidas por 76 aminoécidos que desempenha uma fungio importante na regulagio de proteinas. Ela
marca proteinas indesejadas (proteinas mal enoveladas) para que sejam degradadas pelo complexo de proteinas, os proteassomos.
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que se formam por brotamento da membrana da plaqueta ativa-
da® que carregam o fator tissular (ou tecidual) liberado na propa-
gacdo do coagulo. As plaquetas ativadas e as microparticulas de
plaquetas sdo fontes de fator tecidual e tem sido alvo de discussoes
e controvérsias®®. Dentre as discussoes estao as microparticulas,
ricas em fator tecidual derivadas de mondcitos estimulados, que
podem se ligar a plaquetas ativadas via PSGL-1 (P-selectin glyco-
protein ligand-1)~.

Neste contexto inflamatdrio podemos ainda citar a participa-
¢do da plaqueta na interagdo com o endotélio e com leucécitos,
onde ocorre a expressido de moléculas de adesdo celular (CAM),
como a E-selectina, na superficie da parede dos vasos sangui-
neos e em leucocitos presentes no fluxo sanguineo. O primeiro
passo do processo de interacdo ¢ realizado pela PSGL-1 versus
P-selectina e/ou E-selectina. Essa intera¢do resulta no rolamento
de leucdcitos pela superficie da célula endotelial por uma adesao
estavel e transmigragdo das células brancas até o interior do tecido
inflamado. Apos a exposigdo da P-selectina na plaqueta ao ligante
PSGL-1 na superficie de leucdcitos, inicia-se a sinalizagéo interce-
lular justacrina e a expressdo génica de mediadores inflamatdrios
liberados por leucdcitos (células alvo)*.

Em 2006 e 2007, corroborando com essas hipéteses, e de modo
inovador, pesquisadores indicaram que plaquetas humanas ativa-
das sintetizam o fator tecidual e podem também ser fonte primaria
desta proteina pré-coagulante na hemostasia e na trombose®'.
A sintese do fator tecidual se d4 exclusivamente por plaquetas ati-
vadas e ¢ regulada por um processo de splicing e de translocagdo
de pré mRNAs. Essas observagoes tém sido um marco para al-
terar paradigmas neste campo do conhecimento. Ha evidencias
de que o fator tecidual pode contribuir para a iniciagdo e a am-
plificagdo do mecanismo da coagulagdo e, consequentemente, ser
sintetizado e exposto por plaquetas ativadas em sitios de hemosta-
sia primdria. Em paralelo, resultados demonstram que plaquetas
ativadas fornecem sinais que induzem a sintese de fator tecidual
também por mondcitos, os quais também se acumulam em cod-
gulos e em sitios de danos vascular®. Desta forma, as plaquetas
ativadas possuem novas atividades identificadas, as quais podem
influenciar na formagao do codgulo via mecanismos que com-
plementam sua rapida deposi¢ao ao tampdo hemostatico. Essas
atividades ou outras fun¢des inflamatérias das plaquetas, podem
fornecer novos alvos moleculares no tratamento de trombose ve-
nosa e tromboembolismo ou mesmo no dano agudo pulmonar'?.

A ideia de que plaquetas sdo conhecidas por suas imediatas
atividades hemostdticas, ¢ também uma visdo restrita de suas
fungoes fisio-patologicas. Como salientado, elas possuem ativi-
dades ndo tradicionais que sdo secunddrias ao coagulo e a ma-

nutengdo da integridade tecidual, mas, ndo menos importantes.

Oliveira |, Girdo MJBC, Sampaio MU, Oliva MLV, Andrade SS

Sendo notavelmente efetoras nos processos inflamatério e imune
e respondendo a estimulos externos derivados de outras células,
as plaquetas estdo envolvidas na inflamacao e a hemostasia. Tais
propriedades podem ser expressao de uma capacidade evolutiva
conservada que foi mantida quando a defesa do hospedeiro era
restrita a uma, ou a um numero pequeno de atividades, antimi-
crobianas ou de reparo’.

As fungdes nao tradicionais das plaquetas nao param de surgir.
Assim, nos anos 2004 e 2005, Shiraki®*, Cognasse® et al. desco-
briram receptores funcionais Toll-like em ratos e humanos, re-
ceptores esses que reconhecem lipopolissacarideos bacterianos e
outros produtos microbianos. A expressao de receptores Toll-like
representa uma nova faceta no repertorio de interagio da pla-
queta em resposta a presenga de microorganismos e seus sinais
moleculares, contribuindo assim para a efetiva fungao antimicro-
biana'. Além disso, os receptores Toll-like modulam a sinalizagdo
inflamatoria e respostas tromboticas na sepse e em outras con-
digdes patoldgicas, como o cancer™*. Outros sistemas de trans-
dugdo de sinais em plaquetas sdo os ativados por trombina e/ou
PAF (platelet activating factor), que também ligam hemostasia e
inflamagdo sob condigdes fisio-patoldgicas'.

Além da sinalizagdo dos receptores Toll-like, as plaquetas tém
outras habilidades no processo inflamatério. Elas podem liberar
uma variedade de citocinas e quimiocinas, fornecendo mecanis-
mos rapidos na resposta inflamatdéria aguda. E ainda, as plaquetas
rapidamente sintetizam o eicosano6ide tromboxano A,, que modu-
la a resposta imune e a hemostasia®.

Inesperadamente, as plaquetas também sintetizam uma cito-
cina inflamatoria reguladora pleiotrépica com multiplas a¢oes de
reparo, a interleucina 1§ (IL-1f). A IL-1f sintetizada por plaque-
tas ativadas pode induzir respostas inflamatorias em células endo-
teliais humanas. Sua sintese em plaquetas se da pelo processo de
splicing e translocagao do pre-mRNA via sinal dependente, como
a ativagdo por trombina'.

Ainda relacionada a resposta imune, as plaquetas também tem
a capacidade de alterar direta ou indiretamente a ontogénese,
fungio de macroéfagos e células dendriticas*”. Em resumo, as pla-
quetas podem influenciar no espectro inflamatdrio e nas respostas
imune inata e adquirida, através de seus sistemas moleculares e
sinalizagdo justdcrina*?

Na resposta imune adaptativa ou em sitios inflamatorios, ha a
ativagdo de plaquetas quiescentes na circulacdo sanguinea, com
consequente agregac¢ao plaquetdria, exposi¢do na superficie pla-
quetdria de P-selectina, secrecdo de quimiocinas, citocinas, fato-
res de crescimento e ainda ha a sintese de mediadores lipidicos
como tromboxano A, e PAE. E em resposta a esses mediadores

lipidicos as plaquetas sintetizam rapidamente IL-1f por via pds

g) Agdo pleiotropica': agdo multipla.

h) Sinalizagdo Justacrina:® sinalizagao que requer contato fisico entre as células envolvidas.
PSGL-129: uma glicoproteina encontrada em células brancas do sangue e em células endoteliais que se ligam a P-selectina, uma molécula de adesdo celular. O
PSGL-1 pode se ligar aos trés membros da familia selectinas, a selectina endotelial (E-selectina), a selectina de leucdcitos (L-selectina) e a selectina de plaquetas

(P-selectina) porém, liga-se com mais afinidade a P-selectina.

ABCS Health Sci. 2013; 38(3):153-161

157



158

Plaquetas, uma Visao Global: antigos e novos processos plaquetarios

transcrigdo, e essa citocina pode permanecer associada a célula ou
pode ser liberada em solugdo ou em associagdo a microvesiculas"*.

Em sistemas in vitro, quando sintetizada por plaquetas ativadas
a IL-1P é direcionada e depositada aos codgulos de fibrina. Se isso
ocorre in vivo, coagulos e trombos podem agir como reservatdrios
locais de citocinas, e a IL-1f pode sinalizar para células endoteliais
humanas a sintese de moléculas de adesao, as quais modulam a ati-
vagdo e o acumulo de PMN (células polimorfonucleadas). As pla-
quetas podem também induzir respostas inflamatdrias por expor o
ligante CD40 (CD40L) a uma proteina do tipo fator de crescimen-
to do tipo TNF-a. (fator de necrose tumoral), que é reconhecida

pelo receptor CD40 na superficie de células endoteliais"*.

PLAQUETAS ATIVADAS
SINTETIZAM MEDIADORES

A ideia de que plaquetas sdo apenas estocadoras de proteinas e
de mediadores bioativos ja estd no passado. Como ja menciona-
do, as plaquetas contém uma carga de mRNA herdada dos me-
gacariocitos e sdo capazes de sintetizar suas proprias proteinas e
outras moléculas’.

Plaquetas sintetizam tromboxano A, de forma répida e efi-
caz a partir da via do 4cido araquidonico, através da cicloo-
xigenase e também da via da lipoxigenase para metabolizar o
aracdonato a 12-hidroxi-eicosanoide. O tromboxano A, tem
atividade pro-trombotica e pré-inflamatéria, e a lipoxigenase
plaquetdria pode mediar a producio de lipoxinas em interagdes
plaqueta-neutrofilo®.

As plaquetas ainda sintetizam PAF, e além de lipideos, pla-
quetas ativadas produzem anion superdxido e outras espécies
reativas de oxigénio (ROS - reactive oxigen species) via NADPH
oxidase. A geragdo do 4nion superdxido, por plaquetas ativadas,
leva ao acimulo de plaquetas no trombo em crescimento e pode
prejudicar as atividades inibitérias do NO localmente liberado
pelas células endoteliais. A capacidade de sintetizar tromboxano
A, ROS e lipoxinas fornecem mecanismos pelos quais as plaque-
tas ativadas podem modificar os eventos vasoativos, inflamato-
rios e hemostaticos®.

Enquanto a sintese de lipideos biologicamente ativos e a gera-
¢do de ROS estio estabelecidas como fungdes de plaquetas ativa-
das, recentemente se descobriu que plaquetas maduras e circu-
lantes sintetizam proteinas em resposta a ativagdo por trombina e
outros sinais fisioldgicos de ativagao®.

Em resumo, esta nova fungdo plaquetdria de sintetizar protei-
nas ocorre por um repertorio pos-transcrigdo herdado dos mega-
caridcitos, consistente com o fato de que as plaquetas sdo células
anucleadas e nio transcrevem mRNAs (com exce¢do da transcri-
¢d0 mitocondrial)®.

O diferencial atribuido a sintese de proteinas especificas por
plaquetas é que o processo ocorre em plaquetas ativadas e nao
em plaquetas em repouso, ou seja, a tradu¢do em plaquetas é
sinal dependente**.
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O primeiro exemplo de que esse processo ocorre em plaquetas
foi a sintese de BCI-3 (B cell lymphoma-3) por plaquetas humanas
ativadas, tal processo atua sobre o controle especializado de tra-
dugdo por uma quinase de mamifero mTOR (mammalian target
of Rapamycin). A sintese da BCI-3 em plaquetas humanas ativadas
auxilia na regulacao da retragao do codgulo. Além disso, é possivel
que a tradugdo e a sintese sinal dependente da BCI-3, por plaque-
tas, podem modificar o deposito de fibrina e o trombo intravascu-
lar, principalmente em danos pulmonares. Um importante ponto
da sintese da BCI-3 e de outras proteinas chaves é o fato de ser
iniciado rapidamente por plaquetas ativadas®.

A sintese acelerada de produtos proteicos é uma vantagem
bioldgica de controle da tradug¢do dos mRNA anteriormente
transcritos em megacaridcitos. Isso é claramente vantajoso as
plaquetas, uma vez que estas células sdo de resposta rapida em
ferimentos e na hemostasia. Além disso, a tradugéo (sinal depen-
dente) de novas proteinas por plaquetas continua por varias ho-
ras, indicando que a resposta dessas células anucleadas nao esta
limitada & adesdo, a agregacdo e a degranulagio dos primeiros
minutos da hemostasia'?.

Com o advento da anélise protedmica em plaquetas, algumas
de suas fungdes no sistema imune, antes desconhecidas, estao
cada vez mais em evidéncia. Por exemplo, a anilise protedmica
tem demonstrado que plaquetas tem habilidade de secretar mais
de 300 diferentes proteinas apds a sua ativagdo por trombina, al-
gumas das quais estdo a interleucina-1 (IL-1), receptores Toll-like
e CD40L, proteinas envolvidas em outros processos além da coa-
gulacdo sanguinea'?*. Portanto, a compreensao de toda a gama de
fungdes plaquetarias estd se tornando mais complexa e necessaria.

Mediadores bioativos pardcrinos e a expressdo de moléculas
de adesdo por plaquetas ativadas facilitam tanto interagdes ho-
motipicas (plaqueta-plaqueta) como interagdes heterotipicas
(plaquetas-populagoes celulares do sistema imune) e iniciam
assim respostas funcionais espacialmente localizadas, na for-
ma justdcrina. Por exemplo, plaquetas ativadas medeiam a ade-
sao de neutrofilos ao endotélio e também regulam suas fungdes
pro-inflamatorias. Outro exemplo é a interagdo de plaquetas
ativadas com células dentriticas estimulando a liberacdo de cito-
cinas inflamatérias em sitios de lesao tecidual. Com base nessas
novas facetas das fungdes das plaquetas bem como seus papéis
tradicionais na hemostasia, estas células anucleadas sao cruciais
mediadores na comunicagio celular em processos inflamatorios.
Além disso, embora as plaquetas expressem poucas moléculas
integrais de membrana do tipo MHC (major histocompatibility
complex), elas podem adsorver (reter a superficie) moléculas so-
laveis do tipo MHC de classe I derivados do plasma, implicando
por exemplo em reagdes pos transfusionais’.

Healy et al.*” analisaram pacientes com infarto do miocéardio
e verificaram diferengas no perfil de mRNA plaquetdrio quando
comparado a pacientes com doenga coronariana estavel. Uma

analise similar pode ser util em amostras de individuos com dano



agudo pulmonar e pode relacionar predisposi¢des como sepse, na

qual a ativacdo plaquetdria é frequente e pode ser ubiqua.’
Doengas inflamatdrias e algumas desordens pulmonares causam

acimulo de plaquetas no pulmao, e remotas lesdes teciduais e condi-

gOes sistémicas como a sepse podem ativar plaquetas na circulagao®*.

LESAO PULMONAR AGUDA
ASSOCIADA A TRANSFUSAO

Transfusion-Related Acute Lung Injury (TRALI) ¢é definida como
uma sindrome de edema pulmonar ndo cardiogénica e relatada
temporariamente, apos transfusdo de produtos do sangue, e que
usualmente ocorre entre 30 minutos e 6 horas apds a transfusao de
hemocomponentes que contém plasma, incluindo transfusdes
de plaqueta sdo relacionadas @ TRALIL Estudos clinicos e experi-
mentais indicam que a TRALI ¢ causada pela infusao de anticor-
pos anti-neutréfilos e de lipideos biologicamente ativos, em plasma
para transfusdo ou em concentrado de plaquetas, atuando junta-
mente com os primeiros PMNs aderidos"*.

O significado da TRALI na medicina transfusional ressurgiu
recentemente, por ter sido classificada como uma das principais
causas de mortes relacionadas a transfusao™*.

Estudos sobre o papel das plaquetas na TRALI mostram a li-
gacdo com os receptores Toll-like que podem levar a liberagao de
CD40 soluvel. Khan et al. (apud Semple, Italiano e Freedman')
sugerem que, em concentrados de plaquetas estocados em bancos
de sangue, o CD40 soluvel pode promover ativagao de neutrofilos
pulmonares através da interagdo com o receptor CD40, contri-
buindo assim para a TRALI Além disso, Looney et al., concluiram
através de experimentos in vivo utilizando ratos, que concentra-
dos de plaquetas sao fontes de lipideos que podem atuar no dano
agudo pulmonar, porém, ndo esta claro como plaquetas transfun-
didas sao ativadas na circulagdo. Cogita-se que, ocorra autoati-
vagao ou ativagdo por produtos endégenos plaquetdrios, como a
esfingosina 1-fosfato (S1P), um lisofosfolipideo liberado pela pla-
queta ativada, e citocinas inflamatérias como TGEF-B, IL-1B e IL-8,
que podem ampliar a ativagao de concentrados de plaquetas esto-
cados em servi¢os de hemoterapia. Uma vez ativadas, as plaquetas
participam diretamente no dano pulmonar, e se houver a ativagao
de PMNss por anticorpos anti-neutréfilos e/ou por mediadores li-
pidicos derivados de plaquetas, essas células contribuem para o
dano na membrana do capilar alveolar*.

Com base nos dados atuais ha a necessidade de investigacio
sobre a participagdo de plaquetas nesta sindrome, estudos estes
que serdo fundamentais para garantir a eficicia e seguranca das
transfusdes de sangue.
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PLAQUETAS E O CANCER

A hipétese de que as células tumorais podem manipular a habi-
lidade das plaquetas a regularem a angiogénese por causarem um
“hijacking” - “sequestro” plaquetdrio a sitios secundarios tumorais
¢é amplamente discutida®. Além da sua participagdo na angiogé-
nese ha evidéncias que plaquetas ddo suporte a metdstase tumo-
ral. A ativagdo plaquetdria e a ativagdo do sistema de coagulagdo
tém papéis cruciais na progressao do cancer. No sistema circula-
torio, as plaquetas atuam como “guardids” das células tumorais
evitando sua identificacio e eliminagdo pelo sistema imune. Neste
sentido, as plaquetas promovem o transporte, parada e aderéncia
das células tumorais ao endotélio, dando suporte ao estabeleci-
mento de sitios tumorais secundarios®.

Pacientes com céncer apresentam frequentemente sinais de
trombose, e esses sinais se tornam mais severos de acordo com
a progressao da doenga e estagios de metastase. Diversas for-
mas de tromboses incluem coagulagdo intravascular dissemina-
da, tromboflebite migratoria e embolismo pulmonar indicando
ativa¢do plaquetdria aberrante. Desta maneira, se esses eventos
tromboticos ndo sdo detectados, podem-se identificar anoma-
lias nos parametros da coagulagdo que estio aumentados em
pacientes com cancer, bem como estd aumentada a renovagao
de plaquetas's.

A metastase a 6rgaos distantes do sitio primdrio do tumor de-
pende de interacdes entre as células tumorais e 0 microambiente
do hospedeiro, como a circulagéo, vasos linféticos e tecidos alvo.
Para que as células tumorais alcancem outros sitios ha o envolvi-
mento de células do sangue, componentes do sistema da coagu-
lagdo, células estromais e a matriz extracelular. Dentre as células
do sangue que contribuem para a metastase estdo as células en-
doteliais, plaquetas, linfocitos, macrofagos, mastdcitos e células
progenitoras derivadas da medula dssea'®)

No processo de angiogénese e remodelagao vascular também
hé a participagdo de plaquetas, como ja mencionado. A forma-
¢do de vasos dentro de tumores ¢ um mecanismo necessario para
a progressdo tumoral a fim de prevenir a hipoxia induzida pelo
crescimento, estagnagdo e necrose tumoral. Além disso, a vas-
cularizagdo dentro de um tumor é um portal em que as células
tumorais podem entrar na circulagdo para se disseminar. Neste
cenario, as plaquetas podem estabilizar o crescimento de vasos
durante o desenvolvimento do tumor e assim contribuir para a
sua progressao. Para que ocorra a expansiao de tumores e metasta-
ses, ocorre o recrutamento de novos vasos para garantir nutrien-

tes e oxigénio para o futuro crescimento da lesiao. Contribuindo

i) Ubiqua: que pode estar em toda parte = onipresente, geral, sistémico.

j) Coagulagio intravascular’® disseminada: Ativagao patologica da coagulagdo (formagio de codgulos) mecanismos que conduz a formagao de pequenos coagulos

nos vasos sanguineos.

Tromboflebite'* migratdria: Malignidade associada ao estado de hipercoagulabilidade, levando a formagao de espontineos codgulos ricos em plaquetas em veias ou

em qualquer lugar do corpo, sio formados e destruidos dinamicamente.

Embolismo pulmonar?®: Obstrugao da artéria principal do pulméao ou de um de seus ramos por um coagulo sanguineo rico em plaquetas que se originou na circu-

lagdo venosa e pode ser deslocado a partir de onde inicialmente foi formado.
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para esse processo estdo as plaquetas ativadas que liberam fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), promovendo assim
a angiogénese®.

Muitas das fungdes ndo hemostaticas das plaquetas podem
resultar a partir da sua capacidade de estocar numerosos fatores
bioativos em seus granulos intracelulares. Essas moléculas podem
ser liberadas para a circulagdo sanguinea, ou podem ser translo-
cadas para a superficie da plaqueta durante a ativacio plaquetaria
para a regulagdo do processo de angiogénese. Esses fatores podem
ser anti-angiogénicos como a angiopoetina 1 (ANGPT1, também
conhecida como ANG1), e 0 ja mencionado fosfolipideo esfingo-
sina 1-fosfato (S1P), serotonina, trombospondina 1 (THBS1); ou
pro-angiogénicos como VEGE, o fator de crescimento epidermal
(EGF), o fator de crescimento basico de fibroblasto (FGF2), ou
como citocinas IL-1p e IL-8 e proteases (como as metallo-protea-
ses de matriz MMP-2 e MMP-9),

A ativagdo de plaquetas pode ocorrer localmente dentro do am-
biente vascular tumoral, ou de forma sistémica, como é observado
em pacientes com cancer de préstata, mama, pulmao, colon e tu-
mores gastricos. A vascularizagao do tumor com vazamento pode
expor proteinas de matriz como o coldgeno, um potente ativador
plaquetario®.

As plaquetas também tém sido citadas por atuarem localmente
em vasos sanguineos através da liberagdo de seus fatores bioati-
vos. O interessante nesse processo é que os fatores a serem libera-
dos e a intensidade com que isso acontece depende do estimulo
dado pelo ambiente a plaqueta. Como por exemplo, granulos pla-
quetarios carregados com VEGF sdo seletivamente liberados apos
aativagdo de receptores ativados por proteases (PAR-1) e granulos
contendo endostatina (fator anti-angiogénico) sao liberados apos
a ativacao de PAR-4. Esses achados ndo s6 explicam uma fungao
importante das plaquetas na hemostasia, mas também sugerem
que as células tumorais podem usar as plaquetas como balang¢o no
ambiente angiogénico®.

Estudos futuros podem mostrar que a multiplicidade de fato-
res de crescimento e citocinas liberadas dos granulos de plaque-
tas afetam diretamente a sobrevivéncia e proliferacdo das células

tumorais, bem como o recrutamento de células inflamatdrias ao

microambiente de sitios secundarios tumorais. Assim, a investi-
gagdo da participagdo das plaquetas, os seus receptores de super-
ficie, e seus mediadores liberados e a influéncia critica sobre as
vias de coagulagao, como o aumento na atividade do fator X e
trombina, vao auxiliar a demonstrar os mecanismos de metastase
tumoral, bem como o desenvolvimento e a estabilidade vascular
que ddo suporte ao crescimento tumoral?>3¢%,

As mudancas necesséarias para o processo de disseminagao de
células tumorais durante a metdstase fornecem questoes desafia-
doras para resolver e compreender a complexidade do envolvi-
mento das plaquetas em diferentes estigios da progressao do cancer.
Diante disso, os pesquisadores Gay e Felding-Habermann'®
sugerem algumas questdes, como por exemplo, “quais estagios
da progressao tumoral sdo afetados pelas fungdes hemostdticas
das plaquetas? Quando as fungdes adesivas das plaquetas dao
suporte ou influenciam a progressao tumoral? Quando ocorre e
como ¢ o envolvimento das plaquetas no processo inflamatério?”
Novos conceitos incluem a identificagdo e o dominio da biologia
dos nichos tumorais, e como as plaquetas podem contribuir para
o seu desenvolvimento em 6rgdos distantes. Talvez essas ques-
toes possam estar relacionadas as fun¢des plaquetdrias durante
o processo de recrutamento das células progenitoras, derivadas
da medula 6ssea. Além é claro, sobre as incontaveis fungoes des-
sas células anucleadas, nos processos tumorais de angiogénese e

metdstase!®,

CONCLUSOES E OBSERVACOES

Ha cinquenta anos, as plaquetas eram consideradas como o
“p6 de células vermelhas” e passaram de fragmentos celulares a
células anucleadas, e sdo vistas como participantes integrais dos
processos tradicionais da hemostasia e ndo tradicionais como os
processos inflamatérios, imunes e no desenvolvimento e progres-
sdo tumoral.

Diante dessa revisao, podemos sugerir que a investigagdo da
fungéo plaquetdria prevé uma melhor compreensao dos mecanis-
mos moleculares que associam as plaquetas aos processos dina-
micos do organismo, e como consequéncia, podem-se identificar

novas e promissoras abordagens clinicas.
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