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RESUMO

RESUMO OLIVEIRA, FA. Validagao de Anticorpo Monoclonal para deteccdo de Vesiculas
Extrecelulares de Plaquetas Humanas. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2021.

A terapia transfusional, com o uso de sangue e componentes como o Concentrado de
Plaquetas, € uma tecnologia de grande relevancia na atualidade, no entanto pode acarretar
complicagcbes ao receptor. Estes hemocomponentes precisam de rigoroso controle de
qualidade, no entanto requerem tem alto valor agregado de aplicacdo. Obijetivo:
Estabelecer novo método de controle de qualidade de plaquetas com finalidade
transfusional compreendendo: 1) Caracterizagdo e validagdo de anticorpos monoclonais
dirigidos contra antigenos plaquetarios humanos. 2) Estabelecer padrbes de conformidade e
nao conformidade para a liberagao de CP utilizando a tecnologia de monitoramento de VEs
por Citometria de Fluxo e 3) Propor depésito de patente para o anticorpo monoclonal
caracterizado. Resultados: Foram obtidos dos anticorpos monoclonais murinos (AcMm),
apos a fusao cellular, 3.125 hibridos, apds a clonagem celular pela técnica de diluicao
limitante foram selecionados 2 clones. Um destes clones, o PAT1-10 A1 foi o selecionado
para os testes de caracterizacaoe e eletroforese em gel de poliacrilamida e Western Blotting
foram realizados. Para a corrida eletroforética foram usadas as proteinas extraidas da
membrana plaquetaria de 5 diferentes doadores. Da eletroforese 1D, em Gel de
Poliacrilamida a 6% coradas com Azul de Coomassie, foi possivel identificar o
reconhecimento de proteina de alto peso molecular e subsequente as analises de
protedmica, seguidas por citometria de fluxo com anticorpos monoclonais de especificidade
anti-plaquetaria, marcados com fluorocromo: anti-CD41-PE; ANTI-CD61-FITC e anti-CD62P
— APC. Conclusao: Estabeleceu-se novo método de controle de qualidade de plaquetas
com finalidade transfusional, baseado em citometria de fluxo com anticorpo monoclonal com
a especificidade anti-fibrinogénio produzido home made e um imunossensor devera ser
construido e testado. Foi caracterizado o anticorpo monoclonal PAT1-10 A5, com

especificidade anti fibrinogénio humano, molécula total.

Palavras chave: Plaquetas, Vesiculas Extra-celulares, Anticorpo Monoclonal



ABSTRACT

OLIVEIRA, FA. Validation of Monoclonal Antibody for detection of Extrecellular
Vesicles of Human Platelets. Dissertation (Master) — Botucatu Medical School,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2021.

Blood transfusion therapy, which uses blood and components, is a great relevant technology
nowadays and helps to improve and save the life of the patient. However, like other therapic
interventions, this therapy may lead to acute or late complications for the blood receptor.
Among medical recommendations for blood transfusion, the Platelet Concentration (PC)
underlines, it can be obtained through the separation by centrifugation from a whole blood
unit (WBU) or by apheresis. These blood components have different volume and amount of
platelets depending on the form of their preparation. Regarding to storage, blood
components must be stored in an environment of a temperature between 20 to 24°C, under
constant agitation, and valid for up to 5 days. The transfusion of PC may be required when
thrombocytopenia occurs, whether due to marrow failure and high platelet use or due to
platelet consumption or peripheral destruction. It is necessary to have a strict quality control
(QC) with a high value when it comes to blood components. This study validated the
antibody produced from the blood components in order to contribute not only with with
cutting-edge technology and low cost but also with the QC of them, consequently, increase
the safety of blood transfusions. Objetive: This study established a new method of QC for
platelets under transfusion purposes: 1) Characterization and validation of monoclonal
antibodies against human platelet antigens. 2) Compliance and non-compliance standards
for CP release using the EVs monitoring tehcnology by Flow Cytometry. 3) Patent purpose
for the characterized monoclonal antibody. Results: After cell fusion and cell cloning by
limiting dilution technique, 3.125 hydrids were obtained from murine monoclonal antibodies
(mAbs) and 2 clones were chosen, respectively. PAT1-10 A1 was selected for the
characterization tests, polyacrylamide gel electrophoresis and Western Blotting were also
performed. Proteins from platelet membrane of 5 different donors were extracted for the
electrophoresis performance. Through 1D eletrophoresis method, 6% polyacrylamide gel
stained with Coomassie Blue, was possible to identify the recognition of high molecular
weight proteins and subsequently proteomics analysis, followed by Flow Cytometry with
labeled anti-platelet specific monoclonal antibodies with fluorochrome: anti-CD41PE, anti-
CD61-FITC, and anti-CD62P-APC. Conclusion: Our results indicate that a new method of
QC of platelets for transfusion purposes was established, based on Flow Cytometry with
monoclonal antibody with in house specificity of anti-fibrinogen, however, an immunosensor
should be constructed and tested. Furthermore, the monoclonal antibody PATI-10 A5 was
characterized with specificity agains human fibrinogen, total molecule.

Keywords: Platelets, Extra-cellular Vesicles, Monoclonal Antibody
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1. INTRODUGAO

As plaguetas sanguineas sao elementos figurados do sangue sendo
considerados  fragmentos  citoplasmaticos anucleados produzidos pelos
megacariécitos. Estes denominados elementos figurados do sangue, verdadeiras
vesiculas extracelulares dos megacariocitos tem um papel fundamental na
homeostasia por serem integrantes fundamentais dos processos de

coagulagao/hemostasia.

Foi Max Schultze que publicou a primeira descricdo precisa e convincente das
plaquetas como parte de um estudo dedicado principalmente aos globulos brancos
em 1865 (1). Em 1881, Giulio Bizzozero demonstrou o valor dessa descoberta
observando microscopicamente que as plaquetas estavam no sangue circulante de
animais vivos e no sangue coagulado removido dos vasos sanguineos. Ja nesta
época ele mostrou que as plaquetas eram o primeiro componente do sangue a
aderir as paredes dos vasos sanguineos danificados in vivo e, in vitro, e que também
aderiam aos fios de sutura que posteriormente ficavam cobertos com fibrina (2).
Portanto. Até os dias atuais, Bizzozero é reconhecido como sendo o primeiro autor a

descrever o papel das plaquetas na trombose (3).

Figura 1 — Desenho original de Bizzozero provando a presenga das plaquetas no trombo

Fonte: Extraido de Bizzozero, 1881.(2)

Apesar da precisdao da descrigdo, durante muito tempo poucas pesquisas
destacando seu aspecto multifuncional aconteceram, e as plaquetas ficaram

praticamente no “limbo cientifico”, sem valorizagdo, sendo “redescobertas” em 1960

(4).
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A compreensao dos caminhos historicos que conduziram ao estado atual de
conhecimento no campo dos estudos das plaquetas pode ser esclarecedora e
inspiradora. Embora muito dinamicas essas células que contém um denso
citoesqueleto permanecem no estado de repouso, mantendo a forma discéide com
um didmetro variavel entre 2-4uym (5). Quando ativadas evoluem sua forma fisica
apresentando longos prolongamentos dendriticos que tem a fungao de facilitar sua
adesao (6).

Evidéncias cientificas atuais comprovam sua heterogeneidade estrutural, suas
alteracbes em funcdo da idade e propriedades de ativacdo plaquetaria com
consequéncias para uma diversidade de fungcbes que exerce. Os processos de
sinalizacdo das populagdes de plaquetas envolvidas na formagao de trombos com
coagulagao continua sdo bem conhecidos. Como células secretoras e altamente
responsivas, as plaquetas podem alterar o ambiente por meio da liberacdo de
fatores de crescimento, quimiocinas, fatores coagulantes, espécies de RNA e
vesiculas extracelulares. Por outro lado, as plaquetas também se adaptam ao seu
ambiente. Na parede inflamada do vaso, as plaquetas interagem com os leucécitos e
o sistema de coagulagao, interagdes mediando a tromboinflamagao.(7) (8)(9)

As plaquetas participam ativamente do processo de hemostasia primaria
envolvendo 3 etapas subsequentes: adesdo, ativagdo e agregacédo plaquetaria.
Estas etapas estdo intimamente relacionadas com a lesdo do endotélio e o sub-
endotélio. Nesta atuagdo desempenham um papel fundamental na reparacéo
vascular e manutencdo de hemostasia, especialmente na hemostasia primaria e
interagem com os elementos do endotélio danificado, induzindo sua adesao seguida
de ativacdo e, finalmente, agregacédo, resultando na formagdo de um trombo
constituido por um agregado de plaquetas ligadas por fibrinogénio para ocluir a
lesdo vascular (10). Mas hemostasia ou coagulagao do sangue néo é a unica fungao
das plaquetas. Sua alta sensibilidade a diferentes doengas atribuiu-lhe o carater de
ser um dos marcadores mais acessiveis. Enquanto mantendo interagbes com
leucocitos e células endoteliais restaura seu comportamento como importante

marcador inflamatério.(11)
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A reatividade plaquetaria para diferentes patogenias € amplamente
dependente de alguns marcadores biologicamente ativos como CD36, CD41, CD42a,
CD42b e CD61. Esses incluem alguns receptores de superficie ativos e produtos
secretdrios de plaquetas. As plaquetas tendem a alterar a expressao e sinalizagao
desses marcadores em diferentes diagnodsticos e prognodsticos de doencgas
constituindo-se um enorme campo para ser explorado (12).

Estruturalmente, as plaquetas podem ser divididas em trés zonas principais:
(1) - Zona Periférica: contém uma membrana revestida pelo glicocalix, onde estao os
antigenos do sistema ABO e plaquetarios (HPA), com glicoproteinas (GPs)
participantes da fungao plaquetaria: a GPIb e a HP llbllla e fatores V e VIII. (2) -
Zona sol-gel: o citoesqueleto da plaqueta. (3) - Zona de organelas responsaveis
pelos processos metabdlicos e granulos que funcionam como elementos de depdésito.
Estas células também desempenham um papel importante na imunidade inata e
adquirida, interagindo direta ou indiretamente com outras células sistema
imunoldgico para desencadear ou manter a resposta inflamatéria. (13) Além disto
participam do processo inflamatdrio, inclusive por meio de membrana de muitos
receptores imunes como receptores de citocinas, quimiocinas e muitos dos fatores
soluveis contidos em seus granulos. (14) (15)

A identificacdo do envolvimento das plaquetas no processo inflamatério e
muitos outros, tem suscitado muitos questionamentos. A maioria deles é baseado na
capacidade dessas células anucleadas de responder de maneira controlada a
estimulos extremamente complexos. Investigagdes para responder a essas
perguntas estdo sendo realizadas no contexto de transfusdo sanguinea. Os meios
utilizados pelas células para se interagir ou trocar informagdées ocorrem de
mecanismos diferentes. Esta interacido pode ocorrer pelos fatores acima descritos:
secregao de fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, moléculas de adesao e

pequenos mediadores celulares (15).
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Na figura 2 estdo listadas as complexas fungdes citadas na literatura, com as
quais as plaquetas se relacionam.

Figura 2 — Papel Multifuncional das Plaquetas

Hemostasia e Trombose Manutencgado e Regulagao do Tonus
Adeséo Vascular

Ativacdo Absorcdo de serotonina em repouso
Agregacéo Liberag&o de Serotonina, Tromboxane,
Secregéo Prostaglandinas apés ativagdo

Atividade pro-coagulante
Retragdo do coagulo
Reparo Tissular

Biologia dos
Tumores/Neoplasia
Crescimento tumoral
Lise tumoral
Metatasis

Inflamagao Defesa do Hospedeiro
Aterosclerose Fagocitose

Alergia Internalizagéo de virus e Bactéria
Asma Liberagéo de proteinas microbicidas
Doenga renal Producgdo de superodxidos
Quimiotaxia

Interag&o plagueta-leucocito

Fonte: Adaptado de Harrison et al, 2011. Guidelines for the laboratory investigation of
heritable disorders of platelet function. British Journal of Haematology, 155, 30—44 (16)

Durante seu curto ciclo de vida de 10 dias as plaquetas sofrem apoptose e na
dependéncia de agressdes externas, processos de necrose. Estes processos levam
progressivamente as plaquetas a vesiculagdo. Diante da importancia que as
microparticulas, microvesiculas foram tomando na literatura, estabeleceram-se
critérios para nomenclatura, com a constituicdo da International Society for
Extracellular Vesicles (ISEV), em 2012. A partir de entdo, todas estas denominagdes
passaram a ser denominadas vesiculas extracelulares (VEs). A diferenciagédo entre
as classes de VEs é notavel quanto a biogénese, proteinas marcadoras de
membrana, proteinas internas, densidade de flutuagcdo em gradiente de densidade e
tamanho (17)

As vesiculas extracelulares plaquetarias (VEsP) sdo moléculas menores que
0,5 um carregando os antigenos especificos de plaquetas intactos, como GPIIb / llla,
ou GPIb; elas representam 70 a 90% das antigamente denominadas microparticulas

circulantes. Estas moléculas sao anticoagulantes, pré-coagulante e pro-inflamatorio.



17

Segmentacdo em vesiculas é um evento terminal de plaquetas apoptéticas,
independentemente da etiologia(18).

As VEsP sao ricas em receptores de membrana (glicoproteinas, receptores
citocinas e quimiocinas e receptores de adeséao especificos de plaquetas. O Fator de
coagulagdo Vi possui atividade de protrombinase que contribui para propriedades
pro-coagulantes. Clinicamente, a elevagao da taxa de VEsP circulante é associada a
um maior risco trombotico (19). Além disso, essas moléculas sao também capazes
de induzir efeitos anticoagulantes, promovendo a capacidade de inativar o fator Va
da proteina C ativada, portanto, a deficiéncia de VEsP pode levar a disturbios da
hemostase (20). Contendo moléculas soluveis (como sCD40L, PF4, RANTES) e
receptores associados a inflamacgao (citocinas/quimiocinas), as VEsP podem ser
consideradas como biomarcadores e efetoras dos processos inflamatérios. As VEsP
contém uma quantidade suficiente de RANTES que desencadeia uma resposta das
células endoteliais ativadas, promovendo o recrutamento de mondcitos(21). O papel
dos VEPs tem sido descrito em varias patologias, tais como doencas
cardiovasculares, autoimunes e infecciosas(15).

Além disso, estas vesiculas contribuem na regulagdo da resposta imunitaria,
fornecendo moléculas imuno-moduladoras das plaquetas para outras células do
sistema imunolégico (mddulos de entrega transcelular), assim, a liberacado de CD154
soluvel (CD40L) e o comprometimento do CD40 das células B permite a otimizagao
da resposta sistema imunolégico e produgdo de IgG especifica. Além disso, a
liberagdo de RANTES pelas plaquetas ativa o endotélio, induzindo o recrutamento
de mondcitos participantes do estado da doenca inflamatdria observada durante a
aterosclerose (15,19,22). VEsP também podem transferir receptores de membrana
plaquetaria, como CD41a (GPlIb / llla), CD61 (GPllla), CD62P, CXCR4 e PAR-1, as
células progenitoras hematopoiéticas do tipo CD34 + e aumentar a sua adeséo ao
endotélio, bem como reduzir o tempo de pega do enxerto de medula 6ssea em

camundongos(23).

As VEsP também sio capazes de modular as interagdes entre as células. A
expressao e liberacdo de acido araquidonico de VEsP pode aumentar adesao de

células alvo inflamatdrias, resultando em regulacdo positiva de integrinas e
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moléculas aderentes promovendo a adesao de mondcitos e células endoteliais (24).
Durante o armazenamento, em resposta ao estresse, as plaquetas podem segregar
ligantes enddgenos para receptores do tipo Toll like (TLR) como HSP90. Portanto, a
ativacdo de TLR, por moléculas enddgenas do tipo High-mobility group box
1 (HMGB1) pode representar uma ligagdo entre estresse oxidativo das plaquetas e
inflamacéo (25)(26).

Além das VEs, as plaquetas possuem uma vasta lista de fatores soluveis que
refletem as fungdes complexos destas células em hemostasia e imunidade. Durante
uma transfusdo plaquetaria, altos niveis de citocinas/quimiocinas e fatores
imunomoduladores, em particular sCD40L, em bolsas de CP parecem participar em
diferentes tipos de RTs agudas tais que: alergia, reagdes ndo hemoliticas febris ou
TRALI que envolvem o progndstico vital (27).

A concentracdo de alguns desses fatores soluveis das plaquetas tais como
sCD40L e RANTES aumenta significativamente em geral a partir do 3° dia de
armazenamento dos CP. Além disso, a liberacdo desses fatores é relacionada ao
status de ativagdo plaquetaria e seu metabolismo. Além disso, esse estado de
ativacdo € determinado, em parte, pelos processos de preparacdo, dispositivos
médicos para uso unico utilizados em transfusdes sanguineas (material de vendclise,
equipo de transfusao) e, em particular, da qualidade das bolsas, do anticoagulante e
da duragdo do armazenamento (28). Assim, paralelamente ao destaque do papel
inflamatdrio dos fatores plaquetas soluveis e seu valor preditivo para a ocorréncia de
reacdes transfusionais adversas busca pela otimizagcdo do processo de preparacgao,
para limitar a secrecdo. A contagem de plaquetas nos CPs entregues € também
muito importante para reduzir destas reagdes transfusionais. As plaquetas
transfundidas interagem, como as autélogas, com inumeras outras células A
interacdo entre plaquetas, células imunes e células endoteliais desempenha um
papel importante na inducdo de reagdes transfusionais, incluindo a Transfusion-
releated Acute Lung Injury (TRALI), que é a primeira causa da mortalidade
relacionada a transfusdo. Alguns estudos mostram que 0,08% dos pacientes
transfundido pode desenvolver um TRALI (29).

Durante essas multiplas interagcdes, o sCD40L se acumula maneira

importante durante o armazenamento € um elemento-chave que envolve plaquetas,
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responsavel por 95% sCD40L na corrente sanguinea e células expressando receptor,
CD40, e especialmente neutréfilos, células endoteliais e linfécitos B. Depois da
interacdo de CD40L-CD40, uma resposta inflamatéria é induzida. Este ultimo
favorece ativacao, secrecao e destruicdo de endotélio e parede endotelial facilitando
o extravasamento e ativacao de neutrofilos sendo um fendmeno chave da inducao
TRALI. Além disso, a interacdo plaquetaria com neutréfilos no contexto Neutrophil
Extracellular Traps (NET) € um segundo mecanismo desta patologia. Assim, a
interacdo neutrofilos-plaqueta no contexto do conjunto doador / receptor € um alvo
importante para a prevengao da TRALI (30)(22).

Existe interagcdo de plaquetas com patdogenos, portanto, uma grande
diversidade de patégenos que podem ameacar o segurancga transfusional através da
transmissdo de agentes infecciosos, incluindo agentes emergentes (ou
desconhecidos) que ndo sao detectaveis por testes convencionais. Esta
informacé&o é de grande relevancia em hemoterapia. (31)

As consequéncias transfusionais da presenca de VEs no plasma e nos
hemoderivados devem ser consideradas. Portanto, € necessario realizar estudos
sobre os efeitos potencialmente patogénicos das VEs em hemoderivados e na
liberacdo de CPs durante os processos de producdo e armazenamento desses
produtos. (27)

A terapia transfusional, com o uso de hemocomponentes e hemoderivados é
uma modalidade terapéutica reconhecida ha mais de 50 anos, no entanto, seu
sucesso esta na dependéncia multifatorial que vai desde a qualidade do
processamento do sangue as co-morbidades do paciente. Recentemente a Society
of Thoracic Surgeons (STS)/Society of Cardiovascular Anesthesiologists (SCA)
Clinical Practice Guideline for Perioperative Blood Transfusion publicou que nos
ultimos anos, a indicagdo de transfusdo de sangue, incluindo concentrados de
plaquetas aumentou 21%.(32)

No entanto, assim como outras intervengdes terapéuticas, pode acarretarem
complicagdes aguda ou tardias ao receptor. (33). Dentre as indicagbes médicas de
transfusdo de hemocomponentes, destaca-se o Concentrado de Plaquetas (CP),
obtido através de separagao, por centrifugagcdo de uma unidade de sangue total -

(ST) ou por aférese. Esses hemocomponentes tem volume e quantidade de
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plaquetas diferentes dependendo da forma de preparo. Quanto ao armazenamento,
devem ser mantidos em ambiente com temperatura de 20°C a 24°C, sob agitagao
constante e tem validade de 5 dias. (34).

A transfusdo de concentrado de plaguetas ocorre diante da recorréncia de
plaquetopenia seja por faléncia medular e alto gasto de plaquetas ou por consumo
ou destruic&o periférica. (35).

Para garantia do sucesso da transfusdo de concentrado de plaquetas, é
indispensavel que parametros de controle de qualidade sejam sistematicamente
consumados como: (1) - continente: integridade de bolsa e rétulo, higiene da bolsa,
identificacdo da cor das plaquetas, presenca ou auséncia se Swirling, presenga ou
auséncia de agregados plaquetarios e determinacdo de volume da bolsa. (2) -
Avaliagdo de conteudo: determinacdo de pH, contagem de numero de plaquetas e
cultura microbiologica (36).

O controle de qualidade dos concentrados de hemacias e dos concentrados
de plaquetas deve ser realizado em, pelo menos, 1% da produgdo ou 10 (dez)
unidades por més, o que for maior e cada item verificado pelo controle de qualidade
deve apresentar um percentual de conformidade igual ou superior a 75%. E ainda
pelo alto risco de contaminagdo microbiolégica dos concentrados de plaquetas pela
sua condicdo de armazenamento, recomenda-se realizacdo de avaliagdo de
contaminagcdo microbiolégica em 100% desta produgdo, bem como volume,
contagem plaquetaria e pH (37).

A perda gradual de qualidade nas plaguetas armazenadas, medida
coletivamente com varios ensaios in vitro metabdlicos, funcionais e morfoldgicos, é
conhecida como lesdo de armazenamento de plaquetas. Com o advento das
tecnologias de redugdo de patdgenos e testes aprimorados que podem reduzir
significativamente o risco de contaminac&o bacteriana, a lesdo de armazenamento
de plaquetas esta emergindo como o principal desafio para aumentar o prazo de
validade dos concentrados de plaquetas. Destacam-se as novas tecnologias
aplicadas ao controle de qualidade de CPs armazenados, incluindo solugdes aditivas

de plaquetas e inativagao de patégenos (38)
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A obtengdo do hemocomponente, concentrados de plaquetas (CP) € influenciada
pelos processos de preparagao e armazenamento e pelo tempo de armazenamento
das plaquetas. Além disso, o estresse oxidativo pode levar a liberagdo Damage-
associated molecular patterns (DAMPs), que induz o comprometimento dos
receptores plaquetarios correspondentes, incluindo Pattern Recognition Receptors
(PRRs), que mantém reagdes inflamatodrias plaquetarias e promovem as reagdes
transfusionais (RTs). Estes dados tem sido atualmente avaliado pela formacéo das
VEs, pelo método de citometria de fluxo (22,39)(40).

Mais recentemente tem se estudado a propagacédo de plaquetas na matriz de
fibrinogénio como um confiavel e sensivel marcador da atividade funcional das
plaquetas durante o armazenamento. Apos a ativagdo das plaquetas, os sinais de
dentro para fora induzidos sinergicamente por uma variedade de agonistas e
moléculas de adesdo podem aumentar a afinidade da integrina principal das
plaquetas, allbp3 (GPlIb/llla), com seus ligantes. (41)

A GPIlIb/llla, uma integrina especifica das plaquetas, € amplamente proeminente
entre os receptores de adesdo e € essencial para a agregacado plaquetaria. Os
ligantes para GPIIb/llla sdo as proteinas adesivas multivalentes como o fibrinogénio
e o fator de von Willebrand. Em plaquetas em repouso, GPIIb/llla esta normalmente
em um estado de baixa ativagao, incapaz de interagir com o fibrinogénio soluvel. A
estimulacdo das plaquetas com varios agonistas induzira uma mudanca
conformacional desta integrina (sinalizagdo do interior da plaqueta, para fora), que é
entdo capaz de se ligar ao fibrinogénio soluvel, resultando no inicio da agregacao
plaquetaria.(42)

No entanto, a ligagdo do fibrinogénio ao seu receptor de membrana nao é
simplesmente um evento passivo que permite a formacao de pontes intercelulares
entre as plaquetas. De fato, uma via de sinalizacdo complexa desencadeada pela
ligacdo e agrupamento de integrinas (sinalizacdo de fora para dentro) regulara a
extensdao da agregacdo plaquetaria irreversivel e retragdo do coagulo. Entre as
enzimas de sinalizagdo ativadas a jusante do envolvimento GPIlb/llla, a
fosfatidilinositol-3 quinase desempenha um papel importante no controle da fase

irreversivel de agregacgao.(43)
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A ligacao da integrina com fibrinogénio induz sinais potentes que desenvolvem a
funcdo plaquetaria, incluindo agregagéao, liberagdo e disseminagdo das mesmas,
sendo esta ultima propriedade considerada como principal consequéncia inicial da
sinalizagcdo de fora para dentro pela GPIlIb/llla. A identificacdo de moléculas de
fibrinogénio & considerado como um marcador de ativagdo plaquetaria durante o
armazenamento. Os concentrados de plaquetas de PRP foram submetidos a analise
de citometria de fluxo e a os niveis de expressdao de P-selectina, CD61, GPlba e
conformacgao ativa de GPIlIb/llla (ligagdo de PAC-1) foram examinados no dia 0, 1, 3
e 5 pés-armazenamento. Simultaneamente adesao plaquetaria e disseminagao na
matriz de fibrinogénio, concentracdo de glicose e a atividade da DHL também foi
determinada nos mesmos intervalos. Os resultados mostraram diminuicbes
significativas na propagacdo de plaquetas na matriz de fibrinogénio durante o
armazenamento. A propagacgao foi o padrao dominante de adesao até o primeiro dia
de armazenamento. Em plaquetas armazenadas em 3 dias, os aspectos filopodial ou
a formacado lamelipodial foi o evento dominante, enquanto as plaquetas
armazenadas em 5 dias simplesmente aderiram ao fibrinogénio com menos
formagdo de protrusdo e ndo se espalhou parcialmente. Tomados em conjunto,
introduzimos a propagagdo de plaquetas na matriz de fibrinogénio como um
marcador confiavel e sensivel de plaquetas funcionais atividade durante o
armazenamento. Como um marcador valido que é direta e obviamente relevante
para as capacidades funcionais das plaquetas, a rapida redugédo da propagagao de
plaquetas durante o armazenamento ofusca outros marcadores de lesdo de
armazenamento de plaquetas enquanto aumenta questdo séria sobre a qualidade
das plaquetas armazenadas por 5 dias. (41)

O fibrinogénio é uma glicoproteina plasmatica soluvel que desempenha um papel
fundamental na hemostasia, ndo sendo apenas um fator essencial para a formagao
do coagulo, mas também modula a atividade das plaquetas sanguineas e das
células endoteliais. Em suspensdo, a ativacdo das plaquetas resulta em uma
alteracdo da conformacao da integrina allbB3 (GPIIb/llla) que suporta a ligagado do
fibrinogénio, permitindo a formacao de liga¢des interplaquetas, ou seja, agregacéo
plaquetaria.(44) Quando imobilizado em uma superficie, o fibrinogénio suporta a

fixagdo de plaquetas em repouso, que € limitada a condicbes de baixo fluxo
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sanguineo, pois o fibrinogénio ndo é reconhecido por permitir a adsor¢gdao do VWF
plasmatico. As propriedades adesivas do fibrinogénio em condi¢des hemodindmicas
alteradas permanece completamente inexplorado.(45) Compreender o efeito de tais
fluxos na adesdo plaquetaria ao fibrinogénio ajudara a entender melhor o
mecanismo subjacente a trombose, uma vez que esse processo patolégico esta

intimamente ligado a padrées de fluxo sanguineo severamente perturbados. (41)(46)

Diante do exposto e do fato de que o laboratério de Engenharia Celular do
Hemocentro produziu um anticorpo monoclonal murino contra antigenos
plaquetarios humanos, o desafio do presente projeto é de caracterizar tal anticorpo e
analisar o estado de ativagao/agregacdo bem como as VEs formadas em CPs

durante o armazenamento.

Antigenos Plaquetarios

Apesar de ser fragmento citoplasmatico, as plaquetas expressam um grande numero
de antigenos que didaticamente podem ser classificados como: antigenos ABO,
MNSsP1, antigenos do sistema maior de histocompatibilidade — HLA Classe | e
antigenos préprios plaquetarios (HPA), hoje com mais de 37 membros na familia,
onde o alelo a, sempre representa o mais frequente e o b, o menos frequente. Estes

37 antigenos sao sustentados sobre 6 glicoproteinas (GPs):

Quadro 1 — Glicoproteinas da membrana plaquetaria e antigenos relacionados

Glicoproteina Antigenos sustentados

GPllIb/llla CD41, CD61 e receptor de fibrinogénio
GPIb-V-IX CD42a-d, receptor de fator von Willebrand
GPlal/lla CD49,CD29, receptor de colageno
CD109 atenua a sinalizacado do TGF-$3

GPlllb CD36

A integrina alfa-llb € uma proteina que em humanos é codificada pelo gene
ITGA2B. ITGA2B, também conhecido como CD41, codifica a cadeia 2b da integrina

alfa. As integrinas sao proteinas de membrana integrais heterodiméricas compostas
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por uma cadeia alfa e uma cadeia beta. A cadeia alfa 2b sofre clivagem pés-
tradugdo para produzir cadeias leves e pesadas ligadas por dissulfeto que se unem
ao beta 3 para formar um receptor de fibrinogénio expresso em plaquetas que
desempenha um papel crucial na coagulagdo. Mutagdes que interferem neste papel
resultam em trombastenia. (47)

Também chamada de cadeia beta 3 da integrina (ITGB3), combina com CD41
(integrina alfa lIb) para formar a glicoproteina plaquetaria Ilb / Illa, um receptor para
fibrinogénio, fibronectina, plasminogénio, protrombina, trombospondina, vitronectina
e fator de von Willebrand. Ao se combinar com CD51 para formar receptor para
citotactina, fibronectina, laminina, metaloproteinase-2 , osteopontina, osteomodulina,
protrombina, trombospondina, vitronectina e fator de von Willebrand. CD51-CD61
esta presente no endotélio, células endoteliais, musculo liso, algumas células B,
monadcitos, macrofagos, plaquetas, osteoclastos, mastocitos, fibroblastos e células
tumorais. A ativagao plaquetaria causa uma mudanga na conformacdo em GPIlb /
llla, permitindo a ligacdo do fibrinogénio soluvel e formando um tampéao

plaquetario.(48)

Devemos destacar que as plaquetas exercem sua fungdo através da interagao
ligante-receptor envolvendo varias glicoproteinas de membrana. O numero de

epitopos expressos sobre a membrana também é variavel (vide quadro 1).

Quadro 1 — Principais glicoproteinas da membrana plaquetaria, respectivos ligantes e nimero de

sitios antigénicos expressos.

Glicoproteina Ligante Numero de Sitios
Antigénicos sobre
membrana de cada
plaqueta

Gp la-lla (o. p1 ou VLA) Colageno 3.000-5.000

Gp Ib-IX Fator de von Willebrand 60.000

Gp llb-llla(alibplll ) Fibrinogénio 50.000-80.0000

Vitronectina
Fibronectina
Fator de von Willebrand

Fonte: Adaptado de Carolina Bonet Bub/Tese de doutorado — Unicamp, 2017. (49)
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2 - OBJETIVOS
2.1 — Objetivo Geral

Estabelecer novo método de controle de qualidade de plaquetas com finalidade

transfusional.

2.2 - Objetivos Especificos:
» Caracterizar e validar anticorpos monoclonais dirigidos contra

antigenos plaquetarios humanos produzidos pelo Laboratorio de
Biologia Celular - Laboratério de Biotecnologia Aplicada do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu - LBA/HCFMB.

» Estabelecer padrées de conformidade e ndo conformidade para a
liberagdo de CP utilizando a tecnologia de monitoramento de VEs por

Citometria de Fluxo;

* Propor depésito de patente para o anticorpo monoclonal caracterizado.
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3 - MATERIAIS E METODOS

Apds a aprovacdo pelo Comité de Etica e Pesquisa em seres humanos, pela
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB-UNESP), em consonéncia e com a
autorizacao da alta gestdao do Hemocentro de Botucatu foram otimizadas as 10U de
CPs mensalmente destinadas para controle de qualidade, com o devido Termo de
Consentimento para participacdo em Pesquisa previamente assinado pelo Doador
de Sangue. Este numero corresponde a 1% da produgédo mensal conforme

orientacao legal (34).

Foi composta uma planilha Excel com dados da etiqueta coédigo de barra do

hemocomponente, nimero da bolsa (NB()), nimero da amostra (NAQ),
peso/volume(@), data de coleta(d), data de andlise, tipagem ABO/RhD(5),

leucometria, plaquetometria, pH, teste de Swirling e resultado da microbiologia.

Os dados NB(1), NA(Q2), peso/volume(®), datas(@) e tipagem ABO/RhD (5)
foram obtidas do rétulo informatizado da bolsa em analise, como pode ser
observado na figura 2. Apos isto, foram realizadas as aliquotas das amostras para

as analises e criopreservadas a -80°C.

Figura 2 — Identificagdo das informagdes obtidas do Rétulo do Hemocomponente
(concentrado de plaquetas)

Fonte: arquivo pessoal, 2018
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Imediatamente apds a retirada do CP do agitador, foi realizado o teste de
Swirling. Para a realizagdo do teste, ao pegar os CP, um a um, do agitador em
funcionamento procedeu-se a colocagdo do mesmo para o alto e contra a luz.
Observou-se a presenca de uma onda ou “esfumagamento” conhecido
cientificamente como Swirling. Para as unidades com a identificacdo desta onda ou
esfumacamento, considere o teste positivo, para aquelas em que isto nio for
observado, considere negativo. O teste negativo significa que as plaquetas nao
estdo mais funcionais. Varios parametros foram relatados como correlacionados a
recuperagdo ou sobrevivéncia, como morfologia e turbilhonamento, p-selectina, e
lactato. (50)(51)

Logo apds a realizagdo do teste de Swirling, as unidades s&o levadas em
ambiente de cabine de Segurancga Bioldgica do tipo Classe lla TROx do Brasil® para

a realizagao das aliquotas e da coleta dos testes microbiologicos.

A leucometria e a plaquetometria foram realizadas por método
semiautomatizado utilizando equipamento ABX PENTRA 60 Horiba™. Os dados

serdo langados na mesma planilha.

A determinagdo do pH dos Concentrados de Plaquetas sera realizada pelo

método rapido em fita papel indicador Merck™.

As analises microbiolégicas foram realizadas por inoculagdo de cinco mL de
CPs em frascos do tipo Bactec FX BD™. Este material € encaminhado ao
Laboratério de Microbiologia do Instituto de Biociéncias, onde a rotina desta etapa

de controle de qualidade sempre fora realizada.

3.1 Caracterizagao do anticorpo monoclonal PAT1-10A5

Este anticorpo monoclonal foi produzido e analisado no Laboratério de
Engenharia Celular (LEC) no periodo de 2002 a 2006, sendo que nos dois ultimos

anos foi objetivo de dissertagdo de mestrado de Nadia Ciocca Azevedo.(52)
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3.1.1 Caracterizagdo do Imunégeno utilizado para a produgdo do
Anticorpo monoclonal

Foram utilizadas plaquetas frescas, na forma de concentrado de plaquetas,
na concentracao de 375.000 plaquetas/mm3, lavadas 2 X em tamp&o PBS e diluidas
em solugao fisiologica estéril. As caracteristicas imunolégicas/fenotipicas do doador
era: sexo feminino, grupo sanguineo ABO: A fator RhD positivo, MN, P1 positivo. Foi
escolhido esta doadora, por ter a fenotipagem extensa eritrocitaria e HLA completa,
uma vez que se tratava de doadora de medula éssea, ser do corpo de funcionarios
da UNESO (facilitando a rapida convocagao), concordou em participar da pesquisa e
teve a genotipagem HPA realizada. O resultado esta representado no quadro abaixo.
A genotipagem HPA foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular do
Hemocentro de Botucatu, sob a coordenagcado das Profas. Maria Inés de Moura
Campos Pardini e Rejane A.T. Grotto. (53)

Quadro 2 — Genotipagem plaquetaria das plaquetas usadas como imunégeno

HPA [HPA [HPA [HPA [HPA [HPA [HPA [HPA [HPA [HPA
Gendtipo 12 |1b  [2a  [2b  [3* [3b |4a [4b [5a  [5b

PlatED |POS |NEG |POS |NEG |NEG |[POS POS NEG [POS |NEG

Fonte: Dados obtidos dos arquivos do LEC, 2002.

Naquele periodo, o LEC ndo conseguiu definir o perfil do anticorpo
monoclonal obtido. O clone encontrava-se criopreservado no banco de células do
LEC em container de nitrogénio liquido a -196° C. Da etapa anterior de estudo tinha-
se as seguintes informagdes: 1) o anticorpo funciona bem em citometria de fluxo; é
identificado de forma heterogénea em plaquetas, mas n&o foi detectado em
hemacias ou leucdcitos; ndo se trada de especificidade anti-HLA Classe | ( afastado
por ter sido analisado por citometria de fluxo com Kit FlowPRA Classe I/l tendo sido
negativo por 3 vezes consecutivas em 3 diferentes painéis; ndo se trata de
anticorpos anti-HPA dirigido contra antigenos expressos pela doadora do imundgeno.
Estas analises foram inicialmente feitas no Laboratério de Citometria de Fluxo,
usando um painel de plaquetas genotipadas para se identificar eventualmente o
reconhecimento de antigeno HPA. Todos os testes foram negativos. Amostras foram

encaminhadas ao Hemocentro da Unicamp, em parceria com Prof. Vagner Castro,
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para a identificacdo do perfil do anticorpo em técnicas como o Monoclonal Antibody-
specific Immobilization of Platelet Antigen (MAIPA test), com kit Standardized
Platelet-Antibody Screening and Identification. Esta técnica € uma técnica qualitativa
para deteccdo e / ou identificacdo de anticorpos plaquetarios. E considerado o
método padrdo ouro no campo da imunologia plaquetaria. Todos os testes
realizados por este método, na época, identificavam uma reacdo de positividade,
sem a confirmacao de especificidade. (52)

Diante de tantas técnicas com resultado negativo, no periodo de 2002 a 2006,
o clone foi congelado e o protocolo permaneceu em stand by.

Tendo em vista o surgimento da analise protebmica, agora como requisito
obrigatorio para a caracterizagdo de anticorpos monoclonais murinos, optou-se por

reiniciar os estudos com o referido clone.(54)

3.2 ldentificagdo do Clone, descongelamento e expansado pelo método de

ascite

Foram identificadas 8 ampolas do clone PAT1-10 A5, criopreservadas. Foi
escolhido a ampola congelada em 22/mar¢o/2002 para descongelamento e
expansdo em cultura. A ampola foi retirada do nitrogénio liquido e colocada
rapidamente em banho-maria a 36°C até o “descolamento” do bloco congelado da
parede da ampola. O bloco de gelo foi rapidamente transferido para tubo cénico
estéril de 15mL contendo tamp&do HEPES a 37°C, e o conjunto centrifugado a 900g
durante 10 minutos, a 4°C. Apds o término da centrifugagdo, o sobrenadante foi
desprezado por aspiracdo em bomba de vacuo e o pellet ressuspenso em meio de
cultura RPMI (Gibco™) aditivado com 20% de Soro Fetal Bovino (SFB) da marca
Sigma Aldrich (Hybridoma ™) na presenca de aditivos descritos no Procedimento
Operacional Padrao do LEC.(55)

O clone PAT1-10 A5 foi expandido em frascos T de cultura, de 25cm? até a
obtencao de confluéncia de 70%, as células foram mantidas por 48 horas sem troca
de meio de cultura, para posteriormente se coletar o sobrenadante de cultura (SNC)
para testes de especificidade contra as plaquetas ED (as mesmas usadas no

protocolo de imunizagao dos animais e nos primeiros ensaios).
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Tendo sido comprovada a reatividade do anticorpo com as plaquetas
especificas, pelo método de citometria de fluxo, as células foram expandidas até se
obter 107 células. Em paralelo, cinco camundongos Balb C, isogénicos, do Biotério
Central, tiveram o preparo do peritdnio com a injegdo de um mL de pristane(Sigma
Aldrich™). Este 6leo mineral tem efeito irritante do peritdnio do animal, preparando-o
para o recebimento das células do clone. Quinze dias depois da injegdo do oleo
foram injetadas as células do clone PAT1-10 A5, com a finalidade de se obter uma
concentracdo de anticorpos até 100 vezes maior do que no metodo de batch de
cultura, conforme literatura especializada.(56) Transcorrido outros quinze dias da
injecdo e sob monitoramento clinico diario, a pungdo para a retirada do liquido
ascitico foi procedida.(48)(57)

3.3 Purificagao do Anticorpo por Cromatografia de Afinidade

Sabendo-se de que o anticorpo PAT1- 10 A5 havia tido sua classe e Sub-
classe determinada no periodo anterior, por Citometria de Fluxo, como sendo uma
IgG1«, foram adquiridas as colunas de afinidade HiTrap™ de proteinas G HP, pré-
embaladas com 1 ou 5 ml de Proteina G Sepharose™ High Performance para a
purificacdo e isolamento de IgG monoclonal do liquido ascético utilizando
equipamento Akta-Prime-GE™.(58)

3.4 Determinacao da Concentracao Protéica

A determinacdo da concentragcdo de anticorpo purificado foi realizada pelo

método espectrofotométrico utilizando equipamento NanoDrop™.

3.5. Preparo do Extrato Membranario de Plaquetas Humanas

Para o preparo dos extratos membranarios de plaquetas humanas, foram
utilizadas amostras de plaquetas de quatro doadores do grupo sanguineo O, RhD
positivo e a quinta amostra foi a mesma usada como imundégeno (A fator RhD

positivo). O tampao utilizado foi composto por 5SmM de fosfato de sddio, TmM de
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acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 0,2mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF). A suspensdo do concentrado de plaquetas foi lavada e tamp&o adicionado,
na proporgao de 100uL de CP a cada 1 mL de tampao de lise, foi ultracentrifugada
por 5 vezes a 4°C durante 30 minutos cada, a uma velocidade de 33.000g em rotor
tipo Swing Out utilizando equipamento Sorval™. O material obtido foi congelado a -

80°C, para uso posterior. (55)

3.6 Eletroforese de proteinas SDS-PAGE e Imunoeletro transferéncia Elétrica/

Western Blotting

A amostra do anticorpo purificado foi submetida a técnica de Western blotting,

ou seja, uma imunoeletro transferéncia para membrana de PVDF cujo antigeno
correspondera ao lisado plaquetario de pool de 4 amostras de concentrados de
plaquetas de doadores do grupo “O” Fator RhD positivo € uma amostra do grupo A
fator RhD positivo. Apos a lise das plaquetas por congelamento e descongelamento,
as amostras proteicas seréo fracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
(12%) contendo SDS (SDS-PAGE), utilizando tampé&o de corrida (50mM Tris; 0,38M
Glicina; 1,8mM EDTA; 0,1%SDS) a 120V. Em seguida, as proteinas seréo
transferidas para membrana de nitrocelulose sob diferenca de potencial de 12 V por
uma hora, utilizando tampdo de transferéncia (24,8mM Tris; 192mM Glicina;
10%Metanol). A membrana sera bloqueada a temperatura ambiente por 40 minutos
em tampao TBS-T (10mM Tris-HCI; 150mM NaCl e 0,02%Tween-20), contendo 5%
leite desnatado. Em seguida, a membrana sera incubada a temperatura ambiente
por 4 horas com diluicbes adequadas de anticorpos policlonais diluidos em TBS-T
contendo 5% leite desnatado. Apds esse periodo, a membrana sera lavada quatro
vezes por 5 minutos com TBS-T e incubada a temperatura ambiente por uma hora
com anticorpos policlonais anti-lgG conjugados a peroxidase diluidos em TBS-T
contendo 5% leite desnatado. Apos quatro novas lavagens de 5 minutos com TBS-T,
a membrana sera tratada com reagentes quimioluminescentes e utilizada na
exposicao de filmes de raios-x por periodos variaveis de tempo. Os filmes serao
revelados de forma convencional. As intensidades das bandas das auto-radiografias

serao quantificadas por densitometria Optica, utilizando o programa Scionlmage. Os
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resultados comparados para a identificacdo de reconhecimento de mesma banda

proteica.

A extragdo de proteinas foi obtida usando tampdo de lise [50mM Tris
[tris(hidroximetil) aminometano]-HCI [pH 7,4], Tween-20 a 1%, deoxicolato de sodio
0,25%, NaCl 150 mM, acido etilenoglicol tetraacético 1 mM (EGTA), O-Vanadato
1mM, NaF 1 mM, e inibidor de protease [aprotinina 1 mg/mL, leupeptina 10 mg/mL, e

1 mM 4-(2-amino-etil)-benzolsulfonil-fluoreto-cloridrato] (59).

A concentragao de proteinas foi determinada usando o método de Lowry (60)
depois de clarificar por centrifugacdo e permanecerem por 2h no gelo.(61) A
concentragdo das amostras foram normalizadas adicionando um determinado
volume de tampé&o de amostra de 2-Dodecil Sulfato de Sédio (SDS 2%), 60 mM Tris-
HCI (pH 6.8), 5% de B-Mercaptoetanol, 0,01% azul de bromofenol, e 10% de glicerol,

foi adicionado as amostras e fervidas por 5 minutos a 95°C.

Aliquotas das amostras (75-100 ug/pogo) foram aplicadas no gel SDS-PAGE
(10%) para realizar a corrida de Eletroforese e entdo corar o gel com Comassie Blue
(para identificar o fracionamento das proteinas baseado no peso molecular e fazer
analise protedmica) ou entdo transferir as proteinas para membranas de PVDF
(Millipore, USA), para realizar o Western Blotting, tais membranas foram bloqueadas
com solugdo de bloqueio 5% (leite desnatado dissolvido em Tamp&o Salina Tris
[TBS] com Tween-20 [0,05%]) e encubada overnight com anticorpo primario a
diluicdo de 1:1000 a 4°C. Depois de lavadas trés vezes em TBS-Tween-20 (0,05%),
as membranas foram encubadas com seu respectivo anticorpo secundario, diluicao
1:2000 (em ensaios de immunoblotting), diluidos em tampao bloqueio, durante 1h.

As proteinas imunorreativas foram detectadas por quimiluminescéncia (ECL).(62)

3.7 Proteémica - Analise de Proteinas por LC-MS/MS

Analise das bandas de proteinas por LC-MS/MS foi realizada para determinar o
conjunto de proteinas envolvidas nas diferentes forcas de tensdo propostas nesse
estudo. As proteinas foram extraidas dos géis utilizando uma lamina de bisturi

cortando em segmentos de aproximadamente 1 mm?3 e transferidas para tubos de
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2,0 mL contendo 200 pL de acido acético a 5% (v/v) e armazenados a -4°C até o
passo seguinte. Posteriormente, os segmentos de gel foram lavados no minimo por
trés vezes, em uma solugéo contendo acetonitrila (ACN) 50% (v/v) e bicarbonato de
amoénio (AmBic) 25mM por 30 min. Depois, eles foram desidratados duas vezes em
ACN 100% por 10 min. Ao final da segunda desidratacdo, a ACN foi removida e o
residuo remanescente deixado evaporar em temperatura ambiente. Depois de
desidratados, os spots foram submetidos a redugdo com DTT 20 mM em AmBic 50
mM incubados por 40 min a 56°C. O excesso de liquido foi removido e substituido
por |IAA (lodoacetamida) 55 mM em AmBic 50 mM. Apos 30 min no escuro, em
temperatura ambiente, o liquido foi removido, os fragmentos foram lavados em
AmBic 25 mM e em seguida desidratados em ACN 100%. A ACN foi descartada e o
residuo remanescente no gel foi deixado evaporar em temperatura ambiente. Para a
digestado das proteinas, os fragmentos de gel foram reidratados em 15 pL de solugéo
contendo 150 ng de tripsina (Trypsin Gold Mass Spectrometry, Promega, Madison,
WI, EUA) em AmBic 25 mM por 15 min para que a tripsina pudesse penetrar no gel.
Em seguida, adicionaram-se 50 yL de AmBic 25 mM para total cobertura dos spots e
incubou-se a 37°C por 14h. Ao fim de 14h, a acdo da tripsina foi interrompida pela
adicado de 15 pL de solugéo bloqueadora (ACN 50% v/v e acido formico 5% v/v). Os
peptideos foram eluidos da acrilamida com duas lavagens de 15 min com solugao
de eluicdo A (ACN 50% v/v e acido férmico 1% v/v), uma lavagem de 15 min com
solugdo de eluicdo B (metanol 60% v/v e acido formico 1% v/v) e mais duas
lavagens com ACN 100%, a 45°C sob sonicagdo em banho (Ultracleaner® 16002,
Unique, Brasil) com 40Khz de frequéncia fixa e poténcia de 30 W. A solugéo
contendo os peptideos extraidos foi submetida a secagem em concentrador a vacuo
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) em temperatura ambiente, por 2-3h e
armazenada a -20°C até a realizagdo do sequenciamento como descrito por
Shevchenko et al. (63). A analise dos peptideos tripticos foi realizada no sistema
nanoACQUITY UPLC (Waters ™ , Milliford, USA) acoplado ao espectrdmetro de
massas Xevo Q-TOF G2 (Waters™, Milliford, USA), etapa feita em colaboragao.(64)
As proteinas foram identificadas por sua homologia com proteinas no banco
de dados UniProt (Universal Protein Resource); a espécie utilizada foi a série "Homo

sapiens" (UniProt, 2017) (Universal Protein Resource [UniProt]).
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3.8 Andlise do anticorpo identificado como Anti-Fibrinogénio humano,
molécula total pelo método de citometria de fluxo

Apds a analise dos resultados por Western blotting e a analise protedmica
confirmando a especificidade do anticorpo como anti-fibrinogénio humano, molécula
total, foram realizadas as analises por citometria de fluxo. Destaca-se de que para
as técnicas de Western Blotting e Protedbmica foram necessarias parcerias com dois

diferentes servigos:

A citometria de fluxo € um procedimento claro, exato, rapido e visivel, onde a
superficie da célula é analisada em um citdbmetro capaz de detectar fluorescéncia de
células individuais. A fluorescéncia ocorre devido a presenga de sondas (anticorpos
monoclonais marcados com fluorocromo) que se ligam aos antigenos presentes na

superficie celular ou em outros anticorpos (22).

Foram utilizados anticorpos monoclonais de especificidade anti-plaquetaria,
marcados com fluorocromo: anti-CD41-PE; ANTI-CD61-FITC e anti-CD62P — APC.

de amostra na mesma concentragéo + 1uL de controle isotipico comercial, seguido
de incubacdo de 15 a 20 minutos no escuro, ajuste com 400 pL de Isoton,
homogeneizagcao em vortex e leitura. No tubo teste serdo adicionados os mesmos
volume e concentragcdo mencionados e colocado o anticorpo comercial anti-CD61-
FITC. Todos os testes serdao realizados em duplicata com anticorpo monoclonal

home made PAT 2 -15A2 marcado com FITC e o procedimento sera idéntico.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas preliminarmente analises descritivas. Apos o término dos ensaios

por citometria de fluxo foi procedido o teste de regressao linear.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Na etapa de obtencdo dos anticorpos monoclonais murinos (AcMm), apos a
fusdo celular foram construidos 3.125 hibridos. O screening dos sobrenadantes de
cultura destes hibridos foram feitos por Citometria de Fluxo usando as mesmas
plaquetas usadas no protocolo de imunizacdo, pelo método de Coombs Indireto
Plaguetario usando como anticorpo secundarios um reagente goat anti-mouselg-
FITC BD™ . Foram identificadas 3 células cujos SNC reagiram com as plaquetas
teste com uma média de intensidade de fluorescéncia de 27%. Este perfil de
reatividade se manteve nos testes realizados apos o descongelamento das ampolas.
Dos 3 hibridos retidos, dois evoluiram sem problemas e um deles perdeu a

especificidade.

Dos dois hibridos, apds a clonagem celular pela técnica de diluicdo limitante
foram selecionados 2 clones. Um destes clones, o PAT2-15 A2 foi o selecionado

para os testes de caracterizagao.

O clone descongelado foi amplificado e produziu-se liquido ascitico, que apos
a purificagdo por cromatografia de afinidade gerou anticorpo puro (IgG1 k) na
concentragcao de 1,25mg/mL. O material foi aliquotado em microtubos e preservado

a -80°C até o momento do uso.

Os procedimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida e Western Blotting
foram realizados no Laboratério do Prof. Wililam Zambuzzi. Para a corrida
eletroforética foram usadas as proteinas extraidas da membrana plaquetaria de 5
diferentes doadores. A figura abaixo registra o resultado. Da eletroforese 1D, em Gel

de Poliacrilamida a 6% coradas com Azul de Coomassie.

Figura 3 Eletroforese 1 D, SDS-PAGE, de extrato de membrana plaquetaria humana
com separagao das respectivas bandas reconhecidas pela técnica Western. blotting
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PM

250 kDa

150 kDa

100 kDa

75 kD4

Fonte: Arquivo pessoal, 2020. Legenda: PM = marcadores de peso molecular; ® @ ® bandas
proteicas recortadas para posterior analise protedmica.

Como pode ser observado, o preparo do extrato membranario de plaqueta
humana teve excelente qualidade, cujo gel de poliacrilamida, tanto a 10% como a

6% conseguiu promover a individualizagdo das bandas mais expressivas.

Foram realizados varios procedimentos de Western blotting (n=3) com 5
extrato membranarios preparados. Apesar dos primeiros ensaios nao terem tido uma
boa resolucgédo ( vide exemplo na figura 4), observou-se que o gel de poliacrilamida a
10% n&o era adequado para a analise, pois o anticorpo produzido home made
reconhecida em qualquer extrato membranario, independentemente do grupo ABO,
proteina de alto peso molecular, que ndo havia corrido adequadamente (retangulo
branco). Naquele momento da analise supbs-se que a banda de interesse estivesse
no retangulo vermelho. No entanto, chamava a atencéo o fato de se tratar de jum
anticorpo monoclonal purificado, cuja representatividade na técnica de blotting
deveria ser mais expressiva. Frente a estes resultados e duvidas levantadas foram
realizadas novas eletroforeses SDS-PAGE com 6% de poliacrilamida.com intuito de
promover a migragao das bandas que se encontravam na regiao correspondente ao

retangulo branco.

Figura 4 — Técnica de Western blotting em SDS-PAGE a 10%
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Fonte: Arquivo pessoal, 2020. Legenda, em azul, marcadores de peso molecular (kaleidoscope™).

Figura 5 - Técnica de Western blotting em SDS-PAGE a 6% e anticorpo primario em

duas diferentes concentragoes

Fonte: Arquivo pessoal, 2020. Em A e B, Blotting com SDS-PAGE a 6% de poliacrilamida. Em A,
anticorpo primario diluido 1:100 e em B a dilui¢cdo foi de 1:50.

Nestas imagens pode-se identificar o reconhecimento de proteina de alto
peso molecular, podendo corresponder ao Fator Von Willebrand ou ao Fibrinogénio.
Foram descartadas outras especificidades cujas proteinas eram de menor peso
molecular (CD31, CD36, CD41, CD61, CD62-P).. Diante do impasse existente foram
realizados ensaios de pesquisa de inibidor da coagulagdo pelo método classico
descrito como teste da mistura.. Sabe-se que o teste denominado Tem.po de
Protrombina ou TP €& pouco sensivel a pequenas variagbes de fibrinogénio.
Entretanto, na hipofibrinogenemia grave (abaixo de 100 mg/dl de fibrinogénio) e na
afibrinogenemia (auséncia de fibrinogénio),o0 TP encontra-se alargado e incoagulavel,
respectivamente. . O teste da mistura (com pool de plasma normal na proporgao 1:2)
deve ser realizado para identificar se o prolongamento ocorre por deficiéncia de fator
ou presencga de inibidor. Se houver correcao do TP, deve-se levantar a hipotese de
deficiéncia de fator VII , V, Il ou X sequencialmente. Nao havendo corre¢céo do TP no

teste da mistura, comprovou-se a presenga de um inibidor da coagulagdo, que



38

devera ser identificado. Foram selecionados 10 doadores de sangue sem histéria de
discrasia sanguinea e realizado o tempo de atividade da protrombina em todos eles.
O valor médio foi de 10.9% com minimo de 9% e maximo de 15%.ste resultado é
considerado dentro da faixa de normalidade. Apds a realizagdo de um pool de
plasma destes individuos, foi realizada o teste da mistura, sendo que nos 10 ensaios
realizados com o anticorpo home made nas concentragdes que variaram de 1 a 50%,
todos foram igualmente incoagulaveis. Ainda assim, as duvidas permaneciam:
inibidor do fibrinogénio ou do Fator Von Willebrand. Ensaios suplementares
evidenciaram que a inibicdo ocorria por completa neutralizacdo da molécula do
fibrinogénio.

Apesar das dificuldades imposta por uma pandemia que determinaram
dificuldades de aquisicao/importacdo de materiais e dificuldade na manutencéo das -
parcerias externas realizadas para esta pesquisa, em marco de 2021 foi possivel
processar as analises de protedGmica no Laboatdrio da Faculdade de Odontologia da
USP de Bauru (equipamentos multiusuarios da FAPESP), sob a responsabilidade da
Profa. Marilia Afonso Rabelo Buzalaf.

A analise dos peptideos tripticos foi realizada no sistema nanoACQUITY
UPLC (Waters, Milliford, USA) acoplado ao espectrometro de massas Xevo Q-TOF
G2 (Waters, Milliford, USA), As proteinas foram identificadas por sua homologia com
proteinas no banco de dados UniProt (Universal Protein Resource); a espécie
utilizada foi a série "Homo sapiens" (UniProt, 2017).

O Software do equipamento gerou 3 tabelas mantidas originalmente em inglés
(Table 1, 2 e 3). Foram analisadas as 3 bandas de maior peso molecular
( aproximadamente 340.000 daltons, pelo Western blotting) . Nas 3 tabelas pode ser
observado que a primeira identificagdo € da molécula de fibrinogénio, cadeia v,

principal cadeia reconhecida pelo receptor da plaqueta. O escore é o mais elevado
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Table 1. Proteins identified using mass spectrometry with electrospray ionization in homo sapiens platelet samples.

Gel Band

1 Proteins

Entry Score

pl/MM
theoretical
(kDa)

Molecular function

Fibrinogen gamma
chain

FIBG_HUMAN 10795.97

5.80/49.15

Together with fibrinogen alpha (FGA) and
fibrinogen beta (FGB), polymerizes to form
an insoluble fibrin matrix. The gamma-chain
carries the main binding site for the platelet
receptor.

Fibrinogen beta chain

FIBB_HUMAN  6689.31

7.95/ 50.76

Cleaved by the protease thrombin to yield
monomers which, together with fibrinogen
alpha (FGA) and fibrinogen gamma (FGG),
polymerize to form an insoluble fibrin matrix.

Band 1

Fibrinogen alpha chain

FIBA_HUMAN  3261.569

5.79/91.35

Cleaved by the protease thrombin to yield
monomers which, together with fibrinogen
beta (FGB) and fibrinogen gamma (FGG),
polymerize to form an insoluble fibrin matrix.

Thrombospondin-1

TSP1_HUMAN 1857.976

4.71/129.01

Adhesive glycoprotein that mediates cell-to-
cell and cell-to-matrix interactions. Binds
heparin.

Myosin-9

MYH9_HUMAN 1197.598

5.562/222.79

Cellular myosin appears to play a role in
cytokinesis and cell shape. During cell
spreading, plays an important role in
cytoskeleton reorganization.

Band 1 = band of platelets from Homo sapiens; pl= Isoelectric point; MM = molecular mass.
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Gel band 2

Proteins

Entry Score

pl/MM
theoretical
(kDa)

Molecular function

Band 2

Fibrinogen gamma
chain

FIBG_HUMAN 11570.61

5.80/49.15

Together with fibrinogen alpha (FGA) and
fibrinogen beta (FGB), polymerizes to form
an insoluble fibrin matrix. The gamma-chain
carries the main binding site for the platelet
receptor.

Fibrinogen beta chain

FIBB_HUMAN  8458.75

7.95/ 50.76

Cleaved by the protease thrombin to yield
monomers which, together with fibrinogen
alpha (FGA) and fibrinogen gamma (FGG),
polymerize to form an insoluble fibrin matrix.

Fibrinogen alpha chain

FIBA_HUMAN  3331.706

5.79/91.35

Cleaved by the protease thrombin to yield
monomers which, together with fibrinogen
beta (FGB) and fibrinogen gamma (FGG),
polymerize to form an insoluble fibrin matrix.

Myosin-9

MYH9_HUMAN 2795.177

5.52/ 222.79

Cellular myosin appears to play a role in
cytokinesis and cell shape. During cell
spreading, plays an important role in
cytoskeleton reorganization.

Band 2 = band of platelets from Homo sapiens; pl= Isoelectric point; MM = molecular mass.
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Table 3. Proteins identified using mass spectrometry with electrospray ionization in homo sapiens platelet samples.

Gel band 3 Proteins Entry Score

pl/MM
theoretical
(kDa)

Molecular function

Fibrinogen gamma FIBG_HUMAN 6055.729
chain

5.80/49.15

Together with fibrinogen alpha (FGA) and
fibrinogen beta (FGB), polymerizes to form
an insoluble fibrin matrix. The gamma-chain
carries the main binding site for the platelet
receptor.

Band 3 Fibrinogen beta chain FIBB_HUMAN  3344.187

7.95/ 50.76

Cleaved by the protease thrombin to yield
monomers which, together with fibrinogen
alpha (FGA) and fibrinogen gamma (FGG),
polymerize to form an insoluble fibrin matrix.

Fibrinogen alpha chain FIBA_HUMAN  1585.546

5.79/91.35

Cleaved by the protease thrombin to yield
monomers which, together with fibrinogen
beta (FGB) and fibrinogen gamma (FGG),
polymerize to form an insoluble fibrin matrix.

Albumin ALBU_HUMAN 1297.271

5.92/69.08

Its main function is the regulation of the
colloidal osmotic pressure of blood.

Band 3 = band of platelets from Homo sapiens; pl= Isoelectric point; MM = molecular mass.
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O fibrinogénio consiste em dois pares de trés cadeias polipeptidicas,
heterotrimeros (a22y2) com trés tipos diferentes, mas evolutivamente relacionados,
de subunidades. Trata-se de uma proteina soluvel do plasma sanguineo, consistindo
em dois complexos de subunidades o, B e vy (a2B2y2). O anticorpo PAT2- 15 A2
reconhece as cadeias gama desta proteina, com a hipotese de que este
reconhecimento se dé na regiao destacada pelo retangulo preto na figura abaixo.
Esta hipdtese € sustentada pelo alto escore obtido na analise proteémica das

cadeias a e  também.

Figura 6 — Representagcédo esquematica das cadeias do Fibrinogénio humano
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Fonte: extraido de https://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/enzyme-explorer/analytical-
enzymes/fibrinogen-and-fibrin.html. Legenda: retadngulos em preto correspondem a provavel area de
reconhecimento do anticorpo.

Tendo confirmada a especificidade do anticorpo produzido como anti-
fibrinogénio total, foram realizadas as analises por Citometria de Fluxo com o painel

de anticorpos monoclonais marcados por diferentes fluorocromos (tabela 4).


https://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/enzyme-explorer/analytical-enzymes/fibrinogen-and-fibrin.html
https://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/enzyme-explorer/analytical-enzymes/fibrinogen-and-fibrin.html
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Tabela 4 - Média simples dos valores da Média de Intensidade de Fluorescéncia para PAT2-10 AS(home made), CD61-FITC e co-
expressdao com CD62P(APC) e CD41(PE)

PAT1 -/ | PAT1+/ |PAT1/- |PAT1+/ |PAT1-/ |PAT1+/ |PAT1/- PAT1+/
CD62P( CD62P+ | CD62P+ | CD41P- | CD41PE- | CD41PE | CDA1PE+

APC)- =

it ZHisd Valores médios da Media de Intensidade de Fluorencencia em %
Arazs 98,85 17,91 97,16 56,44 3,69 25843 14,45 5,09 1,29 77,08 7,60
D1 0 157 20 835 | 95 53, 28,25 1,85 58,67 11,33 19,79 0,67 68,82 10,72
D2 0,02 1,61 1581 9469 47105 2,39 45,62 493 47,05 0,97 13,02 6,40
D3 0 125 10,35 96,08 28,92 1,17 66,79 312 30,72 122 62,30 5,76
D4 00l | 125 22,98 92,89 45,63 4,65 39,42 15,28 24,96 1,91 62,35 10,78
D5 0 0,97 30,20 93,11 53,59 5,76 23,45 17,21 55 1,44 67,08 27,93

Fonte: Arquivo pessoal. Legenda: Plaqueta fresca (foram usadas 3 amostras de doadores diferentes); Plaquetas conservadas no primeiro (D1), segundo(D2),terceiro
(D3), quarto (D4) e quinto dia de conservagéo (D5). Foram analisadas 3 diferentes amostras analisadas nos cinco dias de armazenamento.
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Esta tabela reune os valores médios da média de intensidade de
fluorescéncia para cada um dos marcadores. Como pode ser observado os valores
do controle auto e do secundario estdo dentro do esperado. Foram analisadas 3
amostras de Concentrado de Plaquetas, frescas, ou seja, analisadas logo apds o
seu preparo, sem conservacao. O anticorpo PAT1- 10 A 5, teve um reconhecimento
de 17,95% das plaquetas analisadas em cada amostra. Sabe-se que a coleta da
amostra por si s6 € um mecanismo de ativagao plaquetaria. Para salvaguardar a
qualidade dos testes em hemostasia ha que se controlar as variaveis pré-analiticas
que se referem a todos os fatores que afetam a qualidade da amostra antes do inicio
do teste. A observacao das variaveis pré-analiticas nos testes de coagulagao é
extremamente importante para que se obtenha confiabilidade e qualidade

em todos os resultados dos testes de hemostasia.(66)

Ao se analisar os graficos de dispersao dos testes realizados, outras
informacgdes podem ser obtidas. Na figura sete estao registrados os plots de A -F da
citometria de fluxo, no momento de se fazer o autocontrole, ou seja, analisar, sem a
presenca de nenhum anticorpo a autofluorescéncia natural da célula em analise. Em
A observa-se a dispersado de plaquetas colhidas pouco antes da analise (plaquetas
frescas). Esta amostra corresponde as plaquetas usadas como imunégeno para se
obter o anticorpo monoclonal murino. Embora possa ser um processo complexo e
envolver varios gates ou regides de interesse, o processo de gating € simplesmente
selecionar uma area no grafico de dispersao gerado durante o experimento de
citometria de fluxo (leitura) que decide quais células vocé continua a analisar e quais
células n&o. A maioria dos instrumentos mede a luz espalhada pelas células em
angulos retos com o feixe de laser no espalhamento lateral, side scatter (SS) e a luz
espalhada na diregcao para frente ou espalhamento para frente, forward scatter (FS).
A literatura aponta cinco estratégias para a interpretacdo do gating: 1) Controle de
estabilidade de fluxo - para capturar eventos depois que o fluxo se estabilizou,
eliminando efeitos de entupimento, contrapressdo e outros problemas do
instrumento; andlise da geometria do gating eliminando artefatos; FS e SS para

remover detritos e outros eventos sem interesse enquanto preserva as ceélulas com
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base no tamanho e / ou complexidade, que foi usado neste trabalho;estalecimento
de subconjuntos de células para andlise e backgating que é uma estratégia que

permite analisar células no final do gating. (67)

Nos plots B a F, correspondendo aos CP analisados em dias sequenciais de
seu armazenamento, se observa uma distribuicdo das células diferentes daquela
observadas com a amostra fresca (A), cuja distribuicdo é mais ovalada, e o tamanho
e a granulosidade das células mais homogéneo. De B-F foram observadas uma
segunda populacdo de célula diferenciada pelo tridngulo vermelho, que em primeira
instancia poderia se tratar de debris, mas dados recentes da literatura apontam para
a identificagao de plaquetas com forma alterada, alongada, podendo estar ativadas e
emitindo pseuddpodes. Este aspecto em “rabo de cometa” foi identificado em todas
as analises de CP conservados, sendo que as maiores concentracdes de células
neste segundo gating (triangulo vermelho) sdo mais significativas no terceiro e

quarto dia de conservagao.

Figura 7 Comparagao do gating de plaquetas frescas, conservadas em D1, D2, D3,
D4 e D5 pelo método de Citometria de Fluxo
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delimitacdo em preto corresponde ao gating das plaquetas e o tridngulo vermelho, a subpopulacéo a ser
considerada.

Corroborando os achados de Dusan Vusetic, publicados em 2018, os autores
delimitam o gating das plaquetas frescas, que se assemelha ou mesmo podemos
dizer que é superponivel a aquele que tivemos em nosso trabalho. (68)Os autores
ainda, estudaram a mudanca de tamanho das plaquetas, comparando com beads de
tamanho previamente conhecido indo de meio micrometro a 6 micrometros e
relacionaram o aumento do tamanho da plaqueta com a ativagdo e agregacgao
plaquetaria. Na figura 8, os plots A, C e D sao do artigo citado. B e E sao gatings do
presente trabalho. Pode ser facilmente observado a semelhanca do grafico de
dispersédo do trabalho (A), circulado em vermelho e do presente estudo em B. No
plot C, foi realizado pelo autor analise das plaquetas em repouso e apés estimulo de
ativacdo e uso de beads de tamanho conhecido. Em D, analise apos uso de
agonista, onde percebe-se uma nitida mudanga do tamanho e da granulosidade das
plaquetas (triangulo vermelho). Em E, grafico de dispersdo das plaquetas do
presente estudo, analisadas no quarto dia de conservagdo. A distribuicdo € muito
semelhante aquela obtida pelos autores, apontando para que em D4, as plaquetas ja
se encontrem ativadas e se transfundidas ndao determinardo o efeito terapéutico
desejado.

Figura 8 - Comparacéo do gating de plaquetas frescas e mudanga do tamanho das
plaquetas conforme o dia de conservagao
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Neste trabalho, os autores identificaram o maior percentual de plaquetas
ativadas no dia 3. Nos nossos dados, esta ativacao foi identificada nos dias 4 e cinco
de armazenamento, quer pelo anticorpo home made de especificidade anti-
fibrinogénio, quer pelo reagente comercial CD62-P, o que sugere ser bem
consistente este resultado. (68)

A identificacdo da ativagao de plaquetas deve ser considerada um parametro
a ser usado pelos centros de transfusdo de sangue para avaliar a viabilidade e lesao
de estocagem de concentrado de plaquetas. Seria util para o paciente se fosse
considerado o indice de plaquetas ja ativadas, e que, portanto, ndo resultariam em
eficacia transfusional para se calcular o incremento plaquetario, a recuperagao e

sobrevivéncia de plaquetas.

Shin e colaboradores publicaram em 2017 um modelo matematico e
inteligente para analisar as plaquetas em repouso (discéides) daquelas com
mudanca de forma, por ativagao e agregacao. Este fendmeno é dinAminco no nosso
organismo e se da pela intrincada malha proteica e de proteinas adesivas que
compde a membrana plaquetaria. Apds a sinalizacdo por quimiocinas, e lesdo de
vaso, inicia-se o0 processo de adesdo e ativagao plaquetaria. A integrina allbeta3,
conhecido como Gpllb/llla sofre drasticas mudangas conformacionais por meio de
sinalizacao de dentro da plaqueta para fora e se liga ao Fibrinogénio. (69)

Apds a exposicdo a estimulos fisicos ou bioquimicos, notavel formato das
plaquetas as mudangas precedem a agregacao ou adesdo. As mudancgas na forma
das plaquetas facilitam a formacao e adesédo de agregados plaquetarios, mas sao
prontamente reversiveis em contraste com as caracteristicas irrevogaveis de
agregacdo e adesao. Neste fenbmeno dindmico, vias de sinalizagdo molecular

complexas e uma série de varias proteinas do citoesqueleto estdo envolvidas.

Podemos afirmar com seguranga, que o anticorpo monoclonal produzido é da
classe /subclasse 1gG1xk, cuja especificidade confirmada e validada € dirigida contra

a molécula total do fibrinogénio.
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O fibrinogénio € uma glicoproteina plasmatica hexamérica de 340 kDa sintetizada
pelo figado e € o principal componente estrutural do coagulo. O tipo de disturbio de
fibrinogénio que requer terapia de reposicao pode ser congénito ou adquirido. Pode

haver uma anormalidade na quantidade ou fungao do fibrinogénio circulante.(70)

Diante dos resultados encontrados pode-se prospectar o uso do anticorpo anti-
fibrinogénio para analises em geral, para construgcdo de imunossensor e
determinacao rapida de fibrinogénio quantitativamente, o que teria tido grande
impacto na pandemia de COVID 19, tendo em vista sua importancia como proteina
de fase aguda, seu monitoramento corroboraria com a diminuicdo e normalizagéo
dos niveis de fibrinogénio na fase de recuperagcdo da doenca. Além do uso ja
projetado, para o controle de qualidade de plaquetas, e com certeza, do Plasma

Fresco Congelado e do Crioprecipitado.

As condicbes adversas determinadas para os pesquisadores em funcdo da
pandemia nao permitiram a constru¢cdo do imunossensor, tendo em vista as
dificuldades em deslocamentos para laboratérios de outras Universidade s, como
seria 0 caso, para o Instituto de Quimica de Araraquara, para A Unifesp de Sao José
dos Campos, destacando que nem mesmo no Laboratérios de Imunossensor da

Faculdade de Ciéncias Agronémicas da UNESP, Campus de Botucatu, foi possivel.

O pedido de analise de depdsito de patente foi realizado junto a AUIN e aguarda
0 posicionamento da Agéncia. Mesmo apds a apresentagao/defesa deste trabalho,
ensaios adicionais continuarao a ser realizados com a finalidade de consubstanciar

o depdsito de patente junto ao INPI.

5 — CONCLUSOES
Estabeleceu-se novo método de controle de qualidade de plaquetas com finalidade
transfusional, baseado em citometria de fluxo usando anticorpo monoclonal de
especificidade anti-fibrinogénio produzido home made. A partir deste modelo, um
imunossensor deve ser construido e testado assim que as condigdes de pesquisa e

normalidade de trabalho forem reestabelecidas.
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Foi possivel caracterizar o anticorpo monoclonal PAT1-10 A 5 dirigido contra
antigenos plaquetarios humanos produzidos pelo Laboratério de Biologia Celular -
Laboratério de Biotecnologia Aplicada do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu - LBA/HCFMB, como sendo de especificidade anti fibrinogénio

humano, molécula total.

Nao foi possivel estabelecer padrées de conformidade e ndo conformidade para a
liberagdo de CP utilizando a tecnologia de monitoramento de VEs por Citometria de
Fluxo em funcédo das dificuldades mercadolégicas em aquisicdo de materiais de

pesquisa em fungao da alta do ddlar, consequente ao periodo da pandemia.

Aguarda-se a analise de patenteabilidade, junto a AUIN, do anticorpo monoclonal

caracterizado.
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