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Resumo

A asma alérgica € uma doencga inflamatéria crénica das vias aéreas, caracterizada
por resposta imune de perfil Th2, com eosinofilia e alta producao de IgE. Evidéncias
recentes indicam que, além da fungao classica na hemostasia, as plaquetas também
participam de processos inflamatoérios e imunologicos, interagindo com leucécitos e
modulando a resposta adaptativa. No entanto, seu papel na asma alérgica ainda nao
e totalmente compreendido. Este trabalho teve como objetivo investigar o papel das
plaguetas no desenvolvimento do processo alérgico nos orgaos linfoides
secundarios e na inflamacgao alérgica pulmonar em um modelo experimental murino.
Para isso, foram utilizados camundongos fémeas Balb/c, sensibilizadas e desafiadas
com ovalbumina e tratados com anti-CD41 para deplecao de plaquetas. Durante a
resposta imune da alergia pulmonar, observou-se aumento de IL-5, CCL11 e PF4,
além de eosinofilia local e sistémica. Nessa condicdo, foi detectado aumento na
formagao de agregados entre plaquetas e leucécitos, especialmente com eosindfilos,
macrofagos alveolares e linfécitos B. Com a deplecdo parcial de plaquetas pelo
tratamento com anti-CD41, houve reducdo de PF4 no plasma, do infilirado
eosinofilico e menor formagdo de agregados plaqueta-leucécito no pulmdo. Em
concordancia, também foi observada reducdo de linfécitos Th2 nos linfonodos
mediastinais. O tratamento também levou a alteragcbes nas subpopulagbes de
linfocitos B 1gG1* e IgE*nos o6rgaos linfoides periféricos dependente da fase do
protocolo. Apesar disso, 0s niveis séricos dos anticorpos produzidos por essas
subpopulagdes de LB nao foram alterados, mas sua qualidade funcional foi afetada,
com reducgdo da avidez e prejuizo na formacéao de foliculos linfoides secundarios no
baco. Esses resultados demonstram que as plaquetas exercem participagao ativa na
alergia pulmonar, modulando diferentes aspectos da resposta imune, com impacto

variavel a depender da fase da inflamacao.

Palavras-chave: asma; plaquetas;eosinofilia; imunidade humoral; centros

germinativos.



Abstract

Allergic asthma is a chronic inflammatory disease of the airways, characterized by a
Th2-skewed immune response, eosinophilia, and elevated IgE production. Recent
evidence indicates that, beyond their classical role in hemostasis, platelets also
participate in inflammatory and immunological processes by interacting with
leukocytes and modulating the adaptive immune response. However, their role in
allergic asthma remains incompletely understood. This study aimed to investigate the
contribution of platelets to the development of allergic processes in secondary
lymphoid organs and pulmonary allergic inflammation using a murine experimental
model. Female Balb/c mice were sensitized and challenged with ovalbumin and
treated with anti-CD41 to induce platelet depletion. During pulmonary allergic
responses, increased levels of IL-5, CCL11, and PF4 were observed, along with both
local and systemic eosinophilia. Under these conditions, enhanced formation of
platelet-leukocyte aggregates was detected, particularly with eosinophils, alveolar
macrophages, and B lymphocytes. Partial platelet depletion by anti-CD41 treatment
led to reduced plasma PF4, decreased eosinophilic infiltration, and lower formation of
platelet-leukocyte aggregates in the lungs. Consistently, a reduction in Th2
lymphocytes was also observed in mediastinal lymph nodes. The treatment further
induced changes in IgG1* and IgE* B cell subpopulations in peripheral lymphoid
organs, depending on the protocol phase. Nevertheless, serum levels of antibodies
produced by these B cell subsets were not altered; instead, their functional quality
was impaired, as evidenced by reduced avidity and diminished formation of
secondary lymphoid follicles in the spleen. Altogether, these findings demonstrate
that platelets actively contribute to pulmonary allergy by modulating distinct aspects
of the immune response, with variable impact depending on the phase of

inflammation.

Keywords: asthma; platelets; eosinophilia; humoral immunity; germinal centers
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1. INTRODUGAO

1.1.Asma

A asma é uma doenga heterogénea, caracterizada por inflamagao croénica no
pulmédo, que afeta todas as faixas etarias. Clinicamente, apresentasintomas com
graus variados de sibilancia, tosse e dispneia, os quais sdo consequéncias da
obstrucdo do fluxo aéreo, da hiperresponsividade brénquica e do remodelamento
tecidual nas vias aéreas inferiores(CHUNG et al., 2022). De acordo com o Global
Initiative for Asthma (GINA), a asma afeta em torno de 300 milhées de pessoas em
todo o mundo e é responsavel por cerca de 1.000 mortes diariamente (GINA, 2025).
Apesar de alguns dados obtidos entre 1990 e 2019 demonstrarem que a incidéncia e
a mortalidade por asma tiveram uma queda em determinadas localidades, a
prevaléncia da doenga continua expressiva, principalmente em paises com elevado
indice sociodemografico. Ao passo que paises com baixo indice apresentam maior
mortalidade padronizada por idade (AARON et al., 2018; CAO et al., 2022). A
doenca apresenta uma alta taxa de morbidade, afetando consideravelmente a
qualidade de vida do individuo e sobrecarregando os sistemas de saude (COSTAet
al., 2024). No Brasil, o impacto da asma alcanca de forma preocupante os gastos em
saude, sendo a 42 principal causa de internagdo no pais, com quase 300 mil
registros por ano. Em 2021, dados apontaram um custo anual de R$ 537 milhdes
para os cofres publicos(PRADO et al., 2024).

Devido a heterogeneidade da asma, a doenca pode ser classificada pela
idade de inicio dos sintomas (precoce ou tardio), pela presenga ou auséncia de
sensibilizagao alérgica (atopica ou ndo atdpica), pelo nivel de controle dos sintomas
(controlado, parcialmente controlado e ndo controlado), além da coocorréncia de
outras condigdes de saude que sao consideradas exacerbadoras dos sintomas ou
mesmo contribuem diretamente para a patogénese da doenga, como obesidade,
rinossinusite e depressdo (JIAet al., 2022). E recomendado que adultos,
adolescentes e criangas com mais de 5 anos com diagndstico de asma fagam
tratamento contendo corticosteroide inalatério de forma regular ou quando
necessario, com o objetivo de controlar os sintomas e prevenir crises (LEVYet al.,
2023).
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O conjunto de caracteristicas ja mencionadas faz com que a asma possa ser
dividida em enddtipos e fendtipos. Os fendtipos dizem respeito as caracteristicas
clinicas variaveis, como sintomas e gravidade, englobando as formas alérgica, néo
alérgica, ocupacional e grave, e podendo estar relacionadas ao estilo de vida e/ou
fatores genéticos (KURUVILLA; LEE, 2019). Ja os enddtipos, referem-se aos
mecanismos pelos quais a doenca se desenvolve, sendo sua classificacdo
importante para uma melhor compreensdo da patogénese da asma. Entre os
principais endétipos, destacam-se o tipo 2 (T2)-alto e o T2-baixo (AKAR-GHIBRIL et
al., 2020). O T2-alto é caracterizado por inflamac&o predominantemente eosinofilica
e niveis séricos elevados da imunoglobulina E (IgE), estando associado ao fendétipo
de asma alérgica (AKAR-GHIBRIL et al., 2020; RICCIARDOLO et al., 2021).0
endotipo T2-baixo, por sua vez, é definido por uma resposta inflamatéria
caracterizada, em alguns casos, pelo aumento do recrutamento de neutrofilos para
os pulmdes, sendo geralmente de inicio tardio(Jl; LI, 2023; RICCIARDOLO et al.,
2021). Esse tipo de resposta pode levar a ndo responsividade ao uso de
glicocorticoides, agravando as condi¢des clinicas dos pacientes e representando um
desafio terapéutico relevante(MARSHALL; HASANI; MOOKHERJEE, 2021).

A asma alérgica é o fendtipo mais comum e com 0S mecanismos
imunoldgicos melhor compreendidos, estando frequentemente associada a fatores
genéticos e ambientais. E caracterizada por uma resposta imunolégica de perfil Th2,
com niveis elevados das citocinas interleucina (IL)-4, IL-5 e |L-13, além de aumento
da IgE e de eosinofilia, em resposta a estimulos ubiquos alergénicos, como pdlen,
acaros e pélos de animais(MALAYAet al., 2025).0 trato respiratério, a pele e o
intestino atuam como barreiras entre o ambiente e o hospedeiro, funcionando como
mecanismos de defesa iniciais. Os epitélios apresentam caracteristicas especificas
com o intuito de exercer fungdo de protegcdo contra patdgenos e alérgenos, sendo
importante destacar sua interagdo com células do sistema imune, que contribui para
o desenvolvimento e a manutengéo da tolerancia imunoldgica(BERNI CANANI et al.,
2024; 1IZQUIERDO et al., 2022).

O epitélio das vias aéreas forma uma barreira continua e autolimpante,
resistente a agentes bioldgicos, quimicos ou fisicos (GON; HASHIMOTO, 2018). No
entanto, aeroalérgenos tém a capacidade de danifica-la em individuos suscetiveis,
pois muitas de suas proteinas apresentam dominios funcionais com atividade

enzimatica, afetando diretamente a integridade epitelial (AKDIS, 2021). Apos esse
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insulto, o epitélio sinaliza para células estromais e hematopoiéticas vizinhas,
recrutando células imunes e iniciando a resposta inflamatéria (BERNI CANANI et al.,
2024; DUCHESNE; OKOYE; LACY, 2022). Contudo, ndo é apenas o insulto
ambiental que explica o desenvolvimento da asma. Estudos genéticos tém mostrado
que polimorfismos em genes, como ORMDL3/GSDMB, estdo associados a
suscetibilidade ao desenvolvimento da asma, atuando especialmente na regulagéo
da resposta imune e na integridade do epitélio das vias aéreas (NTONTSI et al.,
2021). A partir da perspectiva epigenética, evidéncias emergentes indicam que
metilacdo do DNA, modificacbes em histonas e expressdo de microRNAspodem
alterar a fungao epitelial ao longo da vida (Fiuza et al., 2021). Além disso, estudos
recentes mostram que padrdes especificos de metilacdo no epitélio nasal ou
brénquico estdo correlacionados com asma ou atopia em criancas e adolescentes,
sugerindo um papel funcional direto da epigenética no desenvolvimento da doencga
(LIMA; ALHAMWE, 2023).

O contato entre o epitélio e o alérgeno, que geralmente € inécuo a individuos
nao acometidos pela doencga, leva, por meio dos receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs), a secreg¢do de alarminas, como as citocinas linfopoetinaestromal
timica (TSLP), IL-25 e IL-33(HELLINGS; STEELANT, 2020). Estruturas moleculares
derivadas do alérgeno podem se ligar nosreceptores do tipo Toll (TLRs) expressos
nas células do sistema imune (ESTEVEZ; DU, 2017).A resposta pode ser iniciada
tanto pela interacdo direta do alérgeno quanto pela deteccdo de padroes
moleculares associados ao dano (DAMPs) liberados por células lesionadas, cuja
presenca indica perda da integridade homeostatica (FREYet al., 2020). Essas
alarminas ativam células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2s) e células dendriticas
(DCs).As ILC2s séo células da imunidade inata que, quando ativadas, produzem
grandes quantidades das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, as quais amplificam a
inflamacao atuando em células B, eosindfilos, mastdcitos e macrofagos, além de
contribuirem com a polarizagao dos linfécitos T ativadospara o perfil Th2(ASGHAR
PASHA; YANG, 2021; MATSUYAMA et al., 2024).A IL-13, por sua vez, promove a
diferenciagao exacerbada de células caliciformes, aumentando a produgao de muco
e contribuindo para a obstrugcdo das vias aéreas, fendmeno caracteristico da asma
(HELLINGS; STEELANT, 2020).

Em conjunto, as citocinas epiteliais e as derivadas das ILC2s contribuem para

a ativagdo das células apresentadoras de antigenos, como as células
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dendriticas(DUCHESNEet al., 2022; SCHUIJSet al., 2019). Com localizagao
privilegiada na mucosa pulmonar, essas células interagem com os alérgenos por
meio de receptores do tipo Toll, o que potencializa o processo de fagocitose e o
subsequente processamento antigénico para posterior apresentagao aos linfocitos T
virgens(MORIANOS; SEMITEKOLOU, 2020; XUAN et al., 2024). Apo6s a ativacao, as
DCs passam por um processo de maturagcao, que envolve o aumento da expressao
de moléculas coestimulatérias, como cluster diferentiation(CD) 40Le CD80/86, bem
como do complexo de histocompatibilidade principal Il (MHC-Il) associado ao
antigeno. Paralelamente, inicia-se o processo de migragdo dessas células, via eixo
ligante de quimiocina 21 e seu receptor de quimiocina C-C tipo 7 (CCL21/CCRY7), em
diregao aos orgaos linfoides periféricos, onde ocorre a apresentacdo antigénica aos
linfécitos Tvirgens. Assim é estabelecido um elo entre as imunidades inata e
adaptativa (KUBO et al., 2024; XIANGet al., 2024).

Uma vez feita a apresentagdo de antigenos aos linfécitos T CD4* virgens,
ocorre a diferenciacdo em linfocitos T foliculares (LTen) € em linfocitos T auxiliares
do tipo 2 (LTh2) (KUBO et al., 2024). Os LTrH sé&o caracterizados pela expressao
dos receptores de quimiocina do motivo C-X-C(CXCR)5, do coestimulador indutivel
de células T( ICOS) e da proteina de morte celular programada1 (PD-1)e pelo fator
de transcricdo Bcl6 (GOWTHAMANet al., 2019). No centro germinativo (CG), esses
linfocitos interagem com os linfocitos B e sdo essenciais por fornecerem estimulos,
como moléculas coestimulatorias e IL-4, para que essas células realizem a troca de
isétopo de anticorpo, inicialmente de IgM para IgG1 e, posteriormente, de IgG1 para
IgE de alta afinidade(ASRAT et al., 2020; GOWTHAMAN; CHEN; EISENBARTH,
2020). A IgE é essencial nas respostas de hipersensibilidade imediata, sendo seu
receptor de alta afinidade, o FceRIl, expresso em células como mastocitos e
basdfilos, que s&o sensibilizados apdés o contato inicial com o alérgeno
(MCDONNELLet al,, 2022). Em exposi¢cbes subsequentes, durante a fase de
desafios, a ligagcdo do alérgeno as moléculas de IgE, ja ligadas nos receptores na
superficie dos mastécitos e os basofilos, provoca a degranulagdo dessas células,
com a liberacdo de mediadores inflamatérios e lipidicos, como histamina,
prostaglandinas e leucotrienos, que promovem vasoconstricdo e hiperresponsividade
das vias aéreas(GOWTHAMAN; CHEN; EISENBARTH, 2020; HAMMAD;
LAMBRECHT, 2021). Além disso, no pulmao, também pode ocorrer rapida troca de

isétopo para IgE, gracas aos linfocitos B IgG1*, que sdo documentados como células
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de memoria especificas precursoras dessa imunoglobulina de alta afinidade
(HOEHN, 2023; HOOF et al., 2020).

ApOs a polarizagao nos linfonodos drenantes, os LTh2 efetores migram para a
periferia e desempenham suas fungdes secretando varias citocinas, dentre elas IL-4,
IL-5 e IL-13 (SEUMOISet al., 2020). Particularmente, a IL-5 é responsavel por
aumentar a producao de eosindfilos na medula éssea e promover a ativagao dessas
células na periferia (ANTOSZet al., 2024). Quando maduros, esses leucdcitos sao
liberados na corrente sanguinea e expressam altos niveis de CCR3 e IL-5Ra
(CD125)(VAN HULSTet al., 2020), sendo assim fortemente influenciados pela
quimiocina eotaxina-1/CCL11 e pela propria IL-5, ambas elevadas na asma (WU et
al., 2022). Além disso, seus granulos citoplasmaticos contém um repertdério unico de
mediadores, como a peroxidase de eosindfilos (EPO), a proteina basica principal
(MBP), a proteina catibnica de eosindfilos (ECP) e a neurotoxina derivada de
eosindfilos (EDN), que apresentam potentes efeitos citotdxicos, neurotdxicos e
participam na formacao de radicais livres, induzindo inflamagao e/ou dano tecidual
(SHENet al., 2023). Os eosindfilos também s&o capazes de liberar armadilhas
extracelulares de DNA, denominadas EETs (eosinophilextracellulartraps),
semelhantes a teias, que estdo associadas a progressdo da asma por aumentarem
0os niveis de citocinas epiteliais e interagirem com o sistema nervoso periférico
(CHOI et al., 2020; LU et al., 2021).

Outro tipo celular fundamental neste contexto sdo os macréfagos alveolares
(MA), células residentes do pulmdo com funcdo de defesa, reparo tecidual e
depuracéao do surfactante. Esses macrofagos sao responsaveis pela eferocitose, que
contribui para o bloqueio das respostas inflamatérias e imunoldgicas nos alvéolos
por meio da remogédo de células apoptoticas (TEE et al., 2023). Em individuos
asmaticos, observa-se um aumento na producao de IL-10 e 6xido nitrico (NO) pelos
MA, o que sugere um papel regulador dessas células no controle da inflamacgao. No
entanto, apesar dessa resposta compensatéria, os MA de pessoas com asma
parecem apresentar disfuncdo e menor eficiéncia na mediacdo da resposta anti-
inflamatdria quando comparados aos de individuos saudaveis (BALHARA; GOUNNI,
2012). Além disso, durante a alergia pulmonar ocorre disfungao alveolar grave, que
pode acarretar na morte dos MA, agravando o quadro inflamatério pela reducao da
eliminacdo de células apoptéticas(FEO-LUCASet al., 2023; MIKlet al., 2021).0

processo de desenvolvimento da inflamagao alérgica esta resumido na Figura 1.
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Figura 1: Imagem representativa da resposta imune na alergia pulmonar. Proteases
presentes nos alérgenos causam danos ao epitélio pulmonar. DAMPs liberados, juntamente
com os proprios alérgenos, sdo reconhecidos pelas células epiteliais por meio de receptores
do tipo Toll, levando a liberagao de TSLP, IL-25 e IL-33. Essas alarminas ativam células
linfoides inatas do tipo 2 (ILC2), que liberam citocinas como IL-5 e IL-13, além de recrutar
outras populagdes de células imunes produtoras de citocinas do tipo 2 (T2). A IL-5 atua na
diferenciagcdo de eosindfilos na medula éssea, promovendo eosinofilia periférica e nas vias
aéreas. Além disso, TSLP e IL-33 induzem hematopoiese in situ de células-tronco
hematopoiéticas (HSPC), ja presentes na mucosa ou recrutadas da circulagdo. As citocinas
epiteliais também ativam células dendriticas (DCs), que processam os alérgenos e os
apresentam aos linfocitos T virgens nos linfonodos. Esse reconhecimento leva a geragao de
linfocitos T efetores (TE) e foliculares (TFH). Em contatos subsequentes com o antigeno, os
TE, no caso LTh2, sofrem rapida proliferacdo e secretam de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-
13, intensificando a resposta Th2. Os TFH migram para o centro germinativo (CG) via eixo
CXCL13-CXCRS5, onde interagem com linfécitos B (LB) e promovem a troca de classe de
imunoglobulina. Apds a formacao de LB IgE*, mastdcitos e basoéfilos sdo sensibilizados com
essa imunoglobulina e, em exposi¢cées subsequentes ao alérgeno, sofrem degranulagao e
liberam mediadores inflamatérios. Macrofagos alveolares, células pulmonares residentes,
liberam IL-10 e 6xido nitrico que contribuem para o controle da inflamagdo (GOWTHAMANet
al., 2020; CAMIOLOet al., 2021). Imagem adaptada de Camiolo (2021). Elaborada no
BioRender.
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Mesmo sendo o tipo de asma melhor esclarecido, os mecanismos que
participam do desenvolvimento da asma alérgica de perfil Th2-alto ainda ndo sao
totalmente compreendidos. Desde os anos 1990, ja se observa que pacientes
asmaticos exibem niveis sanguineos elevados do Fator Plaquetario 4 (PF4/CXCL4),
citocina liberada quando as plaquetas se encontram ativadas (YAMAMOTOet al.,
1993). A partir disso, diversos estudos buscaram elucidar o envolvimento dessas
células na patogénese da asma, como o de Kowal e colaboradores, que verificaram
que pacientes asmaticos desafiados intrabronquialmente com extrato de
Dermatophagoides pteronyssinus apresentaram aumento nos niveis de marcadores
de ativagado plaquetaria, como fator plaquetario 4 (PF4) e P-selectina (CD62P)
soluvel (KOWALet al., 2006). Em estudo com modelo murino, Takeda e
colaboradores (2016) evidenciaram que as plaquetas expressam, de forma
constitutiva, a IL-33, e que sua deplegao, via injecdo intraperitoneal de anticorpo
monoclonal anti-CD41, foi capaz de reduzir o infiltrado eosinofilico nas vias aéreas
(TAKEDAet al., 2016). Embora as evidéncias cientificas apontem diversos
mecanismos relacionando plaquetas e asma, ainda falta esclarecer de forma
aprofundada sua funcédo na doencga. Claramente, a asma € uma condicdo complexa,
com a participagdo de diversos tipos celulares em seu desenvolvimento, o que
evidencia as varias lacunas a serem preenchidas sobre as interagdes entre

plaquetas e células do sistema imune.
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1.2.Plaquetas e seu papel na asma

As plaquetas sédo células anucleadas que medem de 2 a 5um, sdo muito
abundantes no sangue e originadas a partir de megacariocitos em estagio de ploidia
de 8N a 32N(KOUPENOVA et al., 2018; SUN et al., 2021). A medula 6ssea € o
principal local conhecido para a geragédo de plaquetas, mas ja foi demonstrado que
no pulmao também ocorre biogénese plaquetaria, representando um pool razoavel
dessas células (ASQUITHet al., 2024). Na estrutura plaquetaria, destacam-se os
granulos alfa e densos, fornecidos pelos megacariocitos, que possuem conteudos
especificos e desempenham diferentes fung¢des. Enquanto os granulos alfa
apresentam fibrinogénio, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
trombospondina e PF4, os granulos densos sdo compostos por serotonina, ADP
(difosfato de adenosina), ATP (trifosfato de adenosina) e calcio. Diversos
componentes sdo capazes de ativar as plaquetas, como colageno, adenosina
difosfato  (ADP), epinefrina, fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e
tromboxano(GREMMEL; FRELINGER; MICHELSON, 2016). O maior agonista
plaguetario conhecido é a trombina, formada no figado como zimogénio e capaz de
ativar plaquetas quando se encontra na forma ativa(VAN DER MEIJDEN;
HEEMSKERK, 2019). Durante a ativagao plaquetaria, ocorre fusdo das membranas
granulares com a membrana plasmatica e liberagao dos seus conteudos para o meio
extracelular. Além disso, as plaquetas passam de um formato ovoide para um
formato com pseuddpodos, gragcas a extensa membrana celular que permanece
invaginada durante a inatividade. Esse novo formato, em conjunto com
glicoproteinas de membrana, garante melhor adesao das plaquetas as superficies e
a outras células (JURK; KEHREL, 2023). Também é importante mencionar a
expressao de proteinas que ocorrem exclusivamente apdés a ativacdo, como
fibrocistina L, CD109 e CD62P sendo esta ultima frequentemente utilizada como
marcador de ativacao plaquetaria (GREMMEL; FRELINGER; MICHELSON, 2016).

Quando as plaquetas nao estéo ativadas, ou seja, em repouso, nao interagem
com a parede vascular livre de danos. Devido ao seu grande numero na corrente
sanguinea e a sua ampla gama de receptores, as plaquetas conseguem avaliar
continuamente o ambiente e identificar eventuais lesdes(STARK; MASSBERG,
2021). No instante em que essas células recebem sinal por meio da ligacdo a

receptores, inicia-se uma cascata de sinalizagao intrinseca que gera sua ativagéo e
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a secregcao do conteudo de seus granulos. Ao serem secretados, esses
componentes intensificam a sinalizagao da ativacao plaquetaria, além de ativar e
recrutar plaquetas circulantes em repouso (ESTEVEZ; DU, 2017). A expressao do
complexo glicoproteico llIb/llla na membrana de plaquetas (GPlIb/llla), formado pela
heterodimerizagéo das integrinas allb (CD41) e B3 (CD61), passa a ter alta afinidade
pelo fibrinogénio apos a ativagcdo (DURRANT; VAN DEN BOSCH; HERS, 2017).
Tudo o que foi mencionado facilita a formagao de coagulos, que servem como
reservatorios de citocinas e fatores de crescimento liberados conforme as plaquetas
ativadas degranulam. Além disso, ha também a participacdo de outros mediadores,
como fibrina, fibroblastos e queratindcitos que, juntamente com as plaquetas e
outras células, como macréfagos, contribuem para a estabilizacdo do coagulo e o
processo de reparo(OPNEJA; KAPOOR; STAVROU, 2019). Apesar de seus papéis
mais conhecidos, coagulagdo e hemostasia, as plaquetas também desempenham
funcdes em diferentes contextos, bem como interagem com células do sistema
imunolégico(t UKASIK; MAKOWSKI; MAKOWSKA, 2018).

Vale destacar que as plaquetas possuem receptores da imunidade inata e,
devido a isso, podem reconhecer, se ligar e eliminar patégenos por encapsulamento
e liberacao de peptideos antimicrobianos, sendo a deteccido de padrées moleculares
associados a patégenos (PAMPs) por essas células uma estratégia eficiente de
defesa do hospedeiro, garantindo uma resposta rapida a infecgcoes (MAOUIA et al.,
2020). Além disso, a eliminacdo do agente invasor pode ser mediada pelas
plaguetas de forma indireta, por meio da ativagdo de macrofagos e neutrofilos (GUO;
RONDINA, 2019). As plaquetas possuem, inclusive, receptores para citocinas como
IL-1B e fator de necrose tumoral (TNF), capazes de induzir sua ativagéo, além de
possuir em seu citoplasma oinflamassoma NLRP3, que leva a clivagem e
liberacaode IL-13 e IL-18 (GUO; RONDINA, 2019). Uma vez ativadas, as plaquetas
conseguem se agregar aos leucocitos por meio das interagdes P-selectinae Ligante
1 da Glicoproteina P-selectina (PSGL-1) ou CD40/CD40L, evidenciando seu papel
como efetoras tanto da imunidade inata quanto da adaptativa(DIB et al., 2020; QIAN
et al.,, 2020). O conjunto dessas caracteristicas referentes as plaquetas estéo

representadas na Figura 2.
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Figura 2: Caracteristicas das plaquetas ativadas.As plaquetas sdo células sentinelas e
efetoras essenciais no desenvolvimento da alergia pulmonar. Podem ser ativadas
diretamente pelo alérgeno, via receptores do tipo Toll, ou por outros agonistas, como a
trombina. Uma vez ativadas, mudam sua conformacgao, liberam o conteudo de seus granulos
e passam a expressar P-selectina. A expressdo de P-selectina permite a interagao célula-
célula com leucdcitos, facilitando a migracao dessas células para o pulméao e a formacgao do
infiltrado inflamatodrio caracteristico da asma. A ativagao das plaquetas também pode induzir
a via do inflamassoma NLRP3, culminando na produgao e liberagdo de IL-1[, citocina
importante na resposta inflamatéria (GUO; RONDINA, 2019; VAN DER MEIJDEN;
HEEMSKERK, 2019). Imagem adaptada de GUO, 2019. Elaborada no BioRender.

No contexto de respostas alérgicas, as plaquetas apresentam outras
caracteristicas, como maior poder adesivo a outras células, capacidade de migracéo
transendotelial e favorecimento do infiltrado inflamatorio (PITCHFORDet al., 2019).
Em um estudo, foi demonstrado que ao sensibilizar e desafiar camundongos com
extrato de acaro da poeira doméstica (HDM), ocorreu a chegada de plaquetas ao
local de exposicdo ao alérgeno (SHAHet al., 2021). Isso acontece gracas a P-
selectina liberada dos grénulos a, que possibilita tanto sua agregacdo com
leucocitos quanto a interagdo com o endotélio, e cujos niveis estdo aumentados no
sangue de pessoas asmaticas durante a exacerbacao da doenca (GRANAIAet al.,
2023; JOHANSSONet al., 2020). Em modelo experimental de alergia pulmonar
induzida por ovalbumina (OVA), foi demonstrado que o receptor purinérgico P2Y1
em plaquetas é ativado durante a resposta e, como consequéncia, ha maior

formagao de agregados plaquetas-leucécitos e aumento do infiltrado inflamatério no



22

pulmdo devido a sua capacidade de estimular a expressdo de P-selectina
(AMISONet al., 2015). Outro estudo mostrou que plaquetas podem ser ativadas
diretamente pelo alérgeno via TRL e apresentam aumento da expressao de CD40L.
Além do mais, esse marcador nas plaquetas esta intimamente relacionado ao
desenvolvimento da asma, ja que sua deficiéncia ndo proporcionou o aumento nos
niveis séricos de IgE especifica, no infiltrado inflamatdrio e nas expressdes de IL-4 e
IL-13 no pulmao (TIANet al., 2015). Como ja mencionado anteriormente, as
plaguetas expressam IL-33, uma citocina produzida por células epiteliais de
importancia para o inicio da resposta alérgica (TAKEDAet al., 2016), o que reforga a
relevancia dessas células desde o inicio da resposta.

Para que haja o infiltrado inflamatério no pulméo, etapas sequenciais
precisam ocorrer para permitir a chegada das células ao tecido pulmonar, incluindo
adesdao e rolamento (JANUSKEVICIUSet al., 2019). Como ja mencionado
anteriormente, as plaquetas contribuem para o recrutamento de leucécitos ao
pulméao, incluindo eosindfilos e linfocitos T, por meio da interagdo direta com essas
células (JOHANSSON et al., 2012). Quando ativados, os eosindfilos passam a
expressar B1-integrina em sua superficie, a qual se liga a molécula de adeséo
celular vascular-1 (VCAM-1) presente no endotélio (DATTOLI et al., 2018). Essa
integrina estd mais expressa em eosindfilos de individuos asmaticos, e foi
demonstrado que isso ocorre, principalmente, nas células que estdo ligadas a P-
selectina, por meio da interagédo via PSGL-1 (JOHANSSON; MOSHER, 2011). Para
além do contato direto, as plaquetas sdo grandes produtoras de CCL5/RANTES,
uma quimiocina potente para o recrutamentode eosindfilos e linfécitos T, reforgando
seu papel essencial na formagao do caracteristico infiltrado inflamatério observado
na asma (GRUBAet al., 2023; LUOet al., 2021).

As plaquetas podem estar agregadas a outros leucdcitos envolvidos no
desenvolvimento da asma Th2-alta, como as ILC2s, que apresentam maior producao
de citocinas e capacidade de proliferagédo apos estimulos alergénicos (ORIMOet al.,
2022). Além disso, as plaquetas sdo encontradas colocalizadas com DCs nas vias
aéreas de camundongos alérgicos, por meio da interagdo CD40-CD40L, contato
importante para a sensibilizagao a alérgenos (AMISONet al., 2018).

A participagcdo das plaquetas na alergia pulmonar também interfere na
imunidade humoral. De forma indireta, a liberagdo de PF4 contribui para o

desenvolvimento de linfocitos B (LB) na medula 6ssea (FIELDet al., 2017). De
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maneira mais direta, as plaquetas interagem com os LB por meio da via CD40-
CDA40L, e estimulam a formacédo de centros germinativos em cooperagao com LT
CD4*(ELZEYet al., 2005; ZHENG et al., 2013). Além disso, uma revisao recente
apontou que em doengas imunoinflamatorias (como lupus), agregacdes entre
plaguetas e linfécitos B podem estar associadas a maior frequéncia de células B de
memoria, indicando impacto na meméria imunoldgica (SCHERLINGERet al., 2023).
Ainda, as plaquetas expressam o receptor de alta afinidade para IgE (FceRI), que se
encontra aumentado durante a alergia e parece ser essencial para sua migragdo ao
pulmé&o (PITCHFORDet al., 2008).Essas multiplas fungdes das plaquetas na alergia

pulmonar estao resumidas na Figura 3.
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Figura 3: Visdo geral da ativagao plaquetaria, recrutamento pulmonar, interagoes com
leucécitos e secre¢ao na alergia pulmonar. A resposta imunoldgica se inicia apés o
contato do alérgeno com as vias aéreas. Com a disfungdo endotelial e a presenca de
mediadores inflamatérios, as plaquetas séo ativadas e recrutadas para o pulmao de maneira
dependente de FceRl e CCR3. Apds a migragao, ligam-se as células dendriticas (DCs) e
secretam mediadores que promovem a maturacdo dessas células. Plaquetas circulantes
ativadas também interagem com eosindfilos e neutrdéfilos, favorecendo a entrada desses
leucécitos no tecido pulmonar, onde desempenham suas funcbes, como a formacéo de
EETs e NETs, respectivamente (YUEet al., 2022). Imagem adaptada de YUE, 2022.

Para responder determinadas perguntas, estudos em humanos e em
modelos, como os in vitro, sao limitados, e a utilizagdo de modelos animais se torna
fundamental por permitir a investigagdo de mecanismos patoldgicos e a avaliagéo de
novas terapias (MUKHERJEEet al., 2022). Entre os modelos animais disponiveis, o
camundongo € amplamente escolhido devido a sua genética bem caracterizada,

curto ciclo de vida, possibilidade de manutencdo em ambiente controlado e
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capacidade de ser manipulado geneticamente (MASOPUST; SIVULA; JAMESON,
2017). Especificamente, o camundongo BALB/c é muito utilizado para o estudo da
alergia pulmonar, pois apresenta uma resposta imune Th2 caracteristica, com
producao de IgE e eosinofilia semelhante a observada em humanos (AKKOC et al.,
2022; WOODROW et al., 2023). Ainda, permite a avaliagdo da resposta imune em
diferentes estagios da doenga, desde a indugcdo da sensibilizagdo até a
manifestacdo da asma apos os desafios (RADHOUANI; STARKL, 2024). Somado a
isso, a escolha de fémeas para esse modelo pode ser uma estratégia, por
representar o sexo mais acometido pela doenga na fase adulta (MIYASAKA et al.,
2022). Selecionar o agente alergénico também é uma etapa de suma importancia
para o andamento do estudo. A OVA é uma proteina encontrada na clara de ovo de
galinha, altamente imunogénica e comumente empregada como alérgeno para
induzir uma resposta alérgica em camundongos (CARROLL et al., 2023; CASARO et
al., 2019).

Associado ao modelo de alergia pulmonar em camundongos BALB/c, diversas
sdo as formas de investigar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
doenca relacionados as plaquetas. Tratamentos com antiplaquetarios diminuem a
ativacao dessas células, impactando diretamente o desempenho de suas funcgoes,
como é o caso da aspirina, que inibe a COX-1 plaquetaria e, consequentemente,
suprime a producado de TXA2 (CRESCENTE et al., 2019). No entanto, essa inibicao
leva ao aumento da producdo de leucotrienos, o que pode estimular ainda mais a
contragdo do musculo liso das vias aéreas, aumentar a permeabilidade vascular e
intensificar o recrutamento de leucécitos (GODSON, 2020; KYTIKOVA et al., 2019).
Outro exemplo é o clopidogrel, um pré-farmaco que inibe o receptor P2Y1, também
expresso em outras células, como os leucécitos (KUSZYNSKI; LAUVER,2022).
Dessa forma, embora esses farmacos inibam a ativacdo e agregacao plaquetaria,
podem agravar a asma por outros mecanismos. Uma alternativa mais especifica é o
uso de anticorpos monoclonais direcionados a proteinas expressas em plaquetas
(MORODOMI et al., 2020). Diversos estudos ja empregaram o anticorpo anti-CD41
em modelo murino de alergia pulmonar, visando promover a depleg¢ao plaquetaria e
avaliar as alteragdes imunolégicas associadas, como niveis de citocinas e o infiltrado
inflamatorio (KARTA et al.,, 2019; TAKEDA et al.,, 2016). Assim, essa abordagem
permite investigar os mecanismos pelos quais as plaquetas participam da resposta

alérgica pulmonar. Embora o corpo de pesquisas sobre a atuagédo das plaquetas na
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asma venha se expandindo, os mecanismos especificos que envolvem essas células
na patogénese da doenga ainda ndo estdo completamente elucidados. Nesse
contexto, o presente estudo propbde investigar o papel das plaquetas no
desenvolvimento do processo alérgico nos orgaos linfoides secundarios e na
inflamacéo alérgica pulmonar nas fases de sensibilizagées e desafios em um modelo

experimental murino.
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2, OBJETIVO GERAL

Investigar o papel das plaquetas no desenvolvimento do processo alérgico
nos orgaos linfoides secundarios e na inflamagao alérgica pulmonar nas fases de

sensibilizagdes e desafios em um modelo experimental murino.

2.1.0bjetivos especificos:

¢ Investigar alteragées na contagem de plaquetas e sua ativagdo no sangue e no

pulmédo em modelo experimental de alergia pulmonar;

¢ Analisar a formagado de agregados entre plaquetas e leucdocitos em diferentes

tecidos no contexto da inflamacgao alérgica;

e |dentificar a formacdo de agregados plaquetas-leucécitos intra e extravascular

no pulm&o em modelo de alergia pulmonar apés deplecao plaquetaria;

e Avaliar os efeitos da deplegao plaquetaria na resposta Th2 associada a alergia

pulmonar;

e Investigar a influéncia da deplecdo plaquetaria no desenvolvimento e nos

mecanismos efetores da resposta humoral.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem BALB/c, de 4 a 6
semanas de idade, provenientes do Centro de Biologia da Reprodugdo da
Universidade Federal de Juiz de Fora (CBR-UFJF). Esses animais foram mantidos
no setor de experimentacdo do CBR, em gaiolas-padrdo e em estante climatizada,
com 12h de ciclo claro e escuro. Todos os procedimentos realizados estdo de
acordo com a Comissdo de Etica em experimentacdo animal e foi aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFJF) da Pré-reitoria de Pesquisa da
UFJF, sob o numero 35/2022.

Para a realizacdo do protocolo de asma com deplecdo de plaquetas,
camundongos BALB/c fémas, de 4 a 6 semanas de idade, foram obtidos do Instituto
de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos da Fundacao Oswaldo Cruz (ICTB-Fiocruz).
Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Microbiologia da
Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ), onde ficaram em estantes
ventiladas com 12h de ciclo claro e escuro. Os procedimentos foram feitos de acordo
com as normas e comité de ética aprovado pela CEUA/UERJ, sob o numero
041/2024.

3.2.Grupos Experimentais

A primeira etapa deste projeto (Etapa 1) foi destinada para avaliar a presenca
de plaquetas e formagao de agregados com leucdcitos durante a alergia pulmonar,
os animais foram divididos em 2 grupos experimentais, de acordo com o0s
procedimentos adotados. Grupo controle (CN), ndo submetido ao protocolo de
alergia pulmonar. Grupo alérgico (OVA), eutanasiado 24h apds o ultimo desafio com

ovalbumina (Tab. 1).
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Tabela 1: Grupos experimentais utilizados no protocolo de asma induzida por OVA, de
acordo com os procedimentos adotados

Indugcao do modelo de alergia

Grupos pulmonar experimental
CN -
OVA +

Grupo controle (CN), Grupo alérgico (OVA). Eutanasia 24h apés o ultimo desafio com OVA.

Na Etapa 2, para avaliar a depleg¢ao plaquetaria em modelo de alergia pulmonar,
foram realizados trés experimentos em momentos distintos. Primeiramente, para avaliar
a eficacia do tratamento com anti-CD41, os animais foram divididos em dois grupos
experimentais. Grupo controle (CN), ndo submetido a nenhum procedimento. Grupo
Anti-CD41, ndo submetido a nenhuma etapa do protocolo da alergia pulmonar e tratado
com anti-CD41 (Tab. 2).

Tabela 2: Grupos experimentais utilizados no protocolo do tratamento com anti-CD41, de acordo
com os procedimentos adotados.

Sensibilizagoes Apenas

e desafios com  sensibilizagses  |ratamento com Controle de
Grupos OVA com OV?A anti-CD41 is6tipo
CN - - - -
Anti- ] ) , _
CD41

Grupo controle (CN), Grupo apenas tratado com anti-CD41 (Anti-CD41). Eutanasia 24h apods
tratamento.

Para avaliar a deplegao plaquetaria através do tratamento com anti-CD41 durante
a alergia pulmonar, os animais foram divididos em quatro grupos experimentais.Grupo
controle (CN), ndo submetido a nenhum procedimento. Grupo alérgico (OVA), tratado
com controle de is6tipo (anti-lgG1k) 24h antes e apds o primeiro desafio com OVA, e
eutanasiado 24h apos o ultimo desafio com ovalbumina. Grupo alérgico tratado nos
desafios (OVA-DT), tratado com anti-CD41 24h antes e apds o primeiro desafio com
OVA e eutanasiado apo6s ultimo desafio. Grupo alérgico tratado nas sensibilizagcbes
(OVA-ST), tratado com anti-CD41 24h antes de cada sensibilizagdo e eutanasiado apos
ultimo desafio (Tab. 3).
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Tabela 3: Grupos experimentais utilizados no protocolo de asma induzida por OVA e tratamento
com anti-CD41, de acordo com os procedimentos adotados.

Sensibilizagoes

. Tratamento com
e desafios com

Controle de isétipo

Grupos OVA anti-CD41
CN - - -
OVA + - +
OVA-DT + + -
OVA-ST + + -

Grupo controle (CN), Grupo alérgico (OVA), Grupo alérgico tratado nos desafios (OVA-DT), Grupo
alérgico tratado nas sensibilizagdes (OVA-ST). Eutanasia 24h apds o ultimo desafio com OVA.

Para avaliar a deplecédo plaquetaria através do tratamento com anti-CD41 na
fase de sensibilizagado, os animais foram divididos em dois grupos experimentais.Grupo
sensibilizado (SENS), tratado com controle de isétipo (anti-lgG1x) 24h antes cada
sensibilizagdo e eutanasiado apds a ultima. Grupo sensibilizado tratado (SENS-T),
tratado com anti-CD41 24h antes cada sensibilizagdo e eutanasiado apds a ultima
(Tab. 4).

Tabela 4: Tabela 3: Grupos experimentais utilizados no protocolo de asma induzida por OVA e
tratamento com anti-CD41, de acordo com os procedimentos adotados.

Apenas sensibilizagoes Tratamento com Controle de
Grupos com OVA anti-CD41 isotipo
CN - - -
SENS + - +
SENS-T + + -

Grupo sensibilizado (SENS), Grupo sensibilizado tratado (SENS-T). Eutanasia 24h apés a ultima
sensibilizacdo com OVA.
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3.3.Inducdo do modelo de alergia pulmonar experimental e tratamento com
anti-CD41:

A inducado de alergia pulmonar experimental por OVA foi realizada por meio
de duas sensibiliza¢des, correspondendo aos dias 0 e 7 do protocolo. Para isso, foi
feita a imunizagdo nos animais com injegao intraperitoneal (i.p.) contendo 10ug de
OVA (Grade V, Sigma-Aldrich Corp, EUA) e 1mg de adjuvante hidréxido de aluminio
(Sigma-Aldrich Corp, EUA). Nos dias 14, 15 e 16 do protocolo, os animais foram
desafiados através da administragéo intranasal de OVA a 0,25% em tampéo fosfato
salino (PBS) resultando em um total de 25ul. A eutanasia e a coleta das amostras

foram realizadas 24h apds o ultimo desafio, como demonstrado na Figura 4.

Dias de protocolo
de alergia pulmonar ) () (14,15,16) (17)

' . ' ——— 1
Sensibilizacdes (i.p.) Desafios (i.n.) Eutanasia
10pg OVA + 1mg de 0,25% OVA em
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Figura 4: Delineamento experimental do protocolo de indugdo de alergia pulmonar
experimental induzida por OVA. As sensibilizacbes foram realizadas através de injecao
intraperitoneal com 10ug de ovalbumina em hidroxido de aluminio no grupo OVA. Desafios
com 0,25% de ovalbumina contendo PBS, através de administracdo intranasal, foram
realizados no mesmo grupo experimental. A eutanasia ocorreu 24h apos o ultimo desafio
com o alérgeno.

ApOs a eutanasia na Etapa 1, o sangue foi coletado e uma pequena aliquota
foi destinada para contagem total e diferencial de leucécitos através de esfregaco
sanguineo.A medula Ossea foi destinada a citocentrifugagao para contagem de
leucécitos apos coloragcdo com pandtipo rapido.O lobo pulmonar esquerdo foi
destinado para analise histoldgica, com contagem de eosinéfilos na coloragéo Sirius
Red. Os demais lobos pulmonares, sangue e bago foram utilizados para obtengao do
macerado, em que foi avaliada, por citometria de fluxo (CF), ativagao plaquetaria ou
presenca de agregados plaquetas-leucocitos. Em outros animais, os lobos
pulmonares, exceto o esquerdo, foram destinados a extragdo do homogenato para

dosagem de citocina (Fig. 5).
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Figura 5: Fluxograma dos procedimentos realizados na Etapa 1. Camundongos fémeas
Balb/c foram induzidos a alergia pulmonar ou apenas sensibilizados com OVA. Sangue,
pulm&o,bago e medula 6ssea foram coletados para diferentes analises
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Para avaliacdo do tratamento com anti-CD41 no modelo de alergia pulmonar,
os animais dos grupos: OVA-DT, OVA-ST e SENS-T receberam 0,5mg/kg de anti-
CD41, em volume de 100ul, através da via plexo retro-orbital em duas
aplicagdes:24h antes e apos o primeiro desafio (Fig. 6) ou 24h antes das
sensibilizagdes (Fig.7). Ja os animais dos grupos OVA e SENS, receberam controle
de isétipo IgG1x na mesma concentracao e momentos dos grupos OVA-DT e SENS-
T, respectivamente. Os animais foram eutanasiados 24h apds a ultima sensibilizagao
ou desafio com OVA. As figura 6 e 7 mostram os delineamentos experimentais

associados ao tratamento com anti-CD41.
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Figura 6: Delineamento experimental do tratamento com anti-CD41 em camundongos
submetidos ao modelo experimental de alergia pulmonar induzida por OVA. O
tratamento foi realizado por via retro-orbital nos grupos OVA-DT, OVA-ST, contendo 100ul
de solugdo com 0,5mg/Kg de anti-CD41 em cada aplicagdo. O controle de isétipo foi
realizado também por via retro-orbital nos grupos OVA-DT, contendo 100ul de solugdo com
0,5mg/Kg de IgG1k em cada aplicacdo A eutanasia foi realizada 24h apés o ultimo desafio
com OVA.

ApoOs a eutanasia desse experimento da Etapa 2, foi coletado o sangue para
contagem de plaquetas e dosagem de citocina e de anticorpos. A medula 6ssea foi
destinada a citocentrifugagcdo para contagem de leucécitos apds coloragdo com
panotipo rapido. O lobo pulmonar esquerdo foi utilizado para analise histolégica, com
contagem de eosindfilos na coloragao Sirius Red. Os demais lobos pulmonares o
linfonodo mediastinal foram coletados e macerados para analise de agregados
plaguetas-leucécitos por CF. Os bagos foram destinados a técnica de

imunohistoquimica(Fig. 8).



33

Dias de protocolo 0
de alergia pulmonar ©)

(7)

anti-CD41
(0,59/Kg)

4

=i Tratamento
| Tratamento
— Eutanasia

I
Sensibilizagdes (i.p.)
10pg OVA + 1mg de

alimen em PBS

Figura 7: Delineamento experimental do tratamento com anti-CD41 em camundongos
submetidos as etapas de sensibilizagago com OVA. O tratamento foi realizado por
viaretro-orbital no grupo SENS-T, contendo 100ul de solu¢do com 0,5mg/Kg de anti-CD41
em cada aplicacdo. O controle de isotipo foi realizado também por via retro-orbital no grupo
SENS, contendo 100ul de solugao com 0,5mg/Kg de IgG1k em cada aplicagdo A eutanasia
foi realizada 24h apés aultima sensibilizagdo com OVA.

ApOs a eutanasia desse experimento da Etapa 2, foi coletado o sangue para
contagem de plaquetas e dosagem de citocina e de anticorpos. A medula 6ssea foi
destinada a citocentrifugagcao para contagem de leucécitos apds coloragdo com
panétipo rapido e citometria de fluxo. O pulmdo e o bago foram coletados e

macerados para analise de agregados plaquetas-leucocitos por CF.(Fig. 8).
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Figura 8: Fluxograma dos procedimentos realizados na Etapa 2. Camundongos fémeas
Balb/c foram induzidos a alergia pulmonar ou apenas sensibilizados com OVA, e tratados
com anti-CD41. Sangue, pulmao, linfonodo mediastinal, baco e medula 6ssea foram
coletados para diferentes analises
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3.4.0btencao de material biolégico

Para a primeira etapa, as amostras biolégicas foram obtidas 24h apés o ultimo
desafio com OVA. Os animais foram eutanasiados através de dose letal de solugéo
de cetamina (90mg/kg,Syntec, Brasil) e xilasina (10mg/kg, Ugener Uni&o, Brasil) por
via intraperitoneal. Ja para a segunda etapa, as amostras foram obtidas as 24h apos
o ultimo desafio ou sensibilizacdo com OVA. A eutanasia foi realizada por meio de
inalacao de isoflurano em camara de eutanasia, seguida de confirmagcao de morte
por meio da verificagdo da auséncia de batimentos cardiacos e percepcgao de sinais.
As amostras foram armazenadas individualmente e mantidas de acordo com os

protocolos das respectivas analises realizadas detalhadas nas proximas sessoes.

3.5.Coleta e processamento do sangue

Na etapa 1, apds a anestesia, o sangue foi coletado por pung¢do cardiaca
utilizando seringas de 1mL contendo 150uL da solugdo anticoagulante ACD (Acid
Citrate Dextrose). Uma pequena fragao do sangue foi utilizada para a realizagédo de
esfregaco sanguineo. O volume restante foi destinado a analise por CF em sangue
total. Para isso, as amostras foram cuidadosamente manipuladas e incubadas com
tampao FACS Lysing(BD Biosciences), permitindo a lise dos eritrocitos e fixagéo
celular. Em seguida, foram realizadas lavagens, resultando na suspensao celular
utilizada para marcagao de superficie para CF, conforme descrito em 3.16.

Na etapa 2, o sangue também foi obtido por puncgéo cardiaca, desta vez com
seringas previamente rinsadas com EDTA a 10%. Uma aliquota de 200uL foi
utilizada para a contagem de plaquetas em analisador hematolégico (BC 6200
Mindray, China). O volume restante foi centrifugado a 7.500 x g por 2 minutos a
temperatura ambiente (Centrifuga 5410, Eppendorf, Alemanha) para obtencédo do
plasma. As aliquotas de plasma foram armazenadas a -80°C para posterior

dosagem de citocina.
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3.6.Coleta e processamento do pulmao

ApOs abertura da caixa toracica por incisao longitudinal, o tecido pulmonar foi
lavado por perfusdo com 10mL de PBS gelado, apenas na Etapal. Em ambas as
etapas experimentais, o lobo esquerdo foi coletado e fixado por 24h em solucédo de
paraformaldeido a 4%, sendo posteriormente transferido para alcool 70% e etapas
sequenciais de desidratacdo com alcool e xilol para, por fim, serem incluidos em
blocos de parafina. Para a dosagem de citocinas, o tecido pulmonar foi
homogeneizado em 1mL de PBS (PhosphateBuffered Saline) contendo inibidores de
proteases (0,1mM fluoreto de fenilmetilsulfonil, 0,1mM cloreto de benzeténio, 10mM
EDTA, 2uL de aprotinina A) e 0,05% de Tween 20, proporcionalmente a cada 100mg
de tecido. As amostras foram centrifugadas a 440 x g por 15 minutos a 4°C (CR 312,
Thermo Electron Corporation, EUA), e os sobrenadantes foram armazenados a
—-20°C até a realizagdo das dosagens de citocinas. Ja o tecido pulmonardestinado a
CF foi mantido em meio RPMI (Roswell Park Memorial InstituteMedium) gelado e

suplementado até o momento do processamento, como descrito em 3.16.

3.7.Coleta e processamento dos linfonodos mediastinais

Apos a abertura da cavidade toracica, os linfonodos mediastinais foram
cuidadosamente removidos com o auxilio de pinga anatbmica. Os tecidos foram
mantidos em meio RPMI gelado e suplementado até o momento do processamento,

como descrito em 3.16.

3.8.Coleta e processamento do bago

Apés incisdo abdominal, o bago foi exposto e removido cuidadosamente. Para
as analises de imunohistoquimica, os 6rgdos foram fixados em solugdo de
paraformaldeido a 4% por 24h e, em seguida, transferido para alcool 70% e
posteriores etapas sequenciais de desidratagdo com alcool e xilol para, por fim,
serem incluidos em blocos de parafina. J& os destinados a CF foram mantidos em
meio RPMI gelado e suplementado até o momento do processamento, como

descrito em 3.16.
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3.9.Coleta e processamento da medula éssea

A medula 6ssea foi obtida a partir dos fémures dos camundongos por meio de
flushing. Apos a eutanasia, os fémures foram removidos, limpos e, em seguida,
lavados internamente com meio RPMI contendo 3% de SFB, utilizando uma seringa
com agulha introduzida pelas extremidades dos ossos, a fim de extrair a medula
para fora da cavidade 6ssea. As amostras coletadas foram entéo centrifugadas, e os
precipitados celulares ressuspensos em 2mL de tampao de lise ACK (Ammonium-
Chloride-Potassium buffer) por 2 minutos. Apds esse periodo, foram realizadas duas
lavagens com tampé&o FACS (PBS1x contendo 2% de SFB), com posterior obtengéo
da suspensao celular final e contagem do numero total de células em camara de

Neubauer.

3.10.Esfregago sanguineo

Para a avaliagao dos leucécitos circulantes, especialmente eosinodfilos, foram
realizados esfregagcos sanguineos. Uma gota de sangue total foi coletada e
imediatamente depositada sobre uma lamina de vidro limpa. Em seguida, utilizando
outra lamina posicionada em um angulo de aproximadamente 30°, realizou-se a
extensdo da amostra, formando uma monocamada celular. Os esfregacos foram
deixados a temperatura ambiente até completa secagem e, posteriormente, corados
com Pandtipo rapido (Laborclin Ltda, Pinhais, Brasil). Apds a coloragéo, as laminas
foram analisadas em microscopio 6ptico (Hallbergmoos, Alemanha) em aumento de
400X. A contagem diferencial foi realizada por leitura de 100 leucécitos por lamina,
em campos bem distribuidos, com o resultado expresso em percentual de

eosinofilos.

3.11.Contagem de plaquetas

Na Etapa 1, a contagem de plaquetas no sangue pelo método de
Brecher&Cronkite(RAMIREZ-UBILLUS et al., 2020) foi realizada em camara de
Neubauer, utilizando 1uL de sangue total diluido em solugdo composta por oxalato
de aménio a 1% e azul de metileno. Apds incubagdo por 3 minutos, tempo
necessario para a lise parcial dos eritrocitos e o adequado assentamento das

plaguetas, a contagem foi realizada em microscépio O6ptico (Hallbergmoos,
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Alemanha) com aumento de 400x. Os resultados foram expressos em numero de
plaguetas por milimetro cubico (mm?).

Na Etapa 2, uma aliquota do sangue coletado foi destinada a analise em
contador hematologico automatizado (BC 6200 Mindray, China), com o objetivo
principal de quantificar o numero de plaquetas. Além dessa contagem, foram obtidos
parametros adicionais relacionados a essas células, como o volume plaquetario
médio (MPV) e o percentual de plaquetas grandes (P-LCR). O equipamento também
forneceu dados referentes a contagem diferencial de leucdcitos, incluindo o

percentual de eosindfilos e outras subpopulagdes leucocitarias.

3.12.ELISA de anticorpos especificos a OVA ede citocinas

A produgdo de IgE e IgG1 especificas anti-OVA foi avaliada por ELISA
indireto. As placas de 96 pocgos foram sensibilizadas com 50uL/po¢co de OVA
(0,1mg/mL; Grade V; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA) diluida em tampé&o
carbonato e incubadas a 4 °C por 18 h. Em seguida, foram lavadas com PBST (PBS
+ 0,05% Tween 20) e bloqueadas com solugao de albumina bovina (BSA) a 4% em
PBS por 1h em temperatura ambiente. Apés nova lavagem com PBST, foram
adicionadas as amostras de plasma com diluicdes especificas para cada
experimento: no grupo de animais apenas sensibilizados, as amostras foram diluidas
em 1:20 para IgE e 1:1000 para IgG1; ja no grupo de animais sensibilizados e
desafiados, foram utilizadas diluicbes de 1:200 para IgE e 1:10.000 para 1gG1. As
placas foram novamente incubadas a 4°C por 18h. Na sequéncia, foram adicionados
os anticorpos primarios produzidos em rato contra a imunoglobulina de interesse,
seguidos pelo anticorpo secundario anti-rato conjugado a estreptavidina-HRP. As
incubagdes ocorreram em temperatura ambiente, por 2h e 1h, respectivamente, com
lavagens intermediarias e finais com PBST. A reac&do enzimatica foi revelada com
substrato contendo acido citrico 0,1M, citrato de sédio 0,1M, OPD (O-
phenylenediaminedihydrochloride) e H,O, a 10%. Apds o tempo de reacéo, foi
adicionado H,SO, 4 N para interromper o processo. As leituras foram realizadas em
leitor de microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices, EUA) a 490 nm, e os
resultados foram expressos em densidade 6ptica (DO).

O homogeneizado do tecido pulmonar (etapa 1) foi utilizado para dosagens de
IL-5 (kit BD OptEIA, BD Biosciences, EUA) e CCL11 (R&D Systems, Minneapolis,
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MN, EUA), enquanto o plasma (etapa 2) foi utilizado para dosagem de CXCL4/PF4
(R&D Systems). Os ensaios foram realizados de acordo com as instrugbes dos
fabricantes. Para isso, as placas foram sensibilizadas com o anticorpo de captura
fornecido nos kits e incubadas a 4°C por 18h. Apos lavagens com PBST, realizou-se
o bloqueio dos sitios inespecificos por 1h em temperatura ambiente. As amostras e
as diluicdes da curva padrao foram adicionadas de acordo com cada protocolo. Para
o kit BD OptEIA, adicionou-se em seguida o complexo anticorpo de deteccao
biotiniladoe estreptavidina, com incubag¢ao de 2h. Para os kits da R&D Systems, o
anticorpo de detecgdo foi incubado por 2h, seguido de lavagens e adigdo de
estreptavidinapor 1h. Apds nova lavagem, foi adicionado o substrato TMB (3,3',5,5"-
tetrametilbenzidina), e a reagéo foi interrompida com H,SO, 1M. As leituras foram
realizadas a 450nm em leitor de microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular
Devices, EUA), com os resultados expressos em pg/mL.

3.13.Calculo da medida de avidez

A avidez dos anticorpos especificos a OVA foi determinada com base na
resisténcia das interagdes antigeno-anticorpo a acao de ureia, um agente caotropico
utilizado para romper ligagbes de baixa afinidade. Apds a incubagdo das amostras
no ELISA indireto para IgG1 e IgE, o protocolo foi acrescido de uma etapa de
exposigao a ureia.

No experimento com animais apenas sensibilizados, as concentragbes de
ureia utilizadas foram de 4M para IgG1 e 5M para IgE. Ja no experimento que incluiu
sensibilizagdes e desafios, foram utilizadas 3M para IgG1 e 3,5M para IgE. Em todos
0s casos, a incubagao com ureia foi realizada por 20 minutos em temperatura
ambiente, imediatamente apos a incubagdo das amostras nas placas previamente
sensibilizadas com OVA. Apds esse periodo, a ureia foi completamente removida
por lavagem com PBST, e o protocolo seguiu normalmente conforme descrito na
secdo 3.11, com adi¢cao dos anticorpos, revelagao com OPD e leitura a 490nm.

As placas foram montadas em quadruplicata, sendo dois pogos incubados
com ureia e dois sem essa etapa. Dessa forma, foi possivel obter os valores de
absorbancia total e residual (na presenca do agente caotropico), utilizados para o
célculo da medida de avidez.A medida de avidez foi expressa em porcentagem, de

acordo com a férmula:
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Medida de Avidez (%) = (Absorbancia residual / Absorbancia total) x 100

3.14 . Histologia para contagem de eosinéfilos no pulmao

Apo6s obtencdo do lobo pulmonar esquerdo incluido em parafina, foram
realizados cortes semi-seriados com espessura de 5um, que, apds desparafinizacao
e reidratacdo em banhos de xilol e alcool em série, foram corados com o corante
Direct Red 80 (Sigma-Aldrich) por 1h e 30 minutos.

Na etapa 1, foram analisados 30 campos em regiao peribroncovascular, com
auxilio de um reticulo Olympus (10 mm/10), sob aumento de 1000x%, e os resultados
foram expressos em numero de eosindfilos por 100um2. Ja na etapa 2, foram
analisados 10 campos, também na regido peribroncovascular e com aumento de
1000x%, porém sem o uso do reticulo, e a contagem foi expressa em numero de

eosinofilos por campo.

3.15.Imunohistoquimica do bago

Apds a obtengao do bago e sua inclusao em parafina, foram realizados cortes
semi-seriados com espessura de 4um. As Ilaminas foram submetidas a
desparafinizagao e reidratacdo por meio de banhos sequenciais em xilol e alcool em
concentragdes decrescentes. A recuperagao antigénica foi realizada em tampao Tris,
incubado overnight a 60 °C. Em seguida, apés lavagens em PBS 1X, procedeu-se ao
bloqueio da peroxidase enddgena, seguido do bloqueio de proteinas inespecificas,
conforme as instrugdes do kit de imunohistoquimica Novolink Max Polymer Detection
System (LeicaBiosystems).

As laminas foram entdo incubadas com anticorpo primario anti-B220 (e-
Bioscience), overnight a 4°C. Apds lavagens com PBS, as laminas foram incubadas
com o anticorpo secundario (GoatAnti-Rat IgG (H+L), Thermo Scientific), por 1h a
37°C. A deteccao foi realizada utilizando o cromégeno DAB (3,3'-diaminobenzidina),
até a observacao da reacado enzimatica. As laminas foram entdo lavadas em agua
corrente, contra-coradas com hematoxilina por 2 minutos, lavadas novamente e
desidratadas com banhos e alcool absoluto e xilol, respectivamente.

A anadlise foi realizada em microscopio Optico (ECLIPSE 80i, Nikon),

permitindo a visualizagdo dos foliculos linfoides por meio da marcagdao com anti-
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B220. Foliculos linfoides primarios foram definidos como estruturas arredondadas
com marcacao positiva, porém sem evidéncia de estrutura condizente com o centro
germinativo, enquanto os foliculos linfoides secundariosforam definidos tanto com
marcacgao positiva para B220 quanto com a formacéo da estrutura condizente com o
centro germinativo(Stebegget al. 2018; WANGet al., 2024).

A contagem dos foliculos primarios e secundarios foi realizada em trés
campos por tecido, com aumento de 200x. Os resultados foram expressos como
numero médio de foliculos por campo.A delimitagdo dos foliculos secundarios e o
calculo de sua area foram realizados utilizando ferramentas do programa (Prime
Cam Pro). A area média dos foliculos linfoides secundarios foi expressa em um2,
sendo calculada pela formula:

Area média = I (area dos foliculos secundarios) / nimero de foliculos

secundarios

3.16.Contagem de células da medula 6ssea

Apos a obtencado da suspensao celular da medula éssea, todas as amostras
passaram pelo processo de contagem de células na camara de Neubauer (comazul
de Trypan). Um volume de 100uL da suspenséao celular, contendo aproximadamente
1x108 células, foram citocentrifugadas a 20 x g por 5 minutos a T°A (Fanem 248,
Sao Paulo, Brasil). Posteriormente as laminas foram coradas com Panétipo rapido
(Laborclin Ltda, Pinhais, Brasil). De acordo com critérios morfolégicos e com a
coloracédo diferenciada apresentada pelos gréanulos eosinofilicos, foram contados
200 leucdcitos no total para avaliagao do percentual de eosindfilos com auxilio de

microscoépio otico Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) em aumento de 400X.

3.17.Citometria de fluxo de sangue,érgaos linfoides e pulmao

Para a analise por CF, os lobos pulmonares, exceto o esquerdo, o bago e os
linfonodos mediastinais foram removidos e acondicionados em meio de cultura RPMI
até o momento do processamento. O sangue e a medula 6ssea foram processados
para obtencdo da suspensao celular conforme descrito nos itens 3.4 e 3.8,
respectivamente. Os érgados foram macerados com meio RPMI suplementado com

SFB, utilizando um cellstrainer de 70um.
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O tecido pulmonar passou por digestdo enzimatica antes da maceragao, que
consistiu na incubacdo do tecido, previamente picado, em 1,5mL da solugdo de
digestao, sob agitacdo a 180rpm em shake, a 37°C, por 30 minutos. Apds esse
periodo, foi realizada a maceragao conforme ja descrito. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas, e o precipitado foi ressuspendido em 2mL de tampado de
hemodlise ACK por 2 minutos. As células foram entdo lavadas duas vezes com
tampao FACS (PBS 1x com 2% de SFB) e, ao final das lavagens, ressuspendidas
em 500uL do mesmo tampéo.

A contagem celular foi realizada em cadmara de Neubauer. Em seguida, foram
plaqueadas 2 x 10° células por poco em placa de fundo em U. Quando nao foi
possivel alcangar essa quantidade, utilizou-se o maior numero de células disponivel
nas amostras. Apos o plagueamento, as células foram incubadas com o reagente
FVS (FixableViabilityStain — BD Horizon™) por 30 minutos em alguns painéis,
permitindo a discriminagdo entre células viaveis e mortas. Apos a lavagem do
reagente de viabilidade, as amostras foram incubadas com os anticorpos conjugados
com fluorocromos para marcagao extracelular, conforme descrito nos Quadros X e
Y, por 30 minutos, seguidos de fixagdo com PF4 a 2% por 20 minutos. Para a
marcacao intracelular, foi realizada permeabilizagdo com Triton X-100 a 0,1% apés a
fixagdo da marcagdo de superficie, seguida da incubagdo com o anticorpo
intracelular de interesse (Quadros X e Y) e nova fixacdo com PF4 a 2%.

A estimativa de plaquetas no pulmao, foi realizada a partir da razdo entre os
eventos CD41* e CD45"* dentro da populacao de células viaveis obtida por CF. Essa
razao foi multiplicada pelo valor absoluto de células, provenientes da concentragao
total de células da suspenséo pulmonar, determinada por contagem em camara de
Neubauer. O valor final representa o numero de plaquetas (totais ou livres)no
pulmé&o, obtido através da seguinte férmula:

N° de plaquetas = [CD41" (total ou livre)/CD45*] x Valor absoluto de células



Tabela 5: Painel de fluorocromos utilizados na marcacgao celular por Citometria de Fluxo

(Etapa1)
Painel(Etapa1) Marcador Fluorocromo Clone
Viabilidade APC-H7 -
CD45 FITC 30-F11
Plaquetas CD41 BVv421 MWRg-30
CD62P PE Psel.KO2.3
CD16/62 Fc-block
CD45 FITC 30-F11
Siglec-F AF647 E50-2440
Eosindfilos, MA e CD11b BV510 M1/70
agregados CD41 BV421 MWRg-30
CD16/62 Fc-block
Viabilidade APC-H7 -
CD45 FITC 30-F11
CD19 PE EBio 1D3
Linfocitos B e
agregados 1gG1 APC A85-1
IgE BV510 R35-72
CD41 BV421 MWRg-30
CD16/62 Fc-block




Tabela 6: Painel de fluorocromos utilizados na marcacgao celular por Citometria de Fluxo
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(Etapa2)
Painel(Etapa2) Marcador Fluorocromo Clone
CD45iv FITC 30-F11
CD45t PERCP 30-F11
Siglec-F AF647 E50-2440
Eosindfilos, MA e
CD11b BV510 M1/70
agregados
CDA41 Bv421 MWRg-30
CD16/62 Fc-block
CD45iv FITC 30-F11
CDA45t PERCP 30-F11
CD4 AF647 RM4-5
Linfécitos Th2 GATA3 BV421 L50-823
CD41 PE MWRg-30
CD16/62 Fc-block
Viabilidade APC-H7 -
CD45 PERCP 30-F11
CD3 FITC 145-2C11
CD4 AF647 RM4-5
Linfocitos Tfh CXCR5/CD185 BV421 2G8
PD1 BV510 J43
CDA41 PE MWRg-30
CD16/62 Fc-block
Viabilidade APC-H7 -
Linfocitos B e CD45iv * FITC 30-F11
agregados
o CD45t PERCP 30-F11
Nao
utilizado no bago CD19 PE

EBio 1D3
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lgG1 APC A85-1
IgE BV510 R35-72
CD41 BV421 MWRg-30
CD16/62 Fc-block

3.18.Analise estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism 10.0 (GraphPad Software, EUA). Inicialmente, as variaveis numéricas foram
submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk para avaliar a distribuicdo
gaussiana dos dados. Quando os dados apresentaram distribuicdo normal, foram
aplicados testes paramétricos: teste t de Student ndo pareado para comparagoes
entre dois grupos e ANOVA one-way seguida do pés-teste deSidak. Para dados com
distribuicdo nao normal, foram utilizados testes ndo paramétricos: teste de Mann-
Whitney para comparagao entre dois grupos e ANOVA de Kruskal-Wallis com poés-
teste de Dunn para trés ou mais grupos. O nivel de significAncia adotado foi de p <

0,05. Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM).
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4, RESULTADOS

4.1.Modelo de alergia pulmonar e contagem de plaquetas

4.1.1. Inducao da alergia pulmonar com OVA causa eosinofilia em diferentes

compartimentos e maior producgao de IL-5 e CCL11

Para verificar o papel das plaquetas na asma, foi realizada a indugdao do
modelo de alergia pulmonar através de desafios e sensibilizagdes com ovalbumina
(OVA). Inicialmente, avaliou-se a presenca de eosinofilia sistémica e local, bem
como a concentracao de citocinas tipicas da resposta Th2 para verificar a eficacia da
inducdo do modelo utilizado, visto que em doencas inflamatdrias pulmonares, como
a asma alérgica, € comum observar aumento da eosinofilia tanto em tecidos quanto
na circulacao (MACCHIAet al., 2023).

A contagem de eosindfilos foi realizada na medula 6ssea e no sangue
periférico, evidenciando aumento significativo no percentual dessas células no grupo
OVA em comparacéao ao grupo controle (CN) (Fig. 9A, 9B). De forma semelhante, no
pulmdo, o grupo OVA apresentou um aumento expressivo na contagem de
eosindfilos em relacdo ao CN (Fig. 9C), indicando a indugcdo do processo
inflamataério alérgico local.

As andlises das citocinas caracteristicas da resposta Th2 revelaram
concentragodes significativamente elevadas de IL-5 e da quimiocina CCL11 (eotaxina)
no grupo OVA, quando comparado ao grupo CN (Fig. 9E, 9F). A Figura 9D ilustra
uma imagem representativa da presenga de eosinofilos corados com Sirius Red no

parénquima pulmonar.
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Figura 9: Confirmag¢ao da inducao da alergia pulmonar.Percentual de eosindfilos na
medula éssea (A) e no sangue (B), ambos corados com pandtipo rapido. Contagem de
eosindfilos no tecido pulmonar corados com SiriusRed (C) e imagem representativa de cada
grupo (D). Niveis de IL-5 (E) e CCL11(F) no homogenato do pulmdo. Os dados foram
analisados através de teste t de Student,*p< 0,05, ***p< 0,001, ****p< 0,0001, e expressos
como média +/- EPM, ns — ndo significativo. n = 4-6.
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4.1.2. Alergia pulmonar aumenta o valor de plaquetas no sangue e no pulmao

e causa maior ativagao plaquetaria no sangue

Como ja foi documentado, ha aumento na contagem sanguinea de plaquetas
durante exacerbagbes da asma (SAGMEN, 2020). Dessa forma, realizou-se a
avaliacdo quantitativa de plaquetas no sangue total, utilizando o método de
BrecherCronkite(RAMIREZ-UBILLUS et al., 2020), bem como sua ativagao através
da expressdo da molécula de adesao P-selectina (CD62P) por CF. No pulméo, o
numero de plaquetas foi obtido através da razdo entre plaquetas e leucdcitos. As
analises das estratégias de gatingpara selegao das populagdes estao representadas
nas Figuras10A para o sangue e 10B para o pulmé&o.

Com base nos dados obtidos, verificou-se que o grupo OVA
apresentouaumento significativo na contagem de plagquetas no sangue em
comparagao ao grupo CN (Fig. 10D), bem como maior frequéncia dessas células
ativadas (Fig.10E) sem que houvesse alteragao na concentragao de leucdcitos totais
nesse compartimento (Fig. 10C).Ja no pulmao, observou-se maior valor absoluto de
leucdcitos totais (Fig. 10F) e de plaquetas totais (Fig. 10G), mas nédo de plaquetas
livres (Fig.10H). Em relagdo a ativagdo de plaquetas no pulméo, decidiu-se néo
realizar essa analise pelo viés do processo de digestao do tecido para obtencdo da

suspensao celular, processo que poderia interferir no resultado.
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Figura 10: Contagem de células e ativagdo plaquetaria.Estratégias de gating para
populagaoduplo positiva CD41*CD62P* para ativagdo plaquetaria no sangue a partir de
eventos CD41*CD45- (A), e para plaquetas totais e livres no pulmao a partir de células vivas
(B). Concentracao de leucécitos (C), contagem de plaquetas (D) e ativagao plaquetaria pela
expressao de CD62P (E) no sangue total. Valores absolutos de leucécitos (F), plaquetas
totais (G) e plaquetas livres (H) no pulmao. Os dados foram analisados através de teste t de
Student, *p< 0,05, **p< 0,01, ****p< 0,0001, e expressos como média +/- EPM, ns — ndo
significativo. n = 4-6.
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4.1.3. Alergia pulmonar favorece o aumento da formagdao de agregados

plaquetas-leucécitos no pulmao, mas nao no bago

Com o intuito de verificar se as plaquetas estavam formando agregados com
leucdcitos no contexto da alergia pulmonar experimental, foi realizada a técnica de
CFno sangue,baco epulmao. As populagdes de leucécitos foram identificadas pelo
marcador pan-leucocitarioCD45, expresso na membrana das células da linhagem
hematopoiética, e as plaquetas pela expressdo da proteina CD41, também
conhecida como GPIIb (glicoproteina Ilb), expressa na superficie de plaquetas e
megacariocitos, sendo considerada a dupla positividade (CD45°CD41*) como
indicativa da formacgéo de agregados plaqueta-leucécito(EICHHORNet al., 2023). Na
figura 11A, observa-se a estratégia de gatingpara selecdo da populagao
CD45*CD41" no pulméo, também representativa para o bago.

Através dos dados obtidos, observou-se que nao houve alteracdo na
frequéncia de leucdcitos totais (Fig. 11B) e de agregados plaquetas-leucécitos (Fig.
11D) no pulm&o no grupo OVA quando comparado ao CN. Como nesse 0Orgao
ocorre intenso infiltrado inflamatoério na alergia aumentando seu valor absoluto de
células, fez-se necessario realizar os calculos dos seus respectivos valores
absolutosa partir das frequéncias obtidas por CF. Sendo assim, foi possivel verificar
aumento significativo de leucdcitos totais (Fig. 11C), bem como de agregados com
plaquetas (Fig. 11E) no grupo OVA. Ja no bago, ndo houve alteragcdo no numero
celular entre os grupos OVA e CN (Fig. 11F). Logo,as analises de frequéncia das
populagdes nesse 6rgao sao representativas. Observou-seredugao significativa na
frequéncia de leucécitos totais (CD45%) no grupo OVA em comparagao ao CN (Fig.
11G). Por outro lado, a formagdo de agregados CD45'CD41'n&o apresentou

alteracéo significativa (Fig. 11H).



51

CN OVA

R0
a 3
O
T v T T T T T N T T
3 3 3 4 3
-10 1] 10 10 1] 10 10 10 10
LD CD41
c - E s _F
ns o Kk ) 25 *
= 100 15 e
s = 9 . X
h ] o n =~ ° [ ] T 20 [ ]
o 80 oo a o g
” Y [ ) - el ;I
8o Liry Sw i o 10 . Q15
S 60 2E = aE
S E o 33 GE o3
o3 oa 5 & 10
a 40 € £a (] £
g @ 5 ° @ 5 <
2 . ] + + 5 .
20 [7:3 - -
2 3 3 3
S 0 o 0 o o 0
A T CN OVA v T CN OVA
CN OVA CN OVA
20 ns = 100 * - 5 ns
& 3 1
a . g
— 15 . g 80 XX ! 8 4 . u
=] e u ) o%e £ (]
X 2, 60 So3 L]
X9 = S Q -]
o g 10 %o 3§ S8 1
Em Oom o *
3 £ 40 g2
] H G
o 5 + 20 < 1 o
in <
< o
Q o
0 T o 0 T 0 T
CN OVA CN OVA CN OVA

Figura 11:Avaliagdo de leucocitos CD45* e agregados com CD41*.Estratégias de
gatingpara selecdo da populagdo CD45*CD41*no pulméo (A) e no bago (B) a partir da
populagdo CD45*LD-.Frequéncia (C) e valor absoluto (D) de leucécitos totais (CD45*) no
pulm&o. Frequéncia (E) e valor absoluto (F) de agregados CD45*CD41*no pulmao. Valor
absoluto de células (G) e frequéncias de leucdcitos totais (H)e de agregados CD45*CD41*
(I) no bago.Os dados foram analisados através de teste t de Student, *p< 0,05, **p< 0,01, e
expressos como média +/- EPM, ns -n&o significativo. n = 4-6.



52

4.1.4. Alergia pulmonar promove maior formagao de agregados plaquetas-

eosindfilos e plaquetas-macréfagos alveolares no pulmao

Diante da eosinofilia observada em diferentes compartimentos, avaliou-se a
frequéncia de eosindfilos (Siglec-F*CD11b*) e a formagédo de agregados com
plaquetas (Siglec-F*CD11b*CD41*) no pulmado. A selecdo das populagbes
foirealizada conforme representada na Figura 12A, sequéncia das estratégias de
gating mostradas na sesséo anterior(4.1.3).

Através dos dados obtidos, observou-se maiores frequéncia (Fig.12B) e valor
absoluto (Fig. 12C) de eosindfilos no grupo OVA em comparagao ao grupo controle
(CN). A frequéncia de eosindfilos formando agregados com plaquetas néo
apresentou alteragao significativa(Fig.12D), mas houve aumento significativo pela
analise em valores absolutos dessa populacéao (Fig. 12E).

Além dos eosindfilos, os macrofagos alveolares, identificados como Siglec-
F*CD11b~, também foram analisados por seu papel na homeostase e na resposta
pulmonar (TEEet al., 2023). Houve redugao significativa dessa populagdo no grupo
OVA em termos de frequéncia (Fig. 12F) e aumento na analise de valor absoluto
(Fig. 12G), porém com aumento na formagao de agregados com plaquetas (Siglec-
F*CD11b"CD41%) comparados ao grupo CN nas duas formas de analise (Fig.12H,
121).
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Figura 12: Avaliagado de eosindfilos Siglec-F'CD11b* e macroéfagos alveolares Siglec-
F*CD11b*e formagcao de agregados com CD41*. Estratégias de gatingpara selegdo das
populagdes de eosindfilos (Siglec-F*CD11b*) e macréfagos alveolares (Siglec-F*CD11b7) e
os agregados Siglec-F*CD11b*CD41* e Siglec-F*CD11b"CD41*, respectivamente (A).
Frequéncias (B,D) e valores absolutos (C,E) de Siglec-F*CD11b* na populacdo de CD45* e
de agregados Siglec-F*CD11b*CD41* na populagcdo de eosindfilosdo pulmao,
respectivamente. Frequéncias (F,H) e valores absolutos (G,I) de Siglec-F*CD11b- na
populagdo de CD45* e de agregados Siglec-F*CD11b-CD41* na populagao de macréfagos
alveolares, respectivamente. Os dados foram analisados através de teste t de Student,*p<
0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001, ****p< 0,0001, e expressos como média +/- EPM, ns — nao
significativo. n = 3-5.
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4.1.5. Alergia pulmonar promove aumento de IgE na interagao plaquetas-

leucocitos

Como foi visto anteriormente, a formacao de agregados plaquetas-leucocitos
ocorre em diferentes compartimentos. Como na asma ocorre niveis aumentados de
IgE (RICCIARDOLO et al.,, 2021) e plaquetas apresentam seu receptor de alta
afinidade (PITCHFORD et al., 2008), decidiu-se analisar a presenca de IgE na
superficie deagregados leucécitos-plaquetas (CD45*CD41%), assim como em
leucdcitos livre de plaquetas (CD45*CD41°), Na Figura 13A, pode-se observar as
estratégias de gatingpelos quais essas populagdes foram selecionadas.

Ao avaliar os dados obtidos, verificou-se aumento da frequéncia de células
apresentando IgE em suas superficies na populacdo de agregados leucécitos-
plaguetas (Fig. 13B) e também a intensidade de fluorescéncia (MFI) dessa
imunoglobulina na mesma populagdo de andlise (Fig. 13C). Ja na populagdo de
leucdcitos livres de plaquetas, observou-se aumento da frequéncia de células com a
presenga de IgE em suas superficies (Fig. 13D), mas com redugédo da expressao

desse marcador (MFI) (Fig. 13E) na populagao de interesse.
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Figura 13:Avaliagao de leucécitos CD45*LD" agregados ou ndo a plaquetas CD41* com
a presenga de IgE em suas superficies. Estratégias de gatingpara sele¢do das
populagdes de leucécitos negativos para plaquetas (CD45*CD41-) e agregados com
plaguetas (CD45*CD41*) ambas com IgE na superficie celular (A). Frequéncia (B) e MFI (C)
de agregados plaquetas-leucécitos com IgE na populagdo de CD45*CD41*. Frequéncia (D)
e MFI (E) de leucdcitos livre de plaquetas expressando IgE na populagdo de CD45*CD41-.
Os dados foram analisados através de teste t de Student, *p< 0,05, **p< 0,01, e expressos
como média +/- EPM, ns -n&o significativo. n = 4-6.



56

4.1.6. Alergia pulmonar gera alteragées nas subpopulagoes de linfocitos B

Como os agregados plaquetas-leucécitos apresentam maior expressao de IgE
e devido a forte participacdo dos linfocitos B (LB) na resposta alérgica
pulmonar(SATITSUKSANOAet al., 2023), avaliou-se a populagdo CD19*, com foco
nas populagdes de LB IgE* e IgG1*, além da formacdo de agregados com plaquetas.
Na Figura 14A, pode-se observar a estratégia de selegao dessas populagdes.

Através dos dados obtidos, observou-se que nao houve alteracdo na
frequéncia da populagdo de CD19* no bago (Fig. 14B) e no pulméao (Fig. 14F) ao
comparar os grupos CN e OVA, bem como na formacdo de agregados com
plaguetas (Fig. 14C,14G).Contudo, analises mais especificas revelaram alteragbes
importantes: no bago, houve aumento significativo nas frequéncias de
CD19%1gG1*(Fig. 14D) e CD19*IgE*(Fig. 14E) e, no pulmao, observou-se um
aumento da frequéncia de CD19*IgG1*(Fig. 14H) e uma reducao de CD19*IgE™ (Fig.
141).Nao foi possivel analisar a formagao de agregados CD41* com as populagdes
de CD19*IgG1* e CD19*IgE*, provavelmente pela baixa frequéncia dessas células
nos compartimentos em questdo e/ou pela quantidade insuficiente de eventos

adquiridos no citbmetro.
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Figura 14: Avaliagdo de Linfécitos B CD19" agregados com CD41" e suas
subpopulagbées. Estratégias de gatingpara selegdo das populagbes de linfécitos B CD19*
agregados com CD41, expressando 1gG1 ou IgE no bago (A) e no pulmao (B). Frequéncias
da populagdo CD19*'na populagdo de CD45*LD- do bago (C) e do pulméao (G). Frequéncias
de agregados CD19*CD41*na populacdo de CD19* do bago (D) e do pulmao (H).
Frequéncias de LB IgG1*(E,l) e IgE*(F,J) na populagdo de CD19* do bago e do pulmao,
respectivamente. Os dados foram analisados através de testet de Student, *p< 0,05, **p<
0,01, ***p< 0,001, e expressos como média +/- EPM, ns — nao significativo. n = 4-6.
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4.2.Avaliagcao do papel das plaquetas no modelo de asma

4.2.1. Deplecao de plaquetas

Com o objetivo de investigar o papel das plaquetas na resposta imune durante
a asma alérgica experimental, os animais foram tratados com o anticorpo anti-CD41
para promover sua deplegao. Inicialmente, a eficacia desse tratamento foi avaliada
por analises hematoldgicas, incluindo contagem de plaquetas,percentual do volume
sanguineo ocupado por plaquetas (PCT), volume plaquetario médio (MPV),
percentual de plaquetas grandes (P-LCR) e niveis séricos de PF4. Outros

parametros hematoldgicos estdo nos Anexos | e ll.

4.2.1.1.Deplegao plaquetaria com anti-CD41 promove redug¢ao da contagem de

plaquetas e de parametros associados em animais sensibilizados com OVA

Para confirmar a deplecdo temporaria de plaquetas, os niveis plaquetarios
foram avaliados 24h apds a administracdo do anti-CD41, ponto escolhido por
anteceder as sensibilizacdes e os desafios com OVA. Os resultados demonstraram
uma reducao significativa na contagem de plaquetas, indicando que o protocolo foi
eficaz em promover a deplegédo antes do contato com o alérgeno (Fig. 15A).

Apos a ultima sensibilizacdo, as plaquetas foram novamente quantificadas,
correspondendo a 48h apods tratamento. Observou-se redugado significativa no
nuamero de plaquetas (Fig. 15B) e no PCT (Fig.15C) no grupo SENS-T, em
comparagao ao grupo SENS. Além da quantidade de plaquetas, foi avaliado o
tamanho dessas células, parametro que pode indicar alteragdes funcionais induzidas
pelo tratamento. Houve aumento significativo do MPV no grupo SENS-T em relagao
ao grupo SENS (Fig. 15D), com tendéncia de aumento do P-LCR (Fig. 15E). Por fim,
avaliou-se a ativagdo plaquetaria por meio da dosagem de PF4, quimiocina
armazenada em granulos a, e seus niveis plasmaticos nao diferiram
significativamente entre SENS e SENS-T (Fig. 15F).
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Figura 15: Deplecao plaquetaria em animais sensibilizados com OVA. Contagem de
plaguetas no sangue 24h apés tratamento com anti-CD41 (A) e 48h apds segunda aplicagao
do tratamento com anti-CD41 em animais sensibilizados com OVA (B). Valores de PCT (C),
MPV (D) e P-LCR (E), e niveis de PF4 (F) no sangue 48h apds segunda aplicagdo do
tratamento com anti-CD41 em animais sensibilizados com OVA. Os dados foram analisados
através de teste t de Student, **p< 0,01, ***p< 0,001, e expressos como média +/- EPM, ns —
nao significativo. n = 3-7.
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4.2.1.2.Deplecdo plaquetaria com anti-CD41 promove alteragbes em
parametros plaquetarios de animais sensibilizados e desafiados com
OVA

As anadlises anteriores também foram realizadas em animais submetidos ao
protocolo completo de indugdo da asma, com o tratamento com anti-CD41
administrado de duas formas distintas: 24h antes de cada sensibilizagao (OVA-ST)
ou 24h antes e ap6s o primeiro desafio com OVA (OVA-DT), com as analises
realizadas 24h apds o ultimo desafio. Com esses dados, observou-se aumento
significativo tanto na contagem de plaquetas (Fig. 16A) quanto nos valores de PCT
(Fig. 16B) nos grupos alérgicos, sem que o tratamento com anti-CD41 promovesse
alteragdesnesses parametros no ponto de analise. Em relagdo ao tamanho das
plaquetas n&o houve diferenga significativa nas analises de MPV (Fig. 16C) e P-LCR
(Fig. 16D) entre o grupo OVA e o CN, mas foi seguido de aumento no grupo alérgico
tratado na fase de desafio (OVA-DT). De modo contrario, os niveis de PF4
apresentaram aumento na alergia (OVA), seguido de redugdo no grupo OVA-DT
(Fig.16E).
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Figura 16: Deplecao plaquetaria em animais sensibilizados e desafiados com OVA.
Contagem de plaquetas 24h apés ultimo desafio com OVA (A). Valores de PCT (B), MPV (C)
e P-LCR (D), e niveis de PF4 (E) 24h apéds ultimo desafio com OVA. Os dados foram
analisados por ANOVA, *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001, ****p< 0,0001, e expressos como
média +/- EPM, ns - n&o significativo. n = 5-7.
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4.2.2. Tratamento com anti-CD41 reduz a formag¢ao de agregados plaquetas-

leucécitos no parénquima pulmonar de animais alérgicos

Para discriminar os leucoécitos do parénquima pulmonar daqueles presentes
na vasculatura, utilizou-se a estratégia de administragdo de dois anticorpos anti-
CDA45 com fluorocromos e modos de aplicagao distintos: o CD45iv, administrado por
via retro-orbital dois minutos antes da eutanasia, marcando leucécitos presentes na
circulagao pulmonar; e o CD45t, aplicado diretamente na suspensao celular obtida
apos o processamento do pulmao. Com isso, foi possivel diferenciar a populagao de
leucécitos no parénquima (CD45p*), obtida pela subtragdo de CD45iv da CD45t, das
populagdes localizadas na vasculatura (Fig. 17A).

No pulméao, houve aumento do percentual da populagado CD45"no parénquima
(Fig. 17B) e reducao na vasculatura (Fig. 17E), sem alteracbes significativas nos
grupos tratados. Porém, ao analisar os valores absolutos dessas populagdes,
observou-se aumento de leucécitos no grupo OVA nos dois compartimentos,
seguido de redugdo no grupo alérgico tratado durante os desafios (OVA-DT) (Fig.
17C, 17F). Em relacao a formacao de agregados plaquetas-leucécitos, observou-se
reducado em termos de frequéncia nos grupos tratados (OVA-DT e OVS-ST) apenas

no parénquima pulmonar (Fig. 17D, 17G).

A CN OVA OVA-DT OVA-ST

CD45iv —

cb#1 =
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1
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CD45p —
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Figura 17: Discriminagdo das populagées de leucoécitos no parénquima e na
vasculatura pulmonar. Estratégia de gating da separagdo dos leucocitos do parénquima
pulmonar (CD45p*)daqueles presentes na vasculatura (CD45p*CD45iv*) e formagédo de
agregados com CD41* (A).Frequéncia (B) e valor absoluto (C) de leucdcitos (CD45*), e
frequéncia de agregados com CD41* (D) no parénquima pulmonar. Frequéncia (E) e valor
absoluto (F) de leucdcitos, e frequéncia de agregados com CD41* (G) na vasculatura
pulmonar. Os dados foram analisados através por ANOVA,*p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001,
e expressos como média +/- EPM, ns - nao significativo. n = 5-7.
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4.2.3. Efeitos do tratamento com anti-CD41 sobre a eosinofilia sistémica e

local

A partir dos dados obtidos até o momento, decidiu-se avaliar se o tratamento
com anti-CD41 estaria afetando a producdo de <células na medula
Ossea,particularmente de eosindfilos. Nos dados de valor absoluto de células,
observou-se reducdo desse parametro na medula 6ssea de animais apenas
sensibilizados e tratados (Fig. 18A), enquanto, em animais sensibilizados e
desafiados, houve alteragcdo apenas no grupo OVA-ST, com aumento significativo
quando comparado ao OVA (Fig. 18D). Além disso, avaliou-se a eosinofilia sistémica

e local.

4.2.3.1. Deplecao plaquetaria com anti-CD41 causa redug¢ao na producgao de
eosindéfilos na medula 6ssea e no infiltrado eosinofilico pulmonar

dependente da fase do tratamento

Ao avaliar os efeitos do tratamento com anti-CD41 sobre a inflamacgao
eosinofilica nos trés compartimentos, observou-se que o percentual de eosindfilos
permaneceu inalterado na medula éssea (Fig. 18B) e no sangue (Fig. 18C) ao
comparar os grupos SENS e SENS-T. Ja nos animais sensibilizados e desafiados
com OVA, houve aumento significativo de eosindfilos tanto na medula 6ssea(Fig.
18E)quanto no sangue (Fig. 18F) em comparagdo ao grupo CN. Entre os grupos
alérgicos tratados, observou-se reducdo no grupo OVA-DT na medula éssea (Fig.
18E) e no grupo OVA-ST no sangue (Fig. 18F), ambos em comparagdo ao grupo
OVA. Somado a isso, a contagem de eosindfilos no tecido pulmonar mostrou
aumento dessas células no grupo OVA quando comparado ao CN, seguida de
reducéo pelo tratamento realizados nas fases de desafios (OVA-DT) (Fig. 18G). Na
figura 18H, pode-se observar a alteragao no infiltrado eosinofilico pulmonar devido

ao tratamento com anti-CD41.



65

>
w
(¢

ns 4-
60
4 * 1 ns
]
° — [ [ ] u —_ |
— 3 .o gs .T.!—:—. X 3 n
o e L] n 40— " o
-0 1 ) o 3
8 | 88 23
" g 2 . n 5= $£ 2 . n
53 * %8 20 7® i
° @ o2 o 0
0= 11 o= w 1
0 T 0 T 0 T
SENS SENS-T SENS SENS-T SENS SENS-T
*
D E ns F
60—  kokokok kokkk
v
A\
40_ AAA

20+

Células (x107)
Medula 6ssea
Eosindéfilos (%)
Medula é6ssea
Eosindfilos (%)
Sangue

100

80— L]

60—

40

Eosinofilos/campo
Pulmao

20

Figura 18: Numero de eosinéfilos em diferentes compartimentos de animais tratados
com anti-CD41.Contagem de células na medula éssea em animais apenas sensibilizados
(A) e sensibilizados e desafiados com OVA (D). Percentual de eosinofilos na medula 6ssea
(B) e no sangue (C) de animais sensibilizados com OVA. Frequéncia de eosindfilos na
medula 6ssea (E) e no sangue (F) de animais sensibilizados e desafiados com OVA.
Contagem de eosindfilos no tecido pulmonar pela coloragdo Sirius-Red (G) e imagem
representativa de cada grupo experimental H). As comparagbes entre dois grupos foram
feitas pelo teste t de Student, e entre mais de dois grupos por ANOVA. *p< 0,05, **p< 0,01,
****p< 0,0001, e expressos como média +/- EPM, ns - nao significativo. n = 5-7.
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4.2.3.2. Tratamento com anti-CD41 acarreta redugao de agregados plaquetas-
eosindfilos pulmonares intra e extravasculares em animais com

alergia pulmonar

Como houve alteracdo na contagem de eosindfilos em diferentes
compartimentos, o proximo passo foi verificar se o tratamento com anti-CD41
afetaria a formagéo de agregados plaquetas com essas células, representados pela
populacdo Siglec-F*CD11b*CD41*. Além disso, através da marcagdao com anti-
CD45iv (intravenoso), pbde-se distinguir agregados plaquetas-eosindfilos da
vasculatura e do parénquima. Na Figura 19A, pode-se verificar as estratégias de
selecao dessas populagdes.

Na analise por CF, os resultados encontrados foram semelhantes nos
compartimentos parenquimatoso (Fig. 19B, 19C) e vascular (Fig. 19F, 19G). Em
ambos, verificou-se aumento na frequéncia de células Siglec-F*CD11b* no grupo
OVA em comparagao ao CN, sem ocorrer alteragcbes com o tratamento em termos
percentuais (Fig. 19B, 19F), mas com redugao do valor absoluto dessas células no
grupo tratado durante os desafios (OVA-DT) (Fig. 19C, 19G). Ja nas anadlises de
agregados com CD41, o grupo OVA nao apresentou diferenga significativa
comparado ao CN na frequéncia dessa populagao no parénquima (Fig. 18D) e na
vasculatura (Fig. 19H), mas com redugao nos grupos tratados. No valor absoluto de
agregados, houve aumento significativo durante a alergia (OVA), seguido de reducéo

consequente do tratamento nos dois compartimentos (Fig. 19E, 19I).
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Figura 19: Avaliagao da populagdo Siglec-F'CD11b* e agregados Siglec-
+ + N = s o -
F'CD11b*CD41* no pulmao de animais sensibilizados e desafiados com

OVA Estratégias de gating para selecao das populagdes Siglec-F*CD11b*e agregados com
CD41*intra e extravasculares (A). Frequéncias (B,D) e valores absolutos (C,E) deSiglec..
F*CD11b* na populagao total de leucdcitos no parénquima (CD45p*) e agregados com
CD41*, respectivamente. Frequéncias (F,H) e valores absolutos (G,l) de células Siglec..
F*CD11b* na populacio total de leucécitos na vasculatura (CD45iv*) e agregados com
CD41*, respectivamente.Os dados foram analisados por ANOVA,*p< 0,05, **p< 0,01, ***p<
0,001, ****p< 0,0001, e expressos como média +/- EPM, ns - n&o significativo. n = 5-7.
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4.2.3.3. Tratamento com anti-CD41 ocasiona redugao de agregados plaquetas-

macroéfagos alveolares em animais com alergia pulmonar

Considerando a localizagao tecidual e os dados obtidos, a populagao Siglec-
F*CD11b~, representativa de macrofagos alveolares, também foi avaliada em
animais tratados com anti-CD41. A estratégia de selecdo das populagdes foi
detalhada na Figura 20A.A partir dos dados obtidos, observou-se aumento dessa
populagdo no grupo OVA em comparagdo ao grupo CN tanto na andlise de
frequéncia (Fig.20B) quanto de valores absolutos (Fig. 20C), seguido de redug¢ao nos
grupos tratados com anti-CD41 quando comparados ao grupo OVA. No entanto, néo
foram observadas diferencas na formagao de agregados com plaquetas nas
comparagoes realizadas em termos de frequéncia (Fig. 20D), mas houve aumento
em OVA e reducdo com o tratamento (OVA-DT e OVA-ST) apéds realizagdo do

calculo dos valores absolutos de agregados (Fig. 20E).
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Figura 20: Avaliagdo da populagdo Siglec-F*CD11b" e agregados Siglec-F*CD11b"
CD41* no pulmao de animais sensibilizados e desafiados com OVA. Estratégias de
gatingpara selecdo das populagdes Siglec-F*CD11b- e de agregados com CD41 (A).
Frequéncia (B) e valor absoluto (C) de células Siglec-F*CD11b- na populacdo total de
leucécitos no parénquima pulmonar (CD45p*). Frequéncia (D) e valor absoluto (E) de
agregados com CD41*na populagao Siglec-F*CD11b-(C).Os dados foram analisados através
por ANOVA, *p< 0,05, ***p< 0,001, ****p< 0,0001, e expressos como média +/- EPM, ns -
nao significativo. n = 5-7.
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4.2.4. Deplecao plaquetaria com anti-CD41 causa redugdo da populagcao de
linfécitos de perfil Th2 (GATA3") no linfonodo mediastinal de animais

com alergia pulmonar

Como demonstrado em sessdes anteriores, 0s animais alérgicos
apresentaram eosinofilia em diferentes compartimentos, caracteristica tipica da
resposta imune do tipo Th2-alta (MALAYAet al., 2025). Considerando isso, foi
investigada a polarizagdo de linfécitos T CD4* para o perfil Th2 por meio da
marcagao intracelularde GATA3, um fator de transcricdo caracteristico desse
subtipo, em células dos linfonodos mediastinais por CF. A estratégia de gating esta
representada na Figura 21A.

Na analise de leucocitos totais nos linfonodos mediastinais, observou-se
aumento do seu valor absoluto no grupo alérgico (OVA) em relagdo ao CN, mas
esse aumento se manteve nos grupos tratados com anti-CD41 (OVA-DT e OVA-ST),
ou seja, o tratamento nao reduziu esse parametro (Fig. 21B). Apesar do aumento de
leucocitos totais no grupo alérgico, a manutencdo dessa celularidade nos grupos
tratados permite afirmar que a analise por frequéncia foi suficiente para detectar os
efeitos do tratamento sobre a polarizagdo Th2, sem necessidade de conversao para
valores absolutos nesse caso. Sendo assim, as frequéncias de linfécitos T CD4*
dentro dos leucdcitos (CD45%), ndo apresentaram diferengas significativas entre os
grupos tratados e o grupo OVA (Fig. 21C). Por outro lado, ao avaliar a frequéncia de
células CD4*GATAS3", representativas do subtipo Th2, foi possivel observar redugéo
significativa dessa populagcdo nos grupos tratados (OVA-DT e OVA-ST), tanto na
analise relativa a populagao CD4" (Fig. 21D) quanto ao total de CD45*(Fig. 21E).
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Figura 21: Avaliagao da populagdo GATA3*CD4" no linfonodo mediastinal de animais
sensibilizados e desafiados com OVA. Estratégia de gatingpara selegdo das populagdes
GATA3*CD4* (A). Valor absoluto de leucécitos totais do linfonodo (B). Frequéncia de
linfocitos T CD4* na populacdo de leucdcitos totais (C). Frequéncias de linfocitos T
CD4*GATAS3* na populagao de linfécitos CD4* (D) e na populagéo de leucécitos totais (E).Os
dados foram analisados por ANOVA, *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001, ****p< 0,0001, e
expressos como média +/- EPM, ns - nao significativo. n = 5-7.
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4.2.5. Tratamento com anti-CD41 na fase de sensibilizagao causa aumento de
agregados plaquetas-linfocitos B IgE* no linfonodo mediastinal de

animais com alergia pulmonar

Diante dos dados obtidos que demonstraram alteragbes em subpopulacdes
de linfocitos B com expresséo de IgE e IgG1 durante a alergia, buscou-se avaliar
essas populagdes no contexto da deplecado plaquetaria. Para isso, analisou-se os
linfonodos mediastinais de animais sensibilizados e desafiados com OVA (OVA,
OVA-DT e OVA-ST) de acordo com as estratégias de gatingpara essas populagdes
(Fig. 22A).

Através dos dados obtidos, observou-se aumento da frequéncia de linfocitos B
(CD19%) no grupo OVA em relagdo ao CN, com tendéncia de redugdo no grupo
tratado com anti-CD41 nas fases de sensibilizagdes (OVA-ST) (Fig. 22B). Na
formagcdo de agregados CD19*CD41%, ndo houve diferengas relevantes entre os
grupos analisados (Fig. 22C). Houve aumento de CD19*IgG1* no grupo OVA, sem
mudangas significativas observadas com o tratamento (Fig. 22D), mas a formagao
de agregados CD19*IgG1*CD41* apresentou reducdo em OVA comparado ao CN,
também sem diferencas apos o tratamento (Fig. 22E). Ja CD19*IgE* aumentou em
OVA com redugéo significativa em OVA-ST e tendéncia de queda em OVA-DT (Fig.
22F), enquanto seus agregados com plaquetas aumentaram significativamente em
OVA-ST (Fig. 22F).
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Figura 22: Avaliagao das populagoes CD19*IgG1* e CD19*IgE*no linfonodo mediastinal
de animais sensibilizados e desafiados com OVA Estratégia de gatingpara sele¢do das
populagdes de CD19* e agregados com CD41* (A). Frequéncia de linfocitos B CD19* na
populagdo de leucdcitostotais (CD45%) (B) e frequéncia de agregados CD19*CD41* na
populagdo de CD19* (C). Frequéncia de linfécitos B CD19*IgG1* na populacédo de CD19*
total (D) e frequéncia de agregados CD19*IgG1*CD41* na populagao de CD19*IgG1* (E).
Frequéncia de linfécitos B CD19*IgE* na populagdo de CD19* total (F) e frequéncia de
agregados CD19*IgE*CD41* na populagdo de CD19*IgE* (G). Os dados foram analisados
por ANOVA, *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001, ****p< 0,0001, e expressos como media +/-

EPM, ns - nao significativo. n = 5-7.
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4.2.6. Efeito nas populagoes de linfécitos T foliculares (CXCR5'PD1*) e B

(CD19%) no bago na fase da sensibilizagao com OVA

Tendo em vista todas as alteragcbes observadas nos grupos alérgicos,
incluindo as populagbes de linfocitos B, mostrou-se pertinente avaliar se o
tratamento com anti-CD41 causaria alguma interferéncia na montagem da resposta
adaptativa e humoral em 6rgaos linfoides periféricos. Visto isso, realizou-se analises
no bago de animais apenas sensibilizados com OVA, sem completar o protocolo com

a fase de desafios.

4.2.6.1. Deplecao plaquetaria com anti-CD41 nao gera alteragées napopulagao
de linfécitos T CXCR5*PD1* no bago de animais sensibilizados com
OVA

Considerando a contribuicdo dos Linfocitos T (LT) no desenvolvimento na
resposta humoral antigeno-especifica, avaliou-se a frequéncia de LT auxiliares (LTh,
CD3*CD4"), bem como de linfocitos T foliculares (LTen, CXCR5*PD1%), que séo
cruciais para fornecer estimulos para a troca de classe e aumento da afinidade dos
anticorpos(FENGet al., 2022). Na figura 23A, pode-se observar as estratégias
utilizadas para selecédo dessas populagoes.

No baco de animais apenas sensibilizados, observou-se redugdo no valor
absoluto de leucdcitos no bago de animais tratados com anti-CD41 (Fig. 23B). Ja
nas populagdes analisadas, ndo houve diferengas significativas na frequéncia total
de LTh (CD3*CD4") entre os grupos SENS e SENS-T (Fig.23C), tampouco na
formagdo de agregados entre plaquetas e essas células (CD3"CD4*'CD41%)
(Fig.23D). Da mesma forma, as frequéncias de células Trn (CXCR5'PD17),
analisadas dentro das populagdes CD3*CD4*(Fig. 23E)e CD45*(Fig. 23F), também

nao apresentaram diferengas significativas entre os grupos avaliados.
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Figura 23: Avaliagao de linfocitos T CXCR5'PD1*no linfonodo mediastinal de animais
sensibilizados com OVA.Estratégias de gatingpara selecdo das populagdes de LT
CXCR5*PD1* e de agregados com CD41 (A).Valor absoluto de leucdcitostotais no bago
(B).Frequéncias de linfécitos Th (CD3*CD4*na populagao de leucécitos totais (CD45*) (C) e
de agregados CD3*CD4*CD41* na populagdo de LTh (D). Frequéncias de linfocitos T
CXCR5*PD1* na populagdo CD3*CD4* (E) e na populacdo CD45* (F).Os dados foram
analisados através de teste t de Student, *p<0,05, e expressos como média +/- EPM, ns -
nao significativo. n = 7.
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4.2.6.2. Deplecao plaquetaria com anti-CD41 causa reducgao da populagao de

Linfécitos B IgG1* e de seus agregados com plaquetas no bago de

animais sensibilizados com OVA

No bago, observou-se aumento significativo da frequéncia total de linfocitos B

(LB, CD19%) no grupo SENS-T em comparagao ao SENS (Fig. 24B), sem alteragao
na formagdo de agregados com plaquetas (CD19*CD41*) (Fig. 24C). Apesar do

aumento da populagdo CD19*, houve redugao significativa na frequéncia da
subpopulagao CD19*IgG1* no grupo SENS-T (Fig. 24D), bem como na formagao de
agregados dessa subpopulagédo com plaquetas (CD19*1gG1*CD41") (Figura 24E).

Por outro lado, ndo foram observadas alteragbes nos linfécitos B expressando IgE

(CD19%IgE*) (Fig. 24F), nem nos agregados formados com plaquetas (Fig. 24G). Na

Figura 24A pode-se observar as estratégias utilizadas para selegédo das populagdes.
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Figura 24: Avaliagao de subpopulagdes de LB CD19".Estratégia de gatingpara selegéo
das subpopulagoes de LB CD19* e agregados com CD41* (A).Frequéncias de LB CD19* na
populagao total de leucécitos (CD45%) (B) e de agregados CD19*CD41* na populagao de LB
(C). Frequéncias da populacdo de CD19*IgG1* na populagéo total de LB (CD19*) (D) e de
agregados CD19*IgG1*CD41* na populagado de CD19*IgG1* (E). Frequéncias da populagéao
de CD19*IgE* na populacao total de LB (CD19*) (F) e de agregados CD19*IgE*CD41* na
populagao de CD19*IgE* (G). Os dados foram analisados através de teste t de Student, *p<
0,05, **p< 0,01, e expressos como meédia +/- EPM, ns - ndo significativo. n = 7.
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4.2.7. Efeito na produgao de anticorpos especificos e na sua forga de ligagao

Considerando que a IgE envolvida nas respostas alérgicas € uma
imunoglobulina de alta afinidade por ser produzida nos centros germinativos, a
avaliacdo da IgG1 também se torna relevante, uma vez que essa classe precede a
troca de iso6tipo para IgE (GOWTHAMANet al., 2020). Além disso, o calculo da
medida de avidez e a analise de foliculos linfoides se somam a essa avaliagao, por
representarem a forgca de ligagdo dos anticorpos produzidos, bem como o local de
troca de classe (ASRAT et al., 2020).

4.2.7.1.Tratamento com anti-CD41 ndo promove alteragées nos niveis séricos
de IgG1 e IgE especificos a OVA de animais sensibilizados com OVA e

alérgicos

Na avaliagao dos niveis séricos de anticorpos especificos nos grupos SENS e
SENS-T, nédo foram observadas diferengas estatisticamente significativas nas
absorbancias de IgG1 (Fig. 25A) e IgE (Fig. 25B). Por outro lado, nos animais
sensibilizados e desafiados com OVA, foi detectado aumento desse parametro na
analise de ambas as imunoglobulinas em relagdo ao grupo CN. No entanto, esse
aumento ocorreu independentemente do tratamento com anti-CD41, ou seja, a
administragdo de anti-CD41 n&o resultou em redugdo dos niveis séricos durante a
fase alérgica (Fig. 25C, 25D).
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Figura 25: Niveis séricos de IgG1 e IgE especificos a OVA.Absorbancia de IgG1 (A) e
IgE (B) no plasma de animais sensibilizados com OVA e tratados com anti-CD41.
Absorbancia de 1gG1 (C) e IgE (D) no plasma de animais sensibilizados e desafiados com
OVA e tratados com anti-CD41. As comparagdes entre dois grupos foram feitas pelo teste ¢
de Student, e entre mais de dois grupos por ANOVA. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001, ****p<
0,0001, e expressos como média +/- EPM, ns - nao significativo. n = 5-7.
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4.2.7.2.Tratamento com anti-CD41 induz a redugcao da avidez de anticorpos

especificos a OVA em animais sensibilizados com OVA e alérgicos

Diante da auséncia de alteragdo nos niveis dos anticorpos analisados nos
grupos tratados com anti-CD41, buscou-se verificar se o tratamento teria interferido
na qualidade desses anticorpos, por meio da analise da avidez, ou seja, a for¢a de
ligacdo do anticorpo com seu antigeno (BACHMANNet al., 2025). Essa analise foi
conduzida por meio do calculo da medida de avidez.

Nos animais apenas sensibilizados com OVA, observou-se que o tratamento
com anti-CD41 resultou em reducédo significativa da avidez apenas dos anticorpos
IgG1 especificos a OVA (Fig. 26A), sem alteracbes na avidez de IgE (Fig.26B). Ja
nos animais sensibilizados e desafiados com OVA foi detectada redugao significativa
na avidez tanto de IgG1 (Fig. 26C) quanto de IgE (Fig.26D) nos grupos tratados
(OVA-DT e OVA-ST), quando comparados ao grupo alérgico nao tratado (OVA).
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Figura 26: Avidez de anticorpos especificos a OVA. Medida de avidez de 1gG1 (A) e IgE
(B)no plasma de animais sensibilizados com OVA e tratados com anti-CD41. Medida de
avidez de IgG1 (C) e IgE (D) no plasma de animais sensibilizados e desafiados com OVA e
tratados com anti-CD41. As comparacgdes entre dois grupos foram feitas pelo teste t de
Student, e entre mais de dois grupos por ANOVA. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001, ****p<
0,0001, e expressos como média +/- EPM, ns - n&o significativo. n = 7.
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4.2.7.3.Tratamento com anti-CD41 causa reducdao de foliculos linfoides

maduros no ba¢o de animais com alergia pulmonar

Diante da auséncia de alteragbes nos niveis séricos de IgG1 e IgE, mas com
evidéncias de reducao em sua avidez, levantou-se a hipétese de que o tratamento
com anti-CD41 poderia ter influenciado na formagdo dos foliculos linfoides,
estruturas onde podem se encontrar centros germinativos, que sao responsaveis
pela maturagéo de afinidade dos linfécitos B (STEBEGG et al., 2018). Para isso, foi
realizada analise morfoldgica do bago por imunohistoquimica com marcagéo para
B220, permitindo a distingdo e quantificagdo de foliculos linfoides primarios e
secundarios (maduros), além da estimativa da area deste ultimo.

A partir dos dados obtidos, observou-se aumento na contagem de foliculos
primarios nos grupos OVA-DT e OVA-ST em comparagéo ao grupo OVA (Fig. 27A),
enquanto a contagem de foliculos secundariosapresentou redugao significativa
nesses mesmos grupos (Fig. 27B). Apesar dessa alteragao na frequéncia, nao foram
observadas diferengas estatisticamente significativas na area dos foliculos
secundarios entre os grupos experimentais (Figura 27C).Na Figura 27D, encontra-se
a imagem representativa na marcagcdo B220 em cada grupo experimental, bem
como a delimitagao das estruturas consideradas foliculos maduros para contagem e

calculo da area.
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Figura 27: Formagao de foliculos linfoides. Contagem de estruturas equivalentes aos
foliculos linfoides primarios (A) e secundarios (B) pela marcagao com anti-B220. Calculo da
area média das estruturas equivalentes aos foliculos linfoides secundarios (C). Imagem
representativa dos 6rgaos linfoides primarios e secundarios em corte histolégico do bago
com marcagao para B220 em cada grupo experimental no aumento 20x (D).Os dados foram
analisados através da Analise de Variancia (ANOVA), *p< 0,05, ***p< 0,001, e expressos
como média +/- EPM,ns - nao significativo. n = 4-5.
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5. DISCUSSAO

Para detalhar o que foi feito neste estudo, dividiu-se os dados em 2 etapas
conforme o desenvolvimento dos respectivos protocolos e analises. Enquanto na
primeira etapa foi avaliada a formacdo de agregados plaquetas-leucécitos em
modelo de alergia pulmonar, na segunda etapa foi avaliada de forma mais
aprofundada os mecanismos pelos quais as plaquetas participam da resposta imune
durante a asma, através da deplecao de plaquetas com anti-CD41.

Entre as células mais importantes na fisiopatologia da asma alérgica estao os
eosindfilos, cuja presenga aumentada na medula, no sangue e principalmente no
pulmé&o é um dos principais marcadores de inflamacgao de perfil Th2 (ANTOSZ et al.,
2024; VAN HULST et al., 2020). Os dados mostraram que os animais sensibilizados
e desafiados com ovalbumina (OVA) apresentaram um aumento significativo de
eosinofilos em todos os compartimentos, ou seja, houve eosinofilia local e sistémica.
Esse resultado esta de acordo com o que se espera de um modelo Th2-alto, no qual
a infiltracdo de eosindfilos no tecido pulmonar € uma das principais caracteristicas
da inflamagao alérgica (ANTOSZet al., 2024; VAN HULST Et al., 2020). Também
foram observados aumentos nos niveis de IL-5 e CCL11 (eotaxina-1) no pulmao,
dois mediadores que atuam diretamente na ativacao e recrutamento de eosindfilos
(SHENet al., 2023; WUet al., 2022). Enquanto a IL-5 atua principalmente na
diferenciacao e liberagao dessas células a partir da medula éssea, a CCL11 se liga
ao receptor CCR3, guiando a migragdo dos eosindfilos para o pulmédo (WU et al.,
2022). Entdo, nossos achados reforgam que o modelo utilizado reproduz
adequadamente a inflamagao alérgica do tipo Th2,assegurando a validagaodos
proximos achados.

Confirmada a indugcdo da asma, o proximo passo foi verificar possiveis
alteragdes na contagem de plaquetas, bem como seu status de ativagdo no modelo
utilizado. Foi observado aumento na contagem dessas células isoladas no sangue
de animais alérgicos, o que foi acompanhado por maior ativacdo plaquetaria,
evidenciada pelo aumento de plaquetas expressando CD62P (P-selectina). Somado
a isso, o pulmao também apresentou aumento de plaquetas totais, ndo podendo ser
evidenciado o status de ativagdo nesse compartimento pelo viés da etapa de
digestdo do tecido pulmonar. Esses dados se alinham com estudos que apontam

que pacientes asmaticos podem apresentar plaquetas circulantes em maior
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quantidade e com perfil mais ativado, especialmente durante as exacerbacdes
(JOHANSSONet al., 2020; KOWAL et al., 2006). E em modelo murino de asma,
também ja foi demonstrado que ha migracao de plaquetas para o pulmao, e que sua
ativagdo pode ser induzida por diversos estimulos inflamatérios (TAKEDAet al.,
2016).

A formacgéo de agregados entre plaquetas e leucdcitos ja foi bastante descrita
em diferentes contextos inflamatérios e com importante papel na modulacido da
migragao celular e na ativagao de leucécitos (LUO et al., 2021). Plaquetas interagem
com leucécitos que séo recrutados para os pulmdes, como eosindfilos, facilitando a
entrada dessas células (RIFFO-VASQUEZet al., 2016). Neste estudo, os agregados
CD41*CDA45", ou seja, plaguetas com qualquer leucdcito, se mostraram aumentados
no pulmao como esperado, o que pode explicar o ndo aumento de plaquetas livres
durante a alergia no ponto analisado. A literatura ja sugere que esses agregados sao
seletivos e podem acontecer mais em contextos de ativagédo celular, ou em certos
perfis inflamatorios(COGNASSE et al., 2022; MANDEL et al., 2022). Por exemplo,
eosindfilos ativados expressam mais PSGL-1 e integrinas, o que facilita essa
interagdo com plaquetas, enquanto células em repouso tém menos afinidade por
esse tipo de contato(GRUBA et al., 2023; JOHANSSON et al., 2012).

As proximas analisesforam afuniladas para tipos celulares mais especificos,
que tém papel importante na asma Th2-alta. Os primeiros dados chamaram atencéao
para uma divergéncia interessante: no pulmé&o, o grupo alérgico apresentou aumento
de eosindfilos, como ja esperado, mas, por outro lado, a frequéncia de agregados
entre plaquetas e eosindfilos (CD41*Siglec-F*CD11b*) ndo apresentou alteracgao.
Embora isso possa parecer contraditério num primeiro momento, é importante
lembrar que a formacgao desses agregados depende ndo sé da presenga das duas
células, mas também de fatores como ativagcao, expressdo de moléculas de adeséao
e sinalizacao inflamatdria local (JOHANSSON; MOSHER, 2011; JOHANSSON et al.,
2020). Além disso, devido ao intenso infiltrado inflamatério pulmonar, fez-se
necessario analisar o valor absoluto celular. Sendo assim, observou-se aumento
dessas populagdes por essa analise, que € o dado mais pertinente se tratando da
resposta alérgica local.Um estudo in vitrodemonstrou que RANTES plaquetario ativa
eosindfilos e, como consequéncia, ocorre a elevada producao de espécies reativas

do oxigénio(Chiharaet al., 1998). Observacbes clinicas mostraram que eosinofilos
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participam na patogénese da aterosclerose por meio da formagado de EETs, que
ocorre principalmente por sua interagdocom plaquetas (MARXet al., 2019).

Na analise de populacgdes celulares agregadas no pulmao, foram investigados
os macrofagos alveolares (Siglec-F*CD11b~), células residentes do pulméo, que
possuem papel essencial na manutencdo da homeostase e no controle da
inflamagéao (LAMKIOUED; GOUNNI, 2023; WOO; JEONG; CHUNG, 2021). A analise
dessa populagao revelou aumento de seu valor absoluto, bem como na formacgao de
agregados com plaquetas, o que abre espaco para investigar se essas interagoes
causam alguma modulag&o nesses macroéfagos.

A IgE ligada a superficie de mastocitos e basofilos sdo importantes indutores
da resposta alérgica (KUBO, 2018). Assim como essas células, as plaquetas
possuem o receptor de alta afinidade para IgE, o FceRI (PITCHFORD et al., 2008).
Como foi visto neste estudo, o complexo leucécitos totaisagregados com plaquetas
expressam mais IgE do que aqueles leucécitos sem interagéo direta com plaquetas.
Tal fato interessante despertou perguntas, apesar de nado terem sido investigadas
neste estudo: quais seriam as células agregadas expressando IgE, tais como
mastoécitos sensibilizados, eosindfilos, plaquetas, e qual seria a contribuicdo da
formagao de agregados plaguetas com essas células para a inflamagéao alérgica.

Esses primeiros achados reforcam que a formacédo de agregados entre
plaguetas e leucécitos na asma nao € um processo uniforme, mas algo que depende
fortemente do tipo celular envolvido e do microambiente tecidual. Cada
compartimento mostrou responder de formas diferentes, o que torna a analise mais
rica e ao mesmo tempo desafiadora. Além disso, o fato das interacdesestarem
ocorrendo com diferentes tipos de leucdcitos, sugere que as plaquetas podem
influenciar a resposta imune de diferentes formas, desde o recrutamento de células
inflamatorias até a formagdo de agregados de células com IgE. Isso destaca a
importancia de continuar investigando essas interagdes com maior profundidade. Por
isso, a proxima etapa deste estudo foi focada na deplecaode plaquetas com anti-
CD41, que é uma abordagem fundamental para tentar entender melhor os
mecanismos que realmente dependem da presencga das plaquetas.

Um dos primeiros pontos avaliados na segunda etapa foi se o tratamento com
anti-CD41 foi realmente eficaz para promover a deplecdo de plaquetas. No sangue
periférico, os dados mostraram que a deplecéao foi efetiva até 48h apds a aplicagao

do anticorpo, o que também foi relatado por outros autores. Enquanto Takeda e
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colaboradores (2016) observaram redugédo nesse mesmo intervalo, também
utilizando anti-CD41 como tratamento, Amison e colaboradores (2018) encontraram
reducdo em até 24h apos administracdo de anti-glicoproteinalba (CD42b), ambos
seguidos de um restabelecimento progressivo dos niveis apds o0s respectivos
periodos informados (AMISON et al., 2018; TAKEDA et al., 2016). No entanto, no
presente estudo, apds os desafios com OVA, essa redug¢ao nao foi observada nos
grupos alérgicos e tratados, podendo isso decorrer de um efeito compensatorio da
medula 6ssea que intensifica a produgdo de plaquetas em resposta a inflamacéao
alérgica e ao tratamento com anti-CD41. Em modelo murino de inflamag¢do aguda
induzida por administracdo exdgena de IL-6, verificou-se trombopoiese reativa
seguida por aumento da contagem de plaquetas(KASER et al., 2001). Além disso,
em camundongos knockout para trombopoietina (TPO) ou para seu receptor c-Mpl,
constatou-se uma reducéo significativa na contagem de plaquetas, evidenciando que
a via TPO/c-Mpl é absolutamente fundamental na regulagdo da hematopoiese
plaquetaria (HACEIN-BEY-ABINA et al., 2020). Em paralelo, estudos em humanos
mostram que, em casos de trombocitopenia induzida por quimioterapia, ha elevacao
compensatoéria dos niveis de TPO plasmatica (HU et al., 2025).

Mesmo que a contagem total de plaquetas tenha se normalizado ao final do
protocolo completo da asma, observamos alteragdes em parametros que indicam
mudangas nessas células. Especificamente, os grupos tratados durante os desafios
(OVA-DT) apresentaram aumento no volume plaquetario médio (MPV) e no
percentual de plaquetas grandes (P-LCR). Esse achado é compativel a liberacédo de
plaquetas jovens, que costumam ser maiores por derivarem de megacariocitos mais
ativados e de alta ploidia (HEAZLEWOOD et al., 2023). Essas plaquetas jovens
também tém maior conteudo de RNA e costumam ser mais reativas funcionalmente
(BUTTARELLOet al., 2020; KORNILUK et al., 2019). Apesar dessas caracteristicas
somadas a contagem normal de plaquetas, os dados deste estudo mostraram
redugao nos niveis de PF4 no plasma dos animais do grupo OVA-DT. Como o PF4 é
armazenado nos granulos alfa (herdados dos megacariocitos) e liberado durante a
ativagdo plaquetaria (AMBROSIO; DI PIETRO, 2019), sua queda pode refletir,
hipoteticamente, um menor conteudo granular por plaqueta como ja foi relatado
ocorrer nos granulos 6 (densos) (DUPUISet al., 2020), ou ainda uma menor ativagao
funcional dessas células. Estudos em humanos mostraram que pacientes asmaticos
apresentam niveis elevados de PF4 e de MPV durante crises (DUMAN SENOL et
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al., 2022; KOWALet al., 2006), o que torna esses parametros relevantes para
entender o papel das plaquetas na inflamagao. Sendo assim, o aumento de MPV e
P-LCR, junto com a reducdo de PF4, pode indicar a presenca de plaquetas jovens,
liberadas rapidamente apos a deplegcdo e o desafio alergénico, mas com menor
conteudo de granulos ou menor capacidade de ativagdo naquele momento.

Como o pulmao é um 6rgao bastante vascularizado, um desafio importante na
analise é saber exatamente onde as células e agregados estéo localizados: se ainda
nos vasos ou ja infiltrados no parénquima. Por isso, um diferencial deste trabalho foi
0 uso da marcacgao intravascular com anti-CD45 conjugado (CD45iv). Essa técnica
descrita por outros autores permite discriminar os leucdcitos que estdo circulando
nos vasos daqueles que migraram para o tecido pulmonar, sendo especialmente util
em estudos de inflamagao, como na asma (ANDERSONet al., 2014; VAZQUEZet al.,
2023). Com essa estratégia, conseguimos separar os compartimentos e observar o
aumento real de leucdcitos totais no parénquima pulmonar durante a alergia
pulmonar, devido a elevada infiltragdo de leucécitos (JIANGet al., 2022). A formagao
de agregados plaquetas-leucécitos (CD417CD45%) estava aumentada em termos
absolutos nos grupos alérgicos nos dois compartimentos (intra e extravascular),
seguido de reducgdo provocada pelo tratamento nas fases de desafios. No entanto,
como o infiltrado inflamatério da asma Th2-alta ndo é formado por uma populagao
unica de leucadcitos, é importante elucidar quais dessas populagbes estdo sendo
mais impactadas por essa interferéncia. Assim, o proximo passo foi avaliar
especificamente essas células e sua interagdo com plaquetas.

No nosso estudo, durante a alergia pulmonar ocorreueosinofilia expressiva na
medula 6ssea, no sangue e no pulmao, o que ja era esperado no tipo de modelo
utilizado. O interessante foi observar que o tratamento com anti-CD41 interferiu
nesse processo, especialmente na formacdo do infiltradode eosindfilos no tecido
pulmonar. Esses achados estdo de acordo com a literatura, onde encontraram
reducao de eosindfilos no lavado broncoalveolar (BAL) de camundongos alérgicos
tratados com anti-CD41 (AMISONet al., 2018; TAKEDAet al., 2016). Nos dados
obtidos por CF, houve valores de eosindfilos significativamente maiores no tecido
pulmonar durante a alergia, enquanto o tratamento durante os desafiosprovocou
reducdo. Esses dados vao ao encontro da analise histolégica, que mostrou menor
infiltracdo eosinofilica em animais tratados com anti-CD41 nessa fase do protocolo.

Do ponto de vista funcional, a redu¢ao dos agregados plaquetas-eosindfilos (Siglec-
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F*CD11b*CD41*) nos grupos tratados também reforga essa hipotese. Ja se sabe
que as plaquetas atuam no recrutamento e ativagao de eosindfilos, seja por meio da
liberacdo de quimiocinas como CCL5 ou pela interacao via P-selectina com PSGL-1
nos eosindfilos, o que facilita sua adesao ao endotélio e a migragao transendotelial
(JOHANSSONet al., 2012; PITCHFORDet al., 2019).

Na medula 6ssea, os eosinofilos foram significativamente reduzidos apenas
nos animais alérgicos tratados nos desafios, o que pode ser explicado pelo momento
mais recente da deplecdo plaquetaria. Ja com o tratamento realizado durante as
sensibilizagdes, o grupo alérgico ndao apresentou diferengas nessa fase final, o que
sugere que a medula teve tempo suficiente para se recuperar da trombocitopenia.
Esses dados mostram que o tratamento com anti-CD41 nao afeta apenas a chegada
de eosindfilos no pulmdo, mas também em alguma etapa da produgdo dessas
células na medula, sendo necessaria a realizagdo de mais estudos para elucidar tais
mecanismos. Uma das possibilidades seria a redugdo da sobrevivéncia de
eosindfilos na auséncia de plaquetas, ja que plaquetas reduzem a apoptose dessas
células via fator estimulador de colbnias de granulécitos-macrofagos (RAIDENet al.
2003).

Referente a populagdo de macréfagos alveolares, seus dados vao de acordo
com os obtidos anteriormente, com aumento tanto dessa populagao celular, quanto
de seus agregados com plaquetas. No entanto, nas analises de ambas as
populagdes se observou redugdo com o tratamento com anti-CD41. Apesar de ser
uma célula residente e ndo sofrer interferéncia de processos migratorios, a
diminuicdo de sua populacdo pode estar relacionada a interferéncia da deplegcao
plaquetaria sobre o ambiente pulmonar, ja que plaquetas liberam mediadores, como
PF4, que auxiliam na sobrevivéncia e na fungao de macrofagos (CASARI et al.,
2023; KAPUR; SEMPLE, 2021).

Diante das alteragdes observadas na populagcdo de eosindfilos e de seus
agregados com plaquetasno tecido pulmonar, era esperado que outras etapas da
resposta Th2-alta também pudessem estar sendo impactadas. Nesse cenario,
também fez sentido realizar analises para os linfécitos T auxiliares, em especial
aqueles com perfil Th2, ja que essas células sdo essenciais para orquestrar a
inflamacéo alérgica, principalmente por meio da secregao de citocinas como IL-4, IL-
5 e IL-13 (JI; LI1,2023). Foi considerado avaliar o desenvolvimento da resposta

alérgica nos linfonodos mediastinais, responsaveis pela drenagem dos pulmdes,
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especialmente nos desafios (TRIVEDI; REED, 2023). Nesse local, a frequéncia do
subtipo Th2, marcado pela expressao do fator de transcricao GATAS3, foi possivel
detectar um aumento importante nos animais alérgicos, com redugao significativa
nos tratados. Esses dados sugerem que a deplegdo de plaquetas interfere na
polarizagdo Th2 mesmo com a redugao da frequéncia geral de linfocitos T CD4*.
Essa interferéncia pode estar associada ao papel das plaquetas na ativagao e
modulagdo de células T. O trabalho de Min e colaboradores (2022) mostrou que
plaguetas ativadas liberam mediadores, como TGF-B e PF4, capazes de influenciar
diretamente a diferenciacédo de linfécitos T CD4*, favorecendo a polarizagéo para o
perfil Th2 nos linfonodos, mas ndao no bago(MINet al., 2022). Além disso, em
modelos murinos de asma, ja foi demonstrado que a deplegao de plaquetas por anti-
CD41 reduz significativamente os niveis de IL-4 e IL-13 nos pulmdes apds desafio
com alérgeno, reforcando a ideia de que essas células sao participantes ativas da
resposta Th2 (LIUet al., 2019).

Como ja foi mencionado anteriormente, os linfocitos B sdo células de suma
importancia no desenvolvimento da alergia pulmonar e analises referentes as suas
subpopulagdes nos principais orgaos linfoides periféricos devem receber a devida
atengcdo. Os dados obtidos mostraram reducdo significativa em linfécitos B
CD19%IgE*nos linfonodos mediastinais, porém nao afetou a populagédo de
CD19%1gG1*, mostrando que a trombocitopenia induzida na fase de sensibilizagcédo
impacta na montagem da resposta imune adaptativa humoral que repercute até
mesmo ao final do protocolo de alergia pulmonar. Com isso, uma etapa do presente
estudo foi avaliar se as plaquetas teriam algum papel na troca de is6tipo durante a
montagem da resposta humoral no bago, correspondendo a fase de sensibilizagao
com o alérgeno. Em contraste com os dados do linfonodo mediastinal de animais
alérgicos, houve redugédo de CD19%lgG1*, mas ndo de CD19*IgE" no bago de
animais somente sensibilizados. Esse achado pode refletir uma interferéncia do
tratamento com anti-CD41 nos processos de troca de classe e maturagdo dos
linfocitos B, uma vez que a formagao de IgG1 € um passo anterior a produgao de IgE
de alta afinidade. Logo, a frequéncia de CD19*IgE™ ter se mantido neste grupo
levanta a hipdtese da troca de classe ocorrer fora dos centros germinativos (ASRAT
et al., 2020; GOWTHAMAN; CHEN; EISENBARTH, 2020).

Somando todos esses achados, ha um indicativo consistente de que as

plaguetas participam da formacdo e manutencdo de linfécitos B produtores de
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anticorpos, seja por meio de contatos diretos, como as interagdes CD40-CD40L, ou
pela liberacdo de fatores soluveis, como o PF4. Essa hipdtese se torna ainda mais
relevante ao considerarmos que a troca de classe, a maturacdo e a geragao de
anticorpos de alta afinidade dependem nao s6 do estimulo antigénico, mas também
da presenca de células de apoio no microambiente dos centros germinativos
(HABERMANEet al., 2019). Continuando com as analises da imunidade humoral,
investigamos os niveis séricos de anticorpos especificos a OVA, bem como sua
avidez. Na literatura, estudos mostram que intervengdes que afetam a ativagao
plaquetaria sdo capazes de interferir na producdo de anticorpos. Por exemplo, o
estudo de Amison e colaboradores (2018) demonstrou que o tratamento com anti-
CD42b reduziu os niveis séricos de IgE total (AMISONet al., 2018). Ja Tian e
colaboradores (2015), ao utilizarem camundongos deficientes em CD154 (CD40L),
relataram uma redugdo significativa nos niveis de IgE especifica apds inducédo de
asma (TIANet al., 2015). No nosso caso, no entanto, os niveis de IgE e IgG1
especificas a OVA nao foram afetados significativamente pelo tratamento com anti-
CD41 em nenhum dos grupos alérgicos. Esses dados sugerem que, mesmo com a
deplecédo parcial de plaquetas durante fases importantes da resposta alérgica, a
producdo de anticorpos ainda ocorreu. Contudo, o que chamou atencado foi a
reducdo da avidez dos anticorpos em animais alérgicos tratados, tanto para IgE
quanto para IgG1, mas apenas de IgG1 em animais apenas sensibilizados. Isso
indica que, embora a produgcdo de imunoglobulinas especificas tenha sido
preservada em termos quantitativos, sua qualidade foi comprometida. Como a
avidez sofre influéncia da selegao de células B nos centros germinativos (KIM et al.,
2022; MERKENSCHLAGER et al., 2025), essa alteracao reforgca a hipotese de que
as plaquetas possam estar envolvidas de forma mais relevante no desenvolvimento
dos foliculos linfoides secundarios.

Diante da redugao da avidez dos anticorpos especificos a OVA nos grupos
tratados, especialmente apés os desafios com o alérgeno, levantou-se a hipotese de
que o tratamento com anti-CD41 poderia estar interferindo na formacéo dos foliculos
linfoides. Isso porque, como discutido anteriormente, plaquetas podem modular a
resposta adaptativa humoral tanto por interagbes diretas com linfocitos B quanto por
meio da liberagdo de mediadores como o PF4, cuja queda também foi observada
nos grupos tratados. Dessa forma, para investigar se a menor avidez estaria

associada a um prejuizo estrutural na montagem da resposta humoral adaptativa,
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avaliamos histologicamente os centros germinativos no bago por imunohistoquimica.
Os dados revelaram que o tratamento com anti-CD41 em animais alérgicos
promoveu um aumento do numero de foliculos linfoides imaturos concomitantemente
a reducao de foliculos linfoides secundarios, onde se encontram os centros
germinativos ativos (SONG; MATTHIAS, 2018; STEBEGG et al., 2018). Por outro
lado, ndo foram observadas diferengas significativas na area ocupada por esses
foliculos entre os grupos analisados. Isso indica que, embora a estrutura dos
foliculos secundarios que conseguiram se formar tenha sido mantida, a quantidade
que se formou foi menor. Ou seja, o tratamento parece néo afetar o “tamanho” dos
foliculos secundarios, mas sim sua ocorréncia. Nossos dados nao revelam os
mecanismos exatos, mas indicam que o prejuizo na qualidade dos anticorpos e na
formacdo dos foliculos linfoides pode estar interligado, e que as plaquetas
desempenham um papel importante na montagem da resposta humoral durante a
alergia pulmonar.

Apesar dos achados relevantes observados neste estudo, algumas lacunas
experimentais ainda permanecem e devem ser abordadas em investigagdes futuras.
A analise das populagdes de linfocitos B e Th2 diretamente no tecido pulmonar,
semelhante ao que foi realizado nos linfonodos, traria informacdes importantes sobre
o recrutamento e a ativagao dessas células no sitio inflamatério. A avaliagao de
citocinas de perfil Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13, poderia se somar a compreensao da
resposta inflamatoria. Além disso, a investigagdo de possiveis efeitos da deplecao
plaquetaria sobre outras populagdes celulares envolvidas na alergia pulmonar, como
células T reguladoras (Tregs) ou ILC2 sdo de interesse para enriquecer o
conhecimento sobre a participagédo das plaquetas na doenca.

Em conjunto, observamos a formagdo de agregados entre plaquetas e
leucdcitos durante a inflamagéo, tanto no pulmdo quanto nos 6rgaos linfoides. Sé
que, quando as plaquetas foram parcialmente removidas com o tratamento, ficou
mais claro o quanto elas realmente interferem na resposta alérgica, em que sua
presenga ou auséncia impactou de formas distintas os eosinofilos, macrofagos e
linfécitos B e T. A influéncia na formacgao do infiltrado inflamatério pulmonar, a queda
da avidez, o menor numero de foliculos linfoides secundarios e os baixos niveis de
PF4 nos grupos tratados ajudam a reforcar essa ideia. Isso mostra que, apesar de
nao serem as ceélulas mais conhecidas da asma, as plaquetas possuem um papel

importante. Elas interagem com varias células e essas interacbes parecem variar
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dependendo do momento da resposta, o que ficou claro ao comparar os diferentes
tempos de tratamento. Por isso, entender melhor quando e como elas atuam pode
ser um caminho para pensar em estratégias que ajudem a controlar melhor a
inflamacéo alérgica.

Dessa forma, os achados deste trabalho abrem novas possibilidades para
entender melhor a asma alérgica também no contexto clinico. Por ser uma doencga
heterogénea e que muitas vezes coexiste com outras condigbes, como obesidade,
rinite, doencgas cardiovasculares ou até cancer, o tratamento nem sempre é simples,
ja que diferentes mecanismos podem estar envolvidos em cada paciente
(LISTYOKOet al.,2024). Nesse sentido, investigar o papel das plaguetas na
inflamacao ajuda a ampliar o olhar sobre novos alvos terapéuticos e sugere que
estratégias voltadas para modular sua ativagédo ou interagdo com células do sistema
imune possam, no futuro, contribuir para um controle mais individualizado da
doenga. Assim, além de gerar conhecimento basico, este estudo também traz
reflexdes que podem retornar para a comunidade, incentivando a busca por

abordagens terapéuticas mais eficazes.
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Figura 28: Resumo grafico dos principais achados experimentais. A deplegao
plaguetaria com anti-CD41 no modelo murino de alergia pulmonar induzida por OVA resultou
em: menor quantidade de plaquetas circulantes na fase de sensibilizacdo, redugcdo dos
niveis de PF4, queda da avidez dos anticorpos IgG1 e IgE especificos, redugao da formagao
de agregados com eosindfilos no pulméo e da infiltracdo eosinofilica pulmonar e prejuizo na
polarizagdo Th2 nos linfonodos mediastinais e na formagao de foliculos linfoides maduros no
baco. Esses achados reforcam o papel das plaquetas em diferentes etapas da resposta
imune na alergia pulmonar.Imagem criada com BioRender.
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6. CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados apresentados, conclui-se que as plaquetas
exercem papéis relevantes e variados no contexto da alergia pulmonar, atuando em
diferentes etapas da resposta inflamatéria. A formacdo de agregados com
eosindfilos, macrofagos e leucécitos expressando IgE, observada ja na primeira
etapa, reforca sua atuacdo nessaresposta. A deplecdo plaquetaria permitiu
identificar impactos importantes sobre a infiltracdo de eosindfilos, polarizagdo Th2 e
qualidade da resposta humoral, especialmente em aspectos funcionais como a
avidez dos anticorpos especificos.

De modo geral, os resultados indicam que as plaquetas atuam na modulagao
e na qualidade da resposta alérgica, bem como emsua intensidade. O impacto do
tratamento com anti-CD41 também parece variar de acordo com a fase da
inflamacdo e com os tipos de células envolvidas, o que mostra que o papel das

plaquetas € bem especifico eque pode mudar conforme o contexto.
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Anexo l:Tabela com dados leucocitarios do hemograma de todos os grupos

experimentais 24h apés ultimo desafio ou sensibilizagdo com OVA.

OVA-DT OVA-ST SENS SENS-T
Parametro | CN (n=5) | OVA (n=7)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
2,99
Leucadcitos, (2,12 3,65 (3,03- | 3,25 (2,02- | 3,07 (2,42- | 2,34 (1,77- | 1,36 (1,05-
x10%/uL ' 4,78) 4,59) 3,51) -3,46) 1,75)**
3,64)
2,18
Linfécitos, (1.96 2,21 (1,41-| 2,03 (1,25- [ 1,76 (1,38- | 1,41 (0,19- | 0,88 (0,07-
x103/uL ’ 2,72) 3,03) 2,08) 2,17) 2,13)
2,41)
Linfécitos, 76,97(66, | 60,57(46,5- | 62,98 58,04 74,4 (67,9- | 48,11 (5,5-
% 1-92,5) 77,6)** (55,3-71,2) | (53,5-61,9) | 80,4) 81,0)
Neutrofilos, | 5,56 (1,2- | 6,60 (4,4-|6,08 (6,08-|6,61 (4,9-|555 (3,5-|39 (2,2-
x10%/uL 8,8) 7,9) 8,50) 9,4) 9,5) 5,7)
Neutrdfilos, | 17,56 18,45 18,90 18,98 24,02 31,11
% (5,6-26,1) | (13,7-26,1) | (17,6-20,0) | (11,7-24,1) | (17,0-36,9) | (16,6-44,5)
Eosindfilos, | 0,32 (0,1-| 1,54 (1,00- | 1,24 (0,4-|0,65 (0,3-|2,48 (0,4-|2,57 (1,0-
x10%/uL 0,5) 3,30)* 2,4) 1,3) 4,0) 5,0)
Eosindfilos, | 1,08 (0,6- | 4,78 (3,2-|3,68 (2,0-|245 (1,2-|14 (1,1-|1,44 (0,5-
% 1,5) 7,0)** 7,3) 4,0)** 2,0) 2,9)
Mondcitos, 2,15 (0,3-|16,21 (1,7-14,81 (1,6-/6,1 (42-|10,8 (0,2-|242 (0,2-
x10%/uL 4,7) 9,4)* 8,8) 8,2) 1,8) 6,1)
Monécitos, 6,57 (1,2-|16,72 (5,3- | 14,45 (5,7- | 20,74 34 (1,2-]18,97 (1,5-
% 12,9) 22,7)* 23,2) (13,3-26,4) | 6,3) 48,3)
Basdfilos, 0,2 (0,0-|0,57 (0,0-|0,14 (0,0-|0,42 (0,0-
0,28 (0-1) | 0(0-0)
x10/uL 1,0) 2,0) 1,0) 1,0)
0,08 (0,0-|0,12 (0,0-/0,1 (0,0-|0,12 (0,0-|0,13 (0- | 0,03 (0-
Basofilos, %
0,2) 0,2) 0,4) 0,3) 0,3) 0,1)

Os dados estao expressos como média (minimo—maximo) por grupo
CN; OVA-DT e OVA-ST vs. OVA; SENS-T vs. SENS.

. *p<0,05; **p<0,01 — OVA vs.




Anexo Il:Tabela com dados plaquetarios do hemograma de todos

experimentais 24h apds ultimo desafio ou sensibilizagdo com OVA.
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OS grupos

OVA-DT OVA-ST SENS SENS-T
Parametro | CN (n=5) | OVA (n=7)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Plaquetas, | 3,16 (1,70- | 6,88 (4,88- | 7,59 (4,60- | 6,73 (3,59- | 4,17 (2,38- | 2,28 (0,84-
x105/uL 4.47) 8,96)*** 9,02) 8,88) 5,88) 3,37)**
VPV L 548 (53-|558 (54-|6,28 (58-|568 (53-]|534 (50-]591 (56-
’ 5,7) 5,9) 6,6)*** 5,9) 5,8) 6,6)**
14,98 14,95 15,07 14,98 14,74 14,80
PDW, %
(14,8-15,3) | (14,7-15,3) | (14,8-15,5) | (14,6-15,3) | (14,4-15,0) | (14,7-14,9)
5T o 0,17 (0,09- | 0,38 (0,27- | 0,47 (0,28- | 0,38 (0,20- | 0,23 (0,17- | 0,13 (0,05-
' 0,23) 0,49)** 0,56) 0,51) 0,30) 0,19)**
IPF. % 1,16 (0,6- 0,37 (0,2-]|0,41 (0,4-|0,33 (0,3-|0,72 (0,6-|0,96 (0,7-
' 1,7) 0,6)** 0,5) 0,4) 1,0) 1,1)*
P-LCC, 1,18 (1,0-/285 (21-|52 (2,8-]3,14 (1,5-]1,1 (0,4-]1,06 (0,6-
x109/L 1,3) 4,9) 8,1) 4.4) 1,6) 1,5)
404 (2,8-14,15 (3,4-|6,34 (39-|455 (2,6-|2,84 (1,1-]4,36 (3,4-
P-LCR, %
6,1) 5,9) 7,6)* 6,4) 4,7) 6,5)

Os dados estao expressos como média (minimo—maximo) por grupo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 —
OVA vs. CN; OVA-DT e OVA-ST vs. OVA; SENS-T vs. SENS. MPV: volume plaquetario médio
(meanplatelet volume); PDW: amplitude de distribuicao plaquetaria (plateletdistributionwidth); PCT:
procalcitonina; IPF: fracdo de plaquetas imaturas (immatureplateletfraction); P-LCC: contagem
absoluta de plaquetas grandes (plateletlargecellcount); P-LCR: percentual de plaquetas grandes

(plateletlargecellratio).



