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Resumo

Introducao: Através da Imunofenotipagem por Citometria de fluxo, os diferentes
antigenos plaquetarios podem ser identificados com o uso de anticorpos monoclonais
especificos. Dentre as varias glicoproteinas especificas de membrana associadas as
plaguetas destacam-se a GPIlIb(CD4l1la), GPIX(CD42a), GPIb(CD42b), e
GPllla(CD61). Diversas patologias associadas a disfuncdo plaquetaria podem ser
identificadas através da avaliacdo da expressdao de diferentes marcadores
imunofenotipicos, entretanto, pouco se sabe sobre os niveis normais de expressao
destes marcadores na populagéo sadia.

Objetivo: Determinar o perfil de expressdo dos marcadores imunofenotipicos
associados as plaquetas, por técnica Citometria de fluxo em individuos sadios.
Metodologia: Foi avaliada a expressdo dos marcadores plaquetarios de 30 amostras
de doadores voluntarios do banco de sangue através da analise imunofenotipica seguindo um
painel especifico (CD41, CD42a, CD42b e CD61). As amostras foram analisadas no Citdmetro
de Fluxo FACSCanto™ I (Becton, Dickinson, San Jose, CA). Para analise das
Intensidades médias de fluorescéncia (IMF) foi utilizado o software Infinicyt™ (Cytognos SL,
Salamanca, Spain). Apés a implantacéo da técnica foram analisados trés pacientes
com suspeitas de Bernard Soulier para a validacdo da deteccdo de deficiéncia destes
marcadores.

Resultados: A IMF dos marcadores CD41, CD42a, CD42b e CD61 nas plaguetas
foram de 83,53%15,44, 75,33%£10,79, 155,18+23,81 e 44,92+8,32, respectivamente.
Foi possivel correlacionar os resultados com os valores dos pacientes com disfuncao
plaquetéria, sugerindo que dois eram de fato portadores de Bernard Soulier.
Conclusdo: Este estudo permitiu realizar a padronizagdo da técnica de marcagdo
plaguetaria, evidenciando uma heterogeneidade na IMF de antigenos plaquetarios em
individuos sadios. Foi possivel auxiliar no diagnostico de dois pacientes com disfungdes
plaguetarias e excluir uma suspeita. Estes achados demonstram a importancia de conhecer
a expressao destes marcadores em um grupo controle, possibilitando futuros estudos para

aplicacdo em pacientes com disfunc¢des plaquetérias.
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Introducéo

As plaquetas derivam, juntamente com os eritrécitos, da linhagem mieloide.
Sdo células anucleadas produzidas a partir da fragmentacdo do citoplasma de
megacariocitos, encontrados na medula 6ssea.’” Seu papel é essencial na
hemostasia, formando um tampao mecanico, além de apresentar outras funcdes
importantes como a manutencdo do tdonus vascular. No processo hemostatico,
participa na migragédo para a matriz subendotelial sempre que ocorre dano vascular e
liberacdo de fator tissular (FT).>** Quando ativadas, as plaquetas expressam
rapidamente glicoproteinas (GP) de superficie que permitem as rea¢des de adesao e
agregacado que formam o tampéao plaquetério, através de interacbes especificas entre

as plaquetas, endotélio vascular, células inflamatérias e matriz extracelular.’

As plaquetas apresentam diversos receptores de adesdo, entre eles o
complexo glicoprotéico Gplb-IX-V e GpVI, que permite sua ligacédo, respectivamente,
ao fator de von Willebrand (FVW) e ao colageno subendotelial. O FVW funciona como
uma superficie de ancoragem para as plaquetas, sua ligacdo com Gplb/V/IX induz a
secrecdo de ADP. Assim, a GPIb-V-IX é a principal responsavel pela adeséo
plaquetaria ao subendotélio.>® Apds a adesdo, ocorre a ativagéo plaquetaria, etapa na
gual ocorre a interagé@o entre receptores plaquetarios e seus agonistas (especialmente
a trombina) promovendo uma mudanca conformacional das proteinas do citoesqueleto
na membrana plaquetaria, resultando em um aumento na expressdo de moléculas de

adesao superficiais via GPlIb/llla na plaqueta.®

As principais glicoproteinas presentes na superficie plaquetéria, identificadas
como essenciais para o funcionamento normal das plaquetas sdo o complexo
GPIb/IX/V e o GPIllIb/llla.>® Para sua caracterizacgéo, ja foram identificados diferentes
marcadores de membrana, entre eles CD41, CD42a, CD42b, CD51, CD61 e CD62."®
O antigeno CDA41 refere-se a glicoproteina de membrana plaquetaria GPIIb que esta
associada de modo néo covalente com GPllla, a qual é reconhecida pelo marcador
CD61, formando o complexo GPIlIb-llla.®'® J&4 o CD42a reconhece a GPIX e o CD42b
interage com GPlb ,as quais, como ja citadas anteriormente, sdo essenciais no

processo de adesdo plaquetaria.®

A citometria de fluxo € uma técnica de identificacdo e caracterizacdo celular
gue permite a identificacdo simultanea de mudltiplas caracteristicas de uma Unica
célula. E uma tecnologia na qual a andlise inclui a marcacao de células com anticorpos

monoclonais ligados a agentes fluorescentes, o que a torna atualmente a técnica mais



precisa para detectar a expressdo de moléculas de superficie em plaquetas.® E uma
ferramenta que proporciona de maneira objetiva, simples e rapida a determinacdo das
caracteristicas fisicas, biol6gicas e quimicas de células, apresentando confiabilidade e
reprodutibilidade dos resultados.** As vantagens da utilizacdo da técnica como
ferramenta metodologica sdo inumeras, incluindo avaliar individualmente a extensao
da ativacdo plaquetaria, detectar subpopulagcbes de plaguetas e avaliar

quantitativamente biomarcadores.*

Deficiéncias e anormalidades das glicoproteinas de membrana plaquetaria
levam aos quadros de sindromes hemorragicas que apresentam variabilidade clinica.
Entre as principais doencas associadas, detacam-se, por exemplo, a Sindrome de
Bernard-Soulier e a Trombastenia de Glanzmann.?

A Sindrome de Bernard Soulier € uma doenga autossémica recessiva cuja
causa se deve a diversas alteracdes moleculares, produzindo proteinas alteradas que
teriam um papel fundamental na estabilidade da expressédo do complexo GPIb/IX, na
qual se observa importante alteracdo da expressdo na superficie da plaqueta,
comprometendo sua eficacia funcional. Pode ser verificado através da reducdo da
expressdo dos anticorpos CD42a e CD42b.>*!' J4 a Trombastenia de Glanzmann é
uma trombocitopatia autossdmica recessiva na maioria das vezes, que se caracteriza
pela auséncia de agregacdo plaquetaria e discrasia hemorragica cronica, causada
pela deficiéncia ou diminuicdo da glicoproteina GPllb-llla, consistindo em
anormalidades qualitativas e quantitativas desse complexo, mas sem alteracdo de
ndmero, tamanho, forma e tempo de vida de plaquetas.? O uso dos anticorpos
monoclonais CD41 e CD61 permite identificar com precisao a deficiéncia, uma vez que
aparecem alterados. O tratamento utilizado para ambas as doencas é a transfusdo de
plaquetas, sendo a aloimunizagdo plaquetaria uma séria consequéncia desse

procedimento.?

Considerando o universo de doencas associadas a disfuncao plaquetéaria que
podem ser identificadas através da avaliacdo da expressédo de diferentes marcadores
imunofenotipicos, torna-se necessério e fundamental, como primeiro passo no estudo,
0 estabelecimento destes paradmetros na populagdo controle, jA que pouco se sabe
sobre 0s niveis normais de expressao destes marcadores na populacdo sadia. Desta
forma, o objetivo do presente trabalho € determinar o perfil de expressdo dos
marcadores imunofenotipicos associados as plaquetas por técnica citometria de fluxo

em pacientes sadios.



Materiais e Métodos
Amostra:

Foram avaliados 30 voluntarios doadores do banco de sangue de um Hospital
Universitario de Porto Alegre, no periodo de mar¢co a outubro de 2015, com idades

entre 18 a 65 anos.

As amostras de sangue periférico foram coletadas para realizacdo da analise
imunofenotipica, sendo processadas em até duas horas apds a punc¢ao venosa.
Individuos que apresentaram resultados de hemoglobina acima de 11,5g/dL para
sexo feminino e 12,5g/dL para sexo masculino, hematdcrito acima de 37% para sexo
feminino e 40% para sexo masculino e contagem de plaquetas entre 150.000 e
450.000/uL foram incluidos no estudo. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre registrado pelo
numero 966.585 e todos os voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido para participar deste estudo.

Adicionalmente, com o objetivo de avaliar a aplicacdo diagnéstica dos valores
anteriormente estabelecidos para o perfil de expressédo imunofenotipica plaquetaria da
populacdo saudavel, foram analisados trés pacientes com suspeita clinica de
Sindrome de Bernard Soulier que tiveram solicitacao do exame de imunofenotipagem
no laboratério de Citometria de Fluxo do HCPA. Foi realizada uma analise
demonstrativa sobre a densidade celular entre os voluntarios saudaveis e os pacientes

com suspeita de desordem plaquetéria.

Citometria de fluxo:

O estudo de expressédo dos antigenos plaguetarios foi realizado conforme
técnica padronizada e descrita a seguir. A amostra de sangue total coletada em
K,EDTA foi previamente homogeneizada para posterior transferéncia de 5 uL de seu
volume para um tubo de ensaio contendo 50 pL de tampéo PBS (tampdo Fosfato
Salino Laborclin). Foram adicionados a este tubo os anticorpos monoclonais com
volumes previamente validados por titulacdo, sendo entéo incubados por 30 minutos
a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apdés o periodo de incubacédo, as
amostras foram lavadas com 2,0 mL de PBS, homogeneizadas em vortex e
primeiramente centrifugadas a 900 g por 10 minutos para eliminacdo da fracdo

leucOcitaria e, posteriormente, a 2800 g por 10 minutos para obtencédo das plaquetas.



O sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspensas com 500 uL PBS,
sendo adquiridos 20000 eventos no gate de plaquetas no citbmetro de fluxo
FACSCanto™ 11® (BD, S&o José, CA, EUA). Para analise dos dados foi utilizado o
software Infinicyt (Cytognos SL, Salamanca, Espanha).

O painel de anticorpos monoclonais utilizado foi CD41 FITC (EXBIO, Clone
MEM-06), CD42a FITC (BD, Clone ALMA16), CD42b PE (BD, Clone HIPI), CD61
PerCP (BD, Clone RUU-PI7F), CD45 APC (BC, Clone J33). A selecao dos antigenos
a serem avaliados foi baseado nas recomendacdes da literatura.” Como controle foi
usado a populacdo de células CD45 negativa (eritrécitos) da prépria amostra
estudada.

Para identificar a intensidade média de fluorescéncia (MFI — median
fluorescence intensity) de uma molécula na populagcdo de plaquetas, foi utilizada a
seguinte estratégia de gates: identificagdo da populacdo de eritrocitos (controle
negativo) nos parametros FSCxSSC; selecdo da populacdo CD45 negativa e
marcadores plaquetarios negativos. Apos, foi realizada a identificagdo da populacdo
de plaquetas nos parametros FSCxSSC e na populacdo CD45 negativa e realizada
uma segunda analise que incluiu a populacdo que expressa o antigeno de interesse
de cada caso, de acordo com a SSC (complexidade) e o marcador plaquetario de
interesse. A partir disto, se estimou o valor de IMF dentro dessas células que estao
incluidas nessas duas analises, conforme a figura 1.

Andlises estatisticas:

Foi realizada uma andlise descritiva dos dados demograficos (idade, sexo,
guantificacdo e tamanho de plaguetas) e laboratoriais dos individuos incluidos neste
estudo de padronizagdo. Para avaliar a normalidade da distribuicdo dos diferentes
marcadores imunofenotipicos de plaquetas na amostra foi realizado o teste de
Shapiro-Wilk. Os dados foram apresentados em média + desvio-padrao e foi utilizado
0 software Statistical Package for the Social Sciences® (SPSS) versdo 18.0 para

analise considerando uma significancia de 5%.



Resultados

Com o objetivo de estabelecer os valores médios de expressdo dos
marcadores plaquetarios, foram analisados 30 voluntarios doadores do banco de
sangue, hematologicamente normais. A média de idade foi 34,26+12,09 anos sendo

16 individuos do sexo masculino e 14 do sexo feminino.

A IMF dos marcadores expressos na populacdo plaquetaria utilizados para a
caracterizacdo imunofenotipica dos 30 individuos saudaveis estdo apresentados na
tabela 1. Os resultados foram avaliados através de histogramas onde expressaram 0s
antigenos CD41, CD42a, CD42b e CD61, cuja intensidade de expresséo corresponde

ao pico da curva.

O nivel de expressdo para cada marcador de superficie plaquetaria dos
pacientes com suspeita de Bernard Soulier esta descrito na tabela 2. Os histogramas
apresentados na figura 2 relacionaram a densidade celular comparativa entre os
pacientes saudaveis e 0s pacientes com suspeita de Bernard Soulier, onde se espera
que seja possivel auxiliar no diagnéstico correto das suspeitas patolégicas.

Discussao

Foi determinado o perfil de expressdo dos marcadores imunofenotipicos
associados as plaquetas, pela técnica citometria de fluxo em populagéo de individuos
hematologicamente normais, tornando possivel a incorporacdo do teste na
investigacao laboratorial e para auxiliar no estudo de diversas patologias associadas a

disfuncao plaquetéria através da avaliagdo da expresséo destes marcadores.

Foi avaliada a aplicacdo deste método na rotina laboratorial, combinando uma
estratégia baseada em gates para detectar marcadores de superficie plaquetaria
conforme critérios sugeridos por Michelson et al.”” Analisando-se os resultados
obtidos, pode-se verificar que as expressfes dos marcadores (CD42a, CD42b e
CD41) na populagédo controle obtiveram perfis analogos, estando de acordo com
estudos prévios observados na literatura® com excecdo do antigeno CD61, que
apresentou valores distintos, pois esperava-se que fosse encontrado expressdo

semelhante a literatura.

Conforme a literatura, os anticorpos monoclonais podem ser utilizados no
ensaio para medir a expressdao de qualquer antigeno de superficie plaquetaria,
permitindo a identificacdo da mesma.™ Nesse trabalho, foi utilizado um painel dirigido

contra o complexo GPIlIb-llla , GPIb-1X-V, para investigar a expressdo dos anticorpos



na superficie de plaquetas.” A utilizacdo de GPlIb-llla (CD41 e CD61) e GPIlb-IX
(CD42a e CD42b) em painéis favorece a identificacdo de plaquetas e a caracterizagcao

das mesmas na forma em repouso e ativada.’**

E de grande importancia a utilizacdo do complexo GPIb-IX-V visto que este é
responsavel pela adesdo plaquetéria através da sua interacdo com o Fator de von
Willebrand ao subendotélio exposto. E composto por quatro subunidades, a GPIba
(CD42b), GPIbB (CD42c), GPIX (CD42a) e GPV (CD42d).”*** A auséncia de uma
dessas subunidades diminui a express&o de superficie do complexo inteiro.™

Segundo Freitas et al, 2012 sabe-se que contrariamente aos anticorpos que, de
modo geral, ttm maior afinidade pelos receptores quando as plaquetas estédo ativadas,
0 CD42a apresenta maior afinidade por plaquetas no estado inativo® o que pode ser
comprovado na diferenga de valores com o anticorpo CD42b, pois ele se liga a
membrana de plaguetas em repouso e ativadas. ApOs a ativacdo plaquetéria, ocorre
uma diminuicdo da expressdo do complexo GP Ib/IX/V na superficie. Desta forma, o
CD42b permite o estudo de deficiéncias de glicoproteinas, reagbes metabdlicas
responsaveis por mudancas na superficie das plaquetas, adeséo plaquetaria e a

identificacdo de plaquetas no sangue periférico e de megacariocitos.*

Neste estudo, utilizamos apenas anticorpos voltados para a identificagéo
plaguetaria, pois nosso objetivo foi avaliar a intensidade de expressdo dos mesmos.
Como citado anteriormente, a GPllla € uma glicoproteina transmembrana, integrina
B3, expressa em plaquetas que associa-se a GPIIb para formar o complexo GPIIb-llla,
que tem o papel de mediador da agregacdo entre as plaquetas ativadas.*™ Os
anticorpos CD41 e CD61, que reconhecem o0s epitopos Gpllb e Gpllla,
respectivamente, ligam-se a membrana das plaquetas em repouso e das plaquetas
ativadas, sendo que a intensidade de expressao destas glicoprotéinas aumenta com a

ativacao.™*°

No presente estudo, o CD61 expressou valores divergentes do CD41 nos
individuos saudaveis, visto que deveriam apresentar valores semelhantes uma vez
que ambos reconhecem 0 mesmo complexo glicoprotéico e deveriam ser
equivalentes.”” Esses resultados foram atribuidos & fluorescéncia do anticorpo
utilizado, sugerindo-se a utilizacdo de anticorpos com outras fluorescéncias para
posteriores testes, recomendando sempre se testar um controle junto com o paciente
suspeito mostrando a importancia de controlar os clones, as intensidades que podem

diminuir com o tempo de uso e marcacéao utilizada. Cumpre ressaltar que a interacao



anticorpo-GPlIb-llla pode ser afetada in vitro pela manipulagdo da amostra ou, mais

comumente, pelo uso de fixadores e inibidores plaquetéarios.®

A citometria de fluxo ja tem sido utilizada em diversas aplicagdes laboratoriais
para este tipo celular, como controle de qualidade de concentrado de plaquetas,
imunofenotipagem de receptores de superficie de plaquetas, reagcbes cruzadas,
disfuncdes plaquetarias e deteccdo de anticorpos anti-plaquetas feto-maternal.’’ As
aplicagbes podem incluir a monitorizagdo da evolugdo clinica destas doencas,
identificar pacientes que poderiam se beneficiar de terapia antiplaquetaria adicional,
monitorando os efeitos das intervencdes terapéuticas, prevendo complicacdes, ou a
identificacdo pacientes com risco de tromboses.” A andlise imunofenotipica € uma
ferramenta importante e possui a vantagem de ter minima manipulacdo do sangue

total, promovendo resultados qualitativos.®*

No diagnéstico de deficiéncias hereditarias, a citometria de fluxo proporciona
um meio rapido e simples para a identificacdo de deficiéncias glicoproteicas de
membrana plaquetarias, como a sindrome de Bernard-Soulier e Trombastenia de
Glanzmann.***® No caso de Bernard Soulier, ela permite a anélise de plaquetas sem
dificuldades técnicas de procedimento de separagdo das plaquetas gigantes,
caracteristicas da sindrome, das células vermelhas e leucocitos de tamanho

similar.5%2°

Conforme citado anteriormente, a Sindrome de Bernard-Soulier se caracteriza
por um distarbio autossémico recessivo raro, onde se espera que os individuos
heterozigotos sejam portadores assintomaticos.”* Na homozigoze a tendéncia ao
sangramento geralmente é evidente desde a infancia precoce, mas a severidade dos
sintomas pode variar durante a puberdade e a vida adulta.”? Ela é provocada por
defeitos em qualquer um dos genes que codificam GPIb-I1X-V, ocasionando a auséncia
ou diminuicdo de uma das proteinas do complexo na superficie plaquetaria,
geralmente GPIb.?* Isto torna a ligacdo do fator de Von Willebrand ao GP IB-IX-V
defeituosa, resultando na reducdo da adesdo de plaquetas ao subendotélio vascular
lesado, levando a um aumento de sangramento moderado a grave, associada com
macroplaquetas, baixa contagem de plaquetas, tempo de hemorragia prolongado e

trombocitopenia moderada.****%°

De acordo com a literatura, a citometria de fluxo possui um padréo classico
para a doenca, apresentando niveis extremamente reduzidos de CD42a e CD42b, os
qguais sdo associados com a normalidade ou o aumento da expressdo de CD4la e

CD61.2% A expressdo aumentada de GPlIb-Illa, é devido ao fato das plaquetas serem



maiores do que as normais, portanto cada particula pode transportar um niamero maior
de receptores. Se especula que as plaguetas de pacientes com Sindrome de Bernard-
Soulier podem compensar a falta de receptores GPIb-IX-V, aumentando a expressdo
de GP llb-lla.**?®

A partir do nosso estudo, foi possivel analisar 3 pacientes com suspeita de
Bernard Soulier. Fundamentalmente, observou-se que alguns tiveram padrbes
diferentes de expressao imunofenotipica. O paciente 1 expressou niveis normais de
CD42a, CD42b e CD61, e expressédo elevada de CD41 em relacdo aos controles,
sugerindo entdo que esse paciente ndo é portador da doenca. Isto foi confirmado junto
aos prontudrios do paciente no hospital em estudo, o qual indicou o diagnostico de
Anemia de Fanconi. No caso dos pacientes 2 e 3, os dados observados sugerem que
eles sejam portadores de Bernard Solier, pelo fato de apresentarem baixa expressao
de CD42a e CD42b, e CD61 ligeiramente aumentado. Esses valores implicam no
diagnoéstico, além do que, outros dados laboratoriais dos pacientes, como

plaguetopenia e macroplaquetas corroboraram com o diagndstico.?’

Um fator limitante encontrado para este estudo foi 0 baixo nimero de pacientes
com suspeitas de desordens plaquetarias para comparar com 0s pacientes da

padronizacgéo.

Conclusao

Este estudo permitiu realizar a padronizacdo da técnica de marcacgao
plaquetéria por citometria de fluxo, evidenciando uma heterogeneidade na intensidade
média de fluorescéncia de antigenos plaquetarios em individuos sadios. Pode-se
auxiliar o diagnostico de 2 pacientes com disfungBes plaquetarias e excluir uma
suspeita, de acordo com as expressbes dos marcadores celulares estudados,

demonstrando a aplicabilidade na prética clinica da incorporacao do teste.

O método aplicado demonstrou que andlise em plaquetas pode ser realizada
por uma técnica simples e rapida e automatizada, apresentando confiabilidade e
reprodutibilidade dos resultados. Permitiu a deteccdo simultdnea de antigenos de
superficie de forma sensivel e especifica. Contudo, quando se trata de uma suspeita
de alteragdo na intensidade de expressdo e ndo apenas na auséncia total do
marcador, os clones e as fluorescéncias devem ser controladas e sempre devemos

analisar uma amaostra controle juntamente com o paciente em questao.



Estes resultados sdo importantes para se conhecer o perfil de intensidade
destes marcadores em individuos saudaveis, possibilitando futuros estudos e
aplicacbes em pacientes com distarbios plaquetarios, auxiliando em diagnosticos e

contribuindo com a rotina laboratorial.
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Figura 1: Representacdo da expressdo dos marcadores CD42b (b), CD42a (c), CD61 (e) e
CDA41 (f) por Imunofenotipagem para identificacdo de plaguetas. Em azul esta representado a
populagdo de plaquetas e, em vermelho, os eritrocitos utilizados como controle negativo.
Utilizou-se o CD45 (d) para a identificagdo da populacdo de plaquetas e eritrécitos pois sua

expressdo negativa indica a presenca destas células.



Density
Density

g P Y rry—T=
& g
w0 wm at A s

CDA42b:PE-A LOGICAL CD61:PerCP-ALOGICAL

>
)
¢
€
-
e

e s w0 t "

e
CD42B:PE-A LOGICAL CD61:PerCP-A LOGICAL

Figura 2: Histograma de antigenos plaquetarios CD42a, CD42b, CD61 e CD41 em voluntarios
controle (a-d) e em pacientes com suspeita de Bernard Soulier (e-h). Observa-se que o
paciente com suspeita de doenca tem uma expressdo baixa de CD42b e CD42a, uma
expressao aberrante de CD61 e expressao dentro padrdo de CD41.



Tabela |: Pardmetros plaquetarios e IMF de antigenos em amostra de individuos
saudaveis.

N? de VP IMF
plaguetas
CD42a CD42b CD&1 cDa1
h=30 230430 5.8x0.2 75.33+10,79 1551842381 44924837 B353+1544

Valores de IMF nos 30 voluntarios utilizados para a padronizacdo da técnica. Dados estao
expressos como média = DP.

VPM: Volume plaquetario médio.
IMF: Intensidade média de fluorescéncia.

Tabela II: Caracteristicas dos pacientes com suspeita de disfun¢des plaguetarias.

o ff;u‘;izs VP IMF

ST (L) CD42a cD42b cD61 CD41
Paciente 1 - - 57 40 32,40 50,00 145,90
Paciente2 | 120x10%L 14,91 15,80 25,00 7299 90,40
Paciente3 | 17x10%L 0.5 a4 57 53,16 104,70 79,14

Os valores nas colunas acima correspondem a expressdo dos antigenos de superficie celular
estudados. Os dados estdo expressos como mediana obtida no Software Infinicyt. Os dados de
VPM e n° de plaquetas foram obtidos através dos prontuarios dos pacientes.



