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RESUMO 

Introdução: A síndrome antifosfolípide (SAF) é uma doença autoimune sistêmica 
caracterizada pela presença persistente de anticorpos antifosfolípides no plasma e 
apresenta como principais manifestações clínicas a trombose vascular, de origem 
arterial ou venosa, e as complicações obstétricas. Objetivo: Avaliar a agregação 
plaquetária em pacientes com SAF primária trombótica e caracterizar as vias de 
sinalização purinérgica e dos nucleotídeos cíclicos. Metodologia: Quarenta 
voluntários com SAF primária trombótica (62,5% mulheres) e 62 voluntários sem 
histórico de trombose (64,5% mulheres) foram incluídos. Primeiramente, o plasma rico 
em plaquetas (PRP) foi obtido e estimulado com difosfato de adenosina (ADP, 3 ou 
10 µM), colágeno (1 µg/ml) ou ácido araquidônico (AA, 300 µM), na presença e 
ausência dos respectivos inibidores e fármacos antiplaquetários: nitroprussiato de 
sódio (SNP, 3 ou 10 µM), iloprost (ILO, 3 ou 10 nM) e ticagrelor (2 µM). Em seguida, 
a plaqueta lavada (PL) de pacientes com SAF foi obtida para a quantificação do 
receptor P2Y12 e dos nucleotídeos cíclicos. Em outro ensaio, a PL de voluntários 
saudáveis foi incubada com anticorpos IgG (500 µg/mL) isolados do soro de 
voluntários saudáveis ou pacientes com SAF e então estimulada com ADP 30 µM na 
presença e ausência dos mesmos inibidores e fármacos antiplaquetários. 
Resultados: A agregação induzida pelo ADP foi significativamente maior no PRP 
obtido de pacientes com SAF do que no controle. A expressão proteica do receptor 
P2Y12 e da Gs alfa foi significativamente maior e menor, respectivamente, na PL de 
pacientes com SAF. No PRP incubado com ILO ou SNP, a reatividade plaquetária 
residual induzida pelo ADP foi ainda maior no PRP de pacientes com SAF do que no 
controle. Níveis intracelulares mais baixos de AMPc e GMPc foram observados no 
PRP não estimulado de pacientes com SAF. A expressão proteica das subunidades 
da guanilato ciclase solúvel e das fosfodiesterases tipos 3 e 5 não diferiu. A atividade 
antiplaquetária do ticagrelor foi semelhante entre os grupos e o cilostazol potencializou 
significativamente essa resposta. Anticorpos antifosfolípides isolados obtidos de 
pacientes com SAF potencializaram a agregação induzida por ADP em plaquetas 
saudáveis, mas não afetaram as respostas inibitórias induzidas por SNP ou ILO 
Conclusão: As plaquetas isoladas de pacientes com SAF primária trombótica 
apresentaram alteração na via P2Y12 – AMPc e nos níveis intracelulares de GMPc. 
Além disso, o estudo abre a possibilidade para avaliar a eficácia e segurança da 
terapia com ticagrelor, isolado ou em associação com o cilostazol, em pacientes com 
SAF e trombose arterial que sejam resistentes ou intolerantes à aspirina. 

 

Palavras-chave: Agregação plaquetária; Síndrome antifosfolípidica; Plasma rico em 
plaquetas; Nucleotídeos cíclicos; Cilostazol. 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Introduction: Antiphospholipid syndrome (APS) is a systemic autoimmune disease 
characterized by the persistent presence of antiphospholipid antibodies in the plasma, 
with its main clinical manifestations being vascular thrombosis of arterial or venous 
origin and obstetric complications. Objective: To evaluate platelet aggregation in 
patients with primary thrombotic APS and characterize the purinergic signaling 
pathways and cyclic nucleotides. Methodology: Forty volunteers with primary 
thrombotic APS (62.5% women) and 62 volunteers without a history of thrombosis 
(64.5% women) were included. Firstly, platelet-rich plasma (PRP) was obtained and 
stimulated with adenosine diphosphate (ADP, 3 or 10 µM), collagen (1 µg/ml), or 
arachidonic acid (AA, 300 µM), in the presence and absence of respective inhibitors 
and antiplatelet drugs: sodium nitroprusside (SNP, 3 or 10 µM), iloprost (ILO, 3 or 10 
nM), and ticagrelor (2 µM). Then, washed platelets (WP) from APS patients were 
obtained for quantification of the P2Y12 receptor and cyclic nucleotides. In another 
assay, WP from healthy volunteers were incubated with IgG antibodies (500 µg/mL) 
isolated from the serum of healthy volunteers or APS patients and then stimulated with 
ADP 30 µM in the presence and absence of the same inhibitors and antiplatelet drugs. 
Results: ADP-induced aggregation was significantly higher in PRP obtained from APS 
patients compared to controls. Protein expression of the P2Y12 receptor and Gs alpha 
was significantly higher and lower, respectively, in WP from APS patients. In PRP 
incubated with ILO or SNP, residual platelet reactivity induced by ADP was even higher 
in PRP from APS patients compared to controls. Lower intracellular levels of cAMP 
and cGMP were observed in unstimulated PRP from APS patients. Protein expression 
of soluble guanylate cyclase subunits and phosphodiesterase types 3 and 5 did not 
differ. Ticagrelor's antiplatelet activity was similar between groups, and cilostazol 
significantly potentiated this response. Antiphospholipid antibodies isolated from APS 
patients potentiated ADP-induced aggregation in healthy platelets but did not affect 
inhibitory responses induced by SNP or ILO. Conclusion: Platelets isolated from 
patients with primary thrombotic APS showed alterations in the P2Y12 – cAMP pathway 
and intracellular levels of cGMP. Furthermore, the study opens the possibility to 
evaluate the efficacy and safety of ticagrelor therapy, alone or in combination with 
cilostazol, in APS patients with arterial thrombosis who are resistant or intolerant to 
aspirin. 

Keywords: Platelet aggregation; Antiphospholipid Syndrome; Platelet-rich plasma; 
Nucleotides, Cyclic; Cilostazol. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1.  SÍNDROME ANTIFOSFOLÍPIDE 

1.1.1. DEFINIÇÃO E EPIDEMIOLOGIA 

A síndrome antifosfolípide (SAF) pode ser definida como uma doença 

autoimune sistêmica caracterizada pela presença persistente de anticorpos 

antifosfolípides no plasma, tais como: anticardiolipina, anti‑β2 glicoproteína I e 

anticoagulante lúpico (1, 2). A SAF pode acometer o paciente de duas formas: i) a 

forma primária, quando ocorre de forma isolada, ou ii) secundária, quando ocorre 

em associação com outra doença autoimune, geralmente o lúpus eritematoso 

sistêmico (LES) (3). 

A prevalência da SAF na população global está entre 1-5%, o equivalente a 

50 casos a cada 100.000 pessoas por ano, enquanto a sua incidência equivale a 

aproximadamente 2 novos casos a cada 100.000 pessoas por ano (4, 5), além 

disso, sua taxa de mortalidade em alguns países da Europa está por volta de 10% 

a cada 10 anos (6). A SAF normalmente é diagnosticada em indivíduos abaixo dos 

50 anos de idade, sendo que o diagnóstico é mais comum nas mulheres do que 

nos homens, com a proporção homem/mulher chegando a ser de 1:3,5 na SAF 

primária e 1:7 na forma secundária da doença associada ao LES (2, 7, 8). 

Trabalhos mostram que, aproximadamente, 13,5% dos pacientes com acidente 

vascular cerebral (AVC), 11% com infarto agudo do miocárdio e 9,5% com 

trombose venosa profunda (TVP) apresentam positividade para algum tipo de 

anticorpo antifosfolípide (4). 

No entanto, a epidemiologia da SAF permanece pouco estudada, fazendo-

se necessário o desenvolvimento de novos estudos populacionais de pacientes 

com idades diversas e diferentes origens étnicas. 

 

1.1.2. CRITÉRIOS DE DIAGNÓSTICO E MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

Os critérios de diagnóstico da SAF foram estabelecidos durante o 8° 

Simpósio Internacional de Anticorpos Antifosfolípides (9) e posteriormente 

revisados em um workshop realizado em Sydney, na Austrália, antes do 11° 

Congresso Internacional de Anticorpos Antifosfolípides (10). Para o diagnóstico 

confirmatório, exige-se a presença de pelo menos um critério clínico e um critério 

laboratorial. Os critérios clínicos incluem a trombose venosa, arterial ou de 



pequenos vasos, além dos casos de morbidade gestacional em mulheres. Já os 

critérios laboratoriais contemplam a positividade para um ou mais dos três 

principais anticorpos antifosfolípides, sendo chamado de triplo positivo o paciente 

que apresenta positividade para os três. No entanto, é essencial que o resultado 

positivo seja confirmado em um segundo teste, com intervalo de no mínimo 12 

semanas em relação ao teste anterior, visto que a presença dos autoanticorpos 

deve ser persistente e não apenas transitória (9-10). 

Em 2023, o Colégio Americano de Reumatologia (ACR) e a Aliança 

Europeia de Associações de Reumatologia (EULAR) estabeleceram um novo 

critério de classificação com o objetivo de aumentar a homogeneidade das coortes 

de pacientes com SAF nas futuras pesquisas sobre a doença, ponderando 

domínios clínicos e laboratoriais, agrupando hierarquicamente os pacientes e 

unindo aqueles com características similares. Porém, é importante ressaltar que 

os critérios de classificação não são “critérios diagnósticos” e, portanto, não devem 

ser utilizados para decisões diagnósticas e terapêuticas em ambientes clínicos 

(11). 

As manifestações clínicas que definem a doença incluem: eventos de 

trombose vascular, de origem arterial ou venosa, e/ou complicações obstétricas (1, 

12). O tromboembolismo venoso é o tipo mais comum de trombose, ocorrendo 

principalmente nas veias profundas dos membros inferiores (13), porém, os 

eventos de trombose arterial, que ocorrem majoritariamente na circulação arterial 

cerebral, costumam ser mais graves (13-14). 

 

1.1.3. MECANISMOS FISIOPATOLÓGICOS 

Os mecanismos fisiopatológicos envolvidos na SAF ainda não foram 

completamente estabelecidos, entretanto, já é conhecido a participação de alguns 

mediadores e de algumas células em processos que podem contribuir para o 

desenvolvimento de eventos trombóticos (15-16). A β2 glicoproteína I, sintetizada 

endogenamente nos hepatócitos, células endoteliais e trofoblastos, tem uma 

participação melhor esclarecida nos pacientes com SAF (3). Essa glicoproteína 

normalmente encontra-se no seu estado não imunogênico, ou seja, com os 

epítopos de ligação dos linfócitos B e T ocultos, porém, com o aumento da 

ocorrência do estresse oxidativo, que é demonstrado no paciente com SAF, ocorre 



a manifestação desses epítopos críticos, permitindo a ligação da β2 glicoproteína 

I com autoanticorpos circulantes, levando a formação de um imunocomplexo que 

induz a ativação de vias de sinalização intracelulares e a produção de mediadores 

pró-trombóticos (Figura 1) (14, 17). 

O imunocomplexo formado é o principal componente da fisiopatologia da 

imunotrombose na SAF (Figura 2). Este imunocomplexo interage com as células 

endoteliais, através do receptor 2 da Apolipoproteína E (ApoER2), e induz um 

aumento da atividade da fosfatase PP2A, enzima responsável pela desfosforilação 

da serina 1179 da sintetase de óxido nítrico endotelial (eNOS), o que ocasiona, 

portanto, a redução da biodisponibilidade de óxido nítrico (NO) endotelial (18-19). 

Além disso, as células endoteliais também são estimuladas a liberarem moléculas 

de adesão (E-selectina, VCAM-1, ICAM-1), citocinas (IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α), 

micropartículas e fator tecidual (FT), sendo o último responsável pela ativação dos 

fatores IX e X da cascata de coagulação e produzido com maior intensidade 

através da interação dos anticorpos antifosfolípides com as células endoteliais. 

Além disso, sua atividade funcional (ativação dos fatores VII e X), também se 

encontra aumentada nos pacientes que apresentam esses autoanticorpos (20), 

sendo observado aumento na ativação da p38MAPK e na translocação do NF-κB 

quando há maior liberação de FT pelas células endoteliais (21-22). O 

imunocomplexo também pode promover a ativação de monócitos, ativação da via 

clássica do sistema complemento, formação de armadilha extracelular de 

neutrófilos (NETs), produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e resistência 

a fibrinólise (por meio da inativação da plasmina e do ativador de plasminogênio 

tecidual) (22). 

Atualmente, vários biomarcadores genéticos e epigenéticos foram 

identificados como sendo especificamente associado às principais características 

clínicas dos pacientes com SAF, no entanto, nenhum estudo demonstrou quais 

que tinham uma maior associação com os maiores riscos de trombose. Assim, foi 

possível identificar um perfil gênico específico em monócitos de pacientes com 

SAF, além de identificar dois miRNAs (miR-19b/miR-20a) como potenciais 

moduladores do fator tecidual (23). 



A ativação plaquetária mediada pelos anticorpos antifosfolípides é 

considerada um fator relevante nos mecanismos pró-coagulantes, ocorrendo 

através da ativação de receptores plaquetários e pelo fornecimento de uma 

superfície plaquetária favorável as reações de coagulação (24). É justamente o 

imunocomplexo formado entre os anticorpos antifosfolípides e a β2 glicoproteína I, 

muitas vezes com a participação do fator plaquetário 4, que tem a capacidade de 

se ligar e ativar a glicoproteína Ib alfa (GPIbα) e o ApoER2, promovendo a 

fosforilação da 38MAPK, o que por sua vez induz ao aumento na produção de 

tromboxano A2 (TXA2) e na expressão da P-selectina, além da mudança na 

conformação da glicoproteína IIb/IIIa (Figura 3) (25-26). 

 

 

Figura 1 – Oxidação e dimerização da β2-glicoproteína I na contribuição 
ao desenvolvimento de eventos trombóticos na SAF. A β2-glicoproteína 1 
encontra-se no seu estado não imunogênico, porém, com o aumento da 
ocorrência do estresse oxidativo, que é demonstrado no paciente com SAF, 
ocorre a abertura da molécula para o seu formato linear e imunogênico. Figura 
adaptada (3). 



 

Figura 2 – Via imuno-trombo-aterogênica na SAF. O imunocomplexo 
anticorpo antifosfolípide-β2 glicoproteína I interage diretamente com as células 
endoteliais, monócitos, neutrófilos e plaquetas, promovendo alterações 
essenciais para a fisiopatologia da imunotrombose na SAF (22). Autorização: 
5790491111578. 

Figura 3 – Interação do complexo β2-GPI/anticorpo antifosfolípide com 
receptores plaquetários. O imunocomplexo anticorpo antifosfolípide-β2 
glicoproteína I interage diretamente com as plaquetas através do receptor 
ApoER2 e da GPIb alfa, promovendo assim a fosforilação da 38MAPK, que por 
sua vez, leva a maior expressão da GP IIb/IIIa e da P-selectina, além de 
promover a liberação de TXA2 para o meio extracelular (25). Autorização: 
5790470405478. 



1.1.4. TRATAMENTO 

Atualmente, o principal tratamento da SAF trombótica consiste na realização 

de uma tromboprofilaxia secundária ou primária do paciente, dependendo do 

desenvolvimento ou não, respectivamente, de eventos trombóticos (27). Na 

tromboprofilaxia secundária recomenda-se o uso de anticoagulantes antagonistas 

de vitamina K, como a Varfarina, com a meta da Razão de Normalidade 

Internacional (RNI) sendo entre 2 e 3 para pacientes com histórico de trombose 

venosa, e maior do que 3 para pacientes com trombose arterial prévia, podendo 

também estar entre 2 e 3 na terapia conjugada com o ácido acetilsalicílico (AAS). 

Já na tromboprofilaxia primária, é indicado o uso do AAS 100 mg em pacientes 

com alto risco cardiovascular, o que inclui aqueles que são triplo-positivo, que 

apresentam anticoagulante lúpico persistente ou que já possuem indicação prévia 

para terapia com antiagregante plaquetário (28-29). 

O uso de anticoagulantes orais diretos (DOACs) é bastante indicado para o 

tratamento da TVP, embolia pulmonar e fibrilação atrial, principalmente pelas suas 

vantagens farmacocinéticas e farmacoterapêuticas, como a ausência de 

monitoramento laboratorial constante, dosagem fixa e o baixo índice de interações 

medicamentosas com outros fármacos ou alimentos. Porém, o uso de DOACs não 

é recomendado para a tromboprofilaxia secundária em pacientes com SAF 

primária de alto risco, como os triplos positivos ou aqueles com histórico de 

trombose arterial (30-31). Essa recomendação ocorreu pelo fato dos ensaios 

clínicos randomizados não terem conseguido demonstrar a não inferioridade (em 

termos de segurança e eficácia) dos DOACs em comparação com a varfarina entre 

pacientes com SAF primária trombótica, além de ter havido a notificação de 

eventos adversos graves em alguns estudos, incluindo casos de infarto, AVC e até 

mesmo óbitos (31). 

No entanto, o uso desses anticoagulantes pode ser considerado em 

pacientes com SAF não triplo positiva e com histórico de trombose venosa, apenas 

nos casos em que a varfarina não é mais uma opção viável (30-32). É importante 

evitar ao máximo o uso de anticoagulantes orais diretos nesses pacientes, 

independentemente se o evento tromboembólico inicial foi venoso ou arterial, 

enquanto se aguarda a realização de ensaios clínicos mais bem desenhados (32). 

Levando em conta todas essas informações, podemos observar que o 

tratamento da SAF ainda é motivo de muita discussão, já que as opções 



terapêuticas disponíveis apresentam o risco de não oferecer uma prevenção ideal 

contra os eventos trombóticos ou de acarretar um elevado risco de complicações 

associadas ao seu uso (33). 

1.2. PLAQUETAS 

1.2.1. CITOLOGIA E ATIVAÇÃO PLAQUETÁRIA 

As plaquetas são os fragmentos de células do tecido sanguíneo, anucleadas 

e formadas a partir da fragmentação dos megacariócitos na medula óssea, 

possuindo funções essenciais na trombose e hemostasia. As plaquetas podem ser 

encontradas no sangue em uma contagem de 150 - 400 x 106/mL de sangue e 

possuem meia-vida de 8 a 14 dias, sendo retiradas da circulação principalmente 

pelo fígado e baço (34). 

Existem várias organelas dispersas no citoplasma das plaquetas, incluindo 

mitocôndrias, ribossomos, lisossomos e peroxissomos (35). Além disso, as 

plaquetas são ricas em grânulos plaquetários, que ocupam entre 30 a 50% do 

conteúdo plaquetário e são classificados em grânulos densos (ADP, histamina, 

cálcio, serotonina), alfa (beta-tromboglobulina, fator de Von Willebrand, 

fibrinogênio, fibronectina, fator de crescimento celular) e componentes celulares, 

como os lisossomos (fosfatase ácida e beta-glucoronidase) (36). 

As plaquetas são inicialmente ativadas quando expostas ao colágeno nas 

áreas de lesão vascular e exposição da matriz subendotelial, por meio da ativação 

da glicoproteína VI (GPVI) e integrina α2β1 com importante participação do fator de 

von Willebrand, que se liga a GPIbα. Após esse estímulo inicial, ocorre a liberação 

do conteúdo granular, promovendo a interação plaqueta-plaqueta, plaqueta-

endotélio e plaqueta-leucócito. Ocorre também a síntese e liberação de TXA2 para 

o meio extracelular, promovendo a amplificação da ativação plaquetária (37). 

Na membrana plasmática plaquetária estão presentes receptores que 

medeiam a adesão, tais como: integrinas (αIIbβ3, α1β3, α2β1, α5β1), leucinas, 

imunoglobulinas e selectina (P-selectina). Porém, a integrina αIIbβ3 é a principal e 

com maior presença na membrana plaquetária. Consiste em um heterodimero 

cálcio dependente que permite a ocorrência e a estabilização da agregação 

plaquetária. Normalmente, a integrina αIIbβ3 encontra-se no estado de baixa 

afinidade, no entanto, com o aumento dos níveis de cálcio intracelular ocorre a sua 



ativação, fazendo com que ela se ligue as moléculas de fibrinogênio circulantes e 

ocorra a agregação plaquetária (34, 37). 

 

1.2.2. AGONISTAS PLAQUETÁRIOS 

A amplificação da resposta plaquetária é estimulada por múltiplas vias, 

incluindo a atuação de importantes agonistas, tais como: colágeno, ADP, TXA2, 

epinefrina, serotonina e trombina. O ADP é armazenado em altas concentrações 

nos grânulos densos plaquetários e liberado durante a fase de amplificação, 

ativando dois receptores purinérgico, P2Y1 e P2Y12, os quais estão acoplados 

bioquimicamente as proteínas Gq e Gi, respectivamente (Figura 4). A ligação do 

ADP ao receptor P2Y1 causa alterações na forma plaquetária (shape-change) e 

agregação através da ativação da fosfolipase C-β2, sendo que a mudança de 

forma precede a agregação e aumenta consideravelmente a área de superfície 

externa das plaquetas, facilitando os contatos com células e moléculas próximas 

(38). A ligação do ADP ao receptor P2Y12 com subsequente sinalização da via Gi 

é muito mais potente e essencial para a agregação plaquetária desenfreada. Outro 

mediador liberado pelos grânulos densos plaquetários é o ATP, que se liga ao 

canal iônico P2X1 promovendo o influxo de cálcio, promovendo a mudança de 

forma plaquetária e a liberação secundaria de grânulos, mas não a agregação 

plaquetária. Portanto, a sinalização P2X1 não é considerada fundamental na 

agregação plaquetária, além da sua resposta não ser sustentada devido a rápida 

e intensa dessensibilização do receptor, porém, essa resposta ao ATP modula e 

contribui significativamente para a resposta plaquetária, principalmente na etapa 

de amplificação do sinal (38-39).       

O TXA2, produto final da cascata do ácido araquidônico (AA) nas plaquetas, 

é produzido a partir da conversão do AA em prostaglandina H2 pela enzima 

ciclooxigenase tipo 1 (COX-1) e em seguida convertido em TXA2 pela tromboxano 

sintase (37). O TXA2 é então liberado para o meio extracelular, com curto tempo 

de meia-vida, amplificando o sinal através da ligação com o receptor de 

tromboxano/endoperóxido (TP) que por sua vez ativa Gq e G12/13. A trombina por 

sua vez, também é liberada durante a etapa de amplificação e atua em receptores 

ativados por protease (PAR) 1 e 4, clivando a porção N-terminal do sítio específico 

de ligação. Após a sua ativação, os receptores PAR são internalizado por 



mecanismos dependentes de fosforilação, e em seguida degradados dentro dos 

lisossomos (38). Os receptores TP e PAR também estão acoplados a proteína 

G13, que ativa a via mediada pela Rho/Rho-quinase, levando a um aumento da 

fosforilação da cadeia leve da miosina que modula a forma plaquetária (40). 

 

1.2.3. MECANISMOS DE INIBIÇÃO PLAQUETÁRIA 

A inibição da atividade plaquetária ocorre pela ação do NO e da prostaciclina, 

que são produzidos majoritariamente pelas células endoteliais e atuam como 

importantes reguladores inibitórios da atividade plaquetária, interferindo na adesão, 

ativação, agregação, secreção e alteração de forma das plaquetas (Figura 4). O 

NO é capaz de ativar a guanilato ciclase solúvel (GCs) plaquetária, o que induz a 

um aumento intracelular de GMPc, enquanto a prostaciclina ativa os receptores de 

prostaciclina localizados em sua membrana celular, aumentando o nível de AMPc 

intracelular. Ambos segundos mensageiros ativam proteínas quinases 

dependentes, PKA (AMPc) e PKG (GMPc), induzindo reações em cascata que 

reduzem a mobilização de cálcio intracelular e promovem a ativação de vias 

inibitórias (38, 41). 

A proteína conhecida como VASP (vasodilator-stimulated phosphoprotein) 

possui entre 46 e 50 kDa e é um substrato para as duas proteínas quinases 

dependentes (PKA e PKG). A PKA é capaz de promover a fosforilação da VASP no 

resíduo de serina 157, enquanto a PKG promove a fosforilação no resíduo de serina 

239. Nas plaquetas, a fosforilação VASP pelas proteínas quinases dependentes 

(PKA e PKG) promove a ativação de vias inibitórias, portanto, quando há a sua 

fosforilação, a ativação e agregação plaquetária são inibidas (42). 

 

1.2.4. PAPEL DAS PLAQUETAS NA TROMBOSE VENOSA 

As plaquetas apresentam um importante papel nas tromboses arteriais, 

enquanto que o seu papel no tromboembolismo venoso (TEV) tem sido muito 

menos discutido. No entanto, evidências recentes mostraram que as plaquetas 

podem desempenhar um papel essencial no TEV. Um artigo recente mostrou isso, 

ao concluir que os níveis plasmáticos de vesículas extracelulares derivadas de 

plaquetas estão associados ao risco futuro de TEV, sugerindo que uma alta 

proporção dessas vesículas no plasma pode ser um marcador de risco de TEV 



futuro e que a ativação plaquetária com subsequente formação das vesículas está 

envolvida na sua patogênese (43).  

Além disso, outro trabalho recente avaliou a função plaquetária obtida de 

pacientes com embolia pulmonar isolada (EPi), trombose venosa profunda isolada 

(TVPi) ou TVP + EP (44). Resumidamente, os autores observaram que a agregação 

plaquetária induzida pela epinefrina e pelo ADP foi menor no grupo com EPi ou 

TVP + EP. Expressões mais baixas para PAC-1 e menor geração de trombina foram 

observadas em plaquetas do grupo TVP + EP e EPi em comparação com o grupo 

TVPi. Sendo assim, este estudo sugere que os fenótipos plaquetários variam entre 

EPi e TVPi e que a atividade plaquetária reduzida em pacientes com EPi sugere 

maior degranulação plaquetária. 

No entanto, mais estudos são necessários para determinar quais 

biomarcadores plaquetários estão relacionados com os piores resultados clínicos 

de pacientes com TEV, além de esclarecer os fenótipos relacionados a trombose 

venosa profunda (TVP) e a embolia pulmonar (EP). 

1.3. AGENTES ANTIPLAQUETÁRIOS AVALIADOS 

1.3.1. ÁCIDO ACETILSALICÍLICO 

O AAS, conhecido pelo nome comercial de aspirina, é um dos fármacos mais 

antigos e também um dos mais utilizados ao redor do mundo, sendo responsável 

direto pelo aumento da expectativa de vida nas últimas décadas. O AAS é um anti-

inflamatório não esteroidal (AINE) capaz de inibir a enzima ciclooxigenase (COX) 

tipo 1 e 2. Sendo assim, o AAS inibe a produção de TXA2 nas plaquetas ao inibir 

irreversivelmente a COX-1, diminuindo assim a agregação plaquetária e a COX-2 

em doses mais altas, levando ao efeito analgésico e antipirético (45-46). 

Como foi descrito anteriormente, o AAS em baixa dose é utilizado na 

tromboprofilaxia primária da SAF, indicado apenas para pacientes com alto risco 

cardiovascular, sendo que geralmente esses pacientes já possuem uma indicação 

prévia para a terapia com agentes antiagregante plaquetários (28-29). 

 

1.3.2. TICAGRELOR 

O ticagrelor é um antagonista reversível do receptor P2Y12, administrado 

pela via oral e com efeito direto, sem a necessidade de ativação metabólica para 

gerar seu efeito inibitório. Ao antagonizar o receptor P2Y12 o fármaco promove a 



redução da atuação do ADP sobre as plaquetas e, portanto, aumenta a atividade 

da adenilato ciclase no meio, o que promove aumento nos níveis intracelulares de 

AMPc, importante mediador das vias inibitórias plaquetárias. O ticagrelor possui um 

rápido início de ação e uma inibição plaquetária mais pronunciada quando 

comparado às tienopiridinas (47). 

Apesar do clopidogrel ainda ser o antagonista do receptor P2Y12 mais 

utilizado, ele possui importantes limitações, tais como: necessidade do 

metabolismo hepático para gerar o metabólito ativo, ligação irreversível ao receptor 

P2Y12, gerando prolongamento no risco de sangramento e a existência de uma 

variada resposta individual ao fármaco (seja por polimorfismos, interações 

medicamentosas ou doenças hepáticas), gerando resistência ao tratamento (47). 

De acordo com o ensaio clínico PLATO, o ticagrelor demonstrou ser mais 

eficaz do que o clopidogrel, reduzindo o desfecho primário (composto de morte 

cardiovascular, infarto do miocárdio não fatal e acidente vascular cerebral) em 

pacientes com síndrome coronária aguda (SCA) (48). 

 

1.3.3. CILOSTAZOL 

O cilostazol é um inibidor direto da fosfodiesterase tipo III (PDE3), enzima 

responsável pela degradação do AMPc intracelular em AMP. Com a inibição da 

PDE3 pelo cilostazol os níveis intracelulares de AMPc aumentam, favorecendo a 

inibição da agregação plaquetária (47). 

Atualmente, o cilostazol é indicado como terapia de primeira linha para tratar 

os sintomas de claudicação intermitente em pacientes com doença arterial 

periférica. Porém, estudos clínicos já demonstraram a sua eficácia e segurança 

hemorrágica quando coadministrado com clopidogrel e AAS em pacientes com 

SCA submetidos a intervenções coronarianas percutâneas, reduzindo o desfecho 

(composto de morte cardíaca, infarto do miocárdio e acidente vascular cerebral) em 

comparação com o uso de AAS mais clopidogrel (49-50).  

Em outro estudo clínico, pacientes com infarto cerebral não cardioembólico 

receberam administração oral de 100 mg de cilostazol duas vezes ao dia e 

mostraram não inferioridade ou possivelmente superioridade a 81 mg de AAS 

administrada uma vez ao dia na prevenção da recorrência de acidente vascular 



cerebral, além disso, o cilostazol foi associado a um menor índice de sangramentos 

(51). 

Vários desses achados de ensaios clínicos com cilostazol, sozinho ou em 

combinação com outros medicamentos antiplaquetários, mostram a sua eficácia 

com risco limitado de sangramento, no entanto, estudos clínicos adicionais 

precisam ser realizados para que a indicação no tratamento de doenças 

trombóticas seja oficializada (52). 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Via de sinalização do agonista ADP e dos mediadores 
inibitórios (PGI2 e NO) nas plaquetas. O ADP ativa os receptores P2Y1 e 
P2Y12 localizados na superfície plaquetária, acoplados bioquimicamente a 
proteína Gq e Gi, respectivamente. O NO ativa a GCs promovendo aumento 
nos níveis intracelulares de GMPc, enquanto a prostaciclina (PGI2) ativa o 
receptor IP, promovendo aumento nos níveis intracelulares de AMPc. Ambos os 
nucleotídeos ativam respectivamente, PKG e PKA, que fosforilam vias 
inibitórias na plaqueta (41). Autorização: 5790291430527. 



2. JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

A maioria dos estudos demonstraram que os anticorpos antifosfolípides 

isolados e purificados do soro de pacientes com SAF promoveram um aumento na 

ativação de plaquetas isoladas de voluntários sadios e que foram estimuladas com 

concentrações subterapêuticas de ADP, colágeno ou trombina. Porém, até o nosso 

conhecimento, nenhum estudo avaliou a atividade das plaquetas oriundas de 

pacientes com SAF e nem exploraram os mecanismos moleculares. Portanto, 

aventamos a hipótese de que a magnitude da ativação plaquetária poderia estar 

aumentada em plaquetas oriundas de pacientes com SAF primária trombótica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 



3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar a agregação plaquetária em pacientes com SAF primária trombótica 

(t-PAPS) e caracterizar, por meio de ensaios funcionais, bioquímicos e moleculares, 

as vias de sinalização purinérgica e de nucleotídeos cíclicos. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

I. Avaliar a agregação plaquetária no plasma rico em plaquetas (PRP) 

obtido de voluntários dos grupos SAF e controle frente a diferentes 

agonistas plaquetários tais como ADP, colágeno e ácido araquidônico, 

na presença e ausência de mediadores inibitórios (NO e PGI2); 

 

II. Avaliar a expressão proteica dos receptores P2Y12 e P2Y1, além das 

enzimas PDE-3, PDE-5, sGCα1, sGCβ1 e subunidade Gsα em 

plaquetas; 

 

III. Quantificar os níveis intracelulares dos segundos mensageiros AMPc e 

GMPc em plaquetas; 

 

IV. Avaliar a agregação plaquetária no PRP obtido de voluntários dos 

grupos SAF e controle na presença de aspirina, ticagrelor e cilostazol, 

além de combinações entre eles; 

 

V. Isolar e purificar os anticorpos IgG do soro de voluntários dos grupos 

SAF e controle, além de testar o seu efeito na agregação plaquetária 

frente ao agonista ADP e o potencial dos mediadores endoteliais e do 

ticagrelor em mitigar esses efeitos. 

 

 

 

 



4. METODOLOGIA 

4.1. PARTICIPANTES  
O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética Humana da Universidade 

Estadual de Campinas (número do protocolo: 59362216.7.0000.5404 e 

72739517.9.0000.5404). A pesquisa foi realizada de acordo com a declaração de 

Helsinque. Sessenta e dois voluntários saudáveis e 40 pacientes com SAF primária 

trombótica foram recrutados e, aproximadamente 30 ml de sangue foram coletados 

para obter o PRP ou a plaqueta lavada. Os critérios de inclusão foram os seguintes: 

(1) voluntários saudáveis: homens ou mulheres que não receberam nenhum 

medicamento 10 dias antes do experimento e (2) pacientes com SAF: homens ou 

mulheres com SAF primária trombótica, em anticoagulação e que tinham pelo menos 

pelo menos um episódio de trombose venosa ou arterial e foi positivo único para pelo 

menos um dos anticorpos antifosfolípides (anti-β2GPI, anticardiolipina e 

anticoagulante lúpico) em 2 medidas independentes de 12 semanas de intervalo.  

 

4.2. PLASMA RICO EM PLAQUETAS E PLAQUETA LAVADA 
O sangue de voluntários saudáveis ou pacientes com SAF foi coletado com 

seringas de 10 mL contendo citrato de sódio a 3,8% (9:1 v/v; para ensaios de PRP) 

ou ACD-C (citrato de sódio 13 mM, ácido cítrico 13 mM e glicose 11 mM; 9:1 v/v; para 

ensaios com plaqueta lavada), e em seguida adicionado em tubos para centrífuga e 

centrifugado à temperatura ambiente (400g por 12 min) para obtenção do PRP. Em 

seguida, o PRP obtido no tubo ACD-C foi centrifugado a 800g a 1 min e o pellet 

ressuspendido suavemente em solução de Krebs (cloreto de sódio de 118 mm, 

bicarbonato de sódio 25 mM, 18 mm de dihidrogenado de potássio, fosfato de 

diidrogênio, 1,7 mm de sulfato de magnésio hepta -hidrato e 5,6 mm de glicose). O 

número de plaquetas foi ajustado para 1,5 × 108 plaquetas/ml para ensaio de 

agregação de plaquetas ou 3,0 × 108 plaquetas/ml para ensaios de Western blot, 

ambos na presença de cloreto de cálcio 1 mM. 

 

4.3. ENSAIOS FUNCIONAIS 
A agregação plaquetária foi realizada com um agregômetro óptico (Profiler, 8 

canais PAP-8 v2.0 óptica. Bio-Data) a 37 °C com 200 μL de PRP ou plaqueta lavada 

colocados em cubetas de vidro contendo uma barra de agitação descartável para 

agitação constante. O PRP foi estimulado com ADP (3 ou 10 μM), colágeno (1 μg/ml) 



ou ácido araquidônico (AA;300 μM). Em um segundo conjunto de experimentos, o 

PRP foi pré-incubado com o doador de óxido nítrico, nitroprussiato de sódio (SNP; 3 

ou 10 μM), com o análogo estável da prostaciclina (iloprost, 3 ou 10 nM), 

dimetilsulfóxido (1%), ácido acetilsalicílico (10 μM), ticagrelor (2 μM) ou cilostazol (10 

μM), e depois estimulados com ADP 3 μM. 

As plaquetas lavadas obtidas de voluntários saudáveis foram pré-incubadas 

com anticorpos IgG (500 μg/ml de IgG total; 30 min) isolados do soro de voluntários 

saudáveis ou pacientes com SAF e depois estimulados com ADP 30 μM na ausência 

e na presença de presença de SNP (0,1 μM), iloprost (1 nm) ou ticagrelor (2 μM). Os 

anticorpos IgG isolados de voluntários saudáveis contêm 0,72 unidades de anti-

β2GPI-IgG e 0,46 unidades de anticardiolipina-IgG em 500 μg/ml de IgG total, 

enquanto os anticorpos IgG isolados de pacientes com SAF contêm 41,6 unidades de 

anti-β2GPI-IgG e 1780 unidades de anticardiolipina-IgG em 500 μg/ml de IgG total. As 

concentrações de ADP, SNP e iloprost escolhidas para este protocolo foram baseadas 

em experimentos preliminares. Concentrações mais baixas de ADP (3 ou 10 μM) não 

produziram agregação visual, enquanto concentrações mais altas de SNP (3 ou 10 

μM) ou iloprost (3 ou 10 nM) produziram forte inibição de plaquetas em plaquetas 

lavadas. 

 

4.4. QUANTIFICAÇÃO DE NUCLEOTÍDEOS CÍCLICOS 
As plaquetas lavadas foram pré-incubadas com IBMX (1 mM), um inibidor de 

fosfodiesterase não seletivo, por 20 min seguido de incubação com SNP (1 ou 3 μM) 

ou iloprost (1 ou 3 nM) por 3 minutos. Em seguida, as amostras plaqueta lavada foram 

centrifugadas (4000g a 4°C) por 30 minutos e, em seguida, o ácido clorídrico frio (0,1 

M) foi adicionado ao pellet e as amostras foram agitadas por 30 segundos. A 

preparação de amostras de marcador, padrões e incubação com anticorpo foram 

realizados conforme descrito em kits disponíveis comercialmente. O limite da 

detecção do kit é de 1 pmol/ml para GMPC e 0,1 pmol/ml para o AMPc. 

 

4.5. QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 
A mesma quantidade de amostra de plaqueta lavada (400 μL de 3,0 × 108 

plaquetas/ml) foi usada para carregar o gel. As plaquetas foram tratadas com tampão 

Laemmli 4x contendo 2-mercaptoetanol 10%, aquecidas por 10 minutos e resolvidas 

por SDS-PAGE. A eletrotransferência (20V, 20 min) de proteínas para membrana de 



nitrocelulose foi realizada em aparelho semi-seco (Bio-Rad Laboratórios). As 

membranas foram incubadas durante a noite a 4°C com tampão de bloqueio. 

Anticorpos primários contra beta-actina (1:25.000), os subtipos de receptores de ADP 

P2Y12 (1:200) e P2Y1 (1:1000), fosfodiesterases tipo 5 (1:1000) e tipo 3 (1:1000), 

sGCα1 (1:1000), sGCβ1 (1:500) e proteína Gs alfa (Gsα, 1:500) foram incubados 

durante a noite a 4ºC em solução basal contendo 3% de BSA. Em alguns ensaios, foi 

utilizado o peptídeo bloqueador (1:1) na presença do anticorpo anti-P2Y12. 

Resumidamente, o peptídeo bloqueador (1:200) foi incubado durante 1 h juntamente 

com o anticorpo P2Y12 à temperatura ambiente e depois incubado overnight com a 

membrana. As membranas foram incubadas com o anticorpo secundário (IgG anti-

rabbit ligado a HRP; 1:5000) em solução basal durante 1 h. Bandas imunorreativas 

foram detectadas usando um sistema de quimiluminescência BioRad aprimorado. A 

densitometria foi realizada no software ImageJ (National Institutes of Health), e os 

resultados representados como porcentagem em relação à expressão proteica total. 

As membranas foram fotografadas no ChemiDoc XRS + System (Bio-Rad 

Laboratories) e as imagens foram salvas em formato TIFF. As fotos foram transferidas 

para o software ImageJ e as bandas correspondentes foram selecionadas. Em 

seguida, as linhas das bandas selecionadas foram plotadas e a área correspondente 

a cada banda foi medida. Após o cálculo das áreas de cada banda, a área da proteína 

de interesse foi dividida pela área da proteína endógena (beta-actina ou GAPDH). É 

importante ressaltar que as amostras para determinação de proteínas foram 

escolhidas aleatoriamente dentro de nossa coorte de pacientes. 

 
4.6. ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO DE ANTICORPOS IgG 

As amostras de soro foram diluídas (1:1) com solução salina tamponada com 

fosfato 1x e centrifugadas a 10.000 g por 15 min. Em seguida, a IgG total foi purificada 

a partir de amostras de soro pela coluna de proteína G-Sepharose e as amostras 

foram eluídas com um tampão de eluição (glicina 0,1 m; pH 2) e depois neutralizadas 

com Tris 2 M (pH 8). A concentração total de IgG purificada foi determinada usando o 

ensaio de proteína Lowry. As concentrações anti-β2GPI-IgG e anticardiolipina-IgG 

foram determinadas usando imunoensaio quimioluminescente. Os kits de ensaio 

quanta flash β2GP1 IgG e Quanta Flash Cardiolipin IgG foram utilizados no analisador 

de imunoensaio automático de Bio-Flash. Resumidamente, o ensaio consiste em um 

imunoensaio quimioluminescente em duas etapas, no qual partículas magnéticas 



revestidas com β2GP1 humano purificado ou anticorpos anti-β2GP1 ou anti-

cardiolipina na amostra, quando presentes. Um marcador (iso-luminol) que se liga à 

IgG anti-β2GP1 ou IgG anti-cardiolipina nas partículas é então adicionado. Os 

reagentes que ativam a reação luminescente são adicionados e a luz emitida é medida 

como unidades de luz relativa, que são diretamente proporcionais à concentração de 

anticorpos na amostra. Não quantificamos o anticorpo total de IgG ou complexos 

imunes isolados não específicos. 

 

4.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os dados foram apresentados como média ± DP, sendo que o “n” indica o 

número de voluntários utilizados em cada protocolo. O delineamento experimental 

inicial do estudo foi realizado utilizando cálculo amostral considerando o nível de 

significância de 5% e o poder de 80% a partir de uma análise exploratória. Foram 

realizados os seguintes testes: teste de Mann-Whitney (comparação de dois grupos) 

ou teste de Kruskal-Wallis (comparação de três ou mais grupos), seguido de teste post 

hoc de Dunn para comparações múltiplas. O programa Statistical Analysis System 

(versão 9.4) (SAS Institute Inc) foi utilizado para análise estatística. O número de 

voluntários testados não foi igual em todos os ensaios porque quando as estatísticas 

atingiram significância os experimentos foram finalizados. Os protocolos envolvendo 

a quantificação de proteínas e nucleotídeos cíclicos foram encerrados 

prematuramente. As amostras utilizadas para os ensaios de proteína e kit foram 

escolhidas aleatoriamente. Este manuscrito segue a lista de verificação STROBE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. RESULTADOS  

O formato de escrita da presente tese é o formato alternativo ao modo 

tradicional. A formatação segue as normas presentes na Instrução Normativa CCPG 

nº 002/2021 (art. 2o, inciso 1º). 

O artigo apresentado abaixo foi publicado em abril de 2022 na revista “The 

Journal of Thrombosis and Haemostasis”. 

  



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



6. CONCLUSÃO 

As plaquetas isoladas de pacientes com SAF primária trombótica apresentaram 

alteração na via P2Y12 – AMPc e nos níveis intracelulares de GMPc. A maior 

reatividade plaquetária de pacientes com SAF pode ser atribuída, em parte, aos 

menores níveis intracelulares de AMPc e GMPc. A redução significativa da reatividade 

plaquetária na presença de outros antiplaquetários além da aspirina, abre a 

possibilidade para avaliar a eficácia e segurança da monoterapia com ticagrelor, 

associado ou não ao cilostazol, em pacientes com SAF primária e trombose arterial, 

que sejam resistentes ou intolerantes à aspirina ou irresponsivos à terapia com 

clopidogrel. 
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ANEXO 1 – Parecer consubstanciado do CEP 

 



 



 



 



 

 



 



 



 



 

 



 

 



ANEXO 2 – Permissão de uso dos direitos autorais 


	1. INTRODUÇÃO
	1.1.  SÍNDROME ANTIFOSFOLÍPIDE
	1.1.1. DEFINIÇÃO E EPIDEMIOLOGIA
	1.1.2. CRITÉRIOS DE DIAGNÓSTICO E MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS
	1.1.3. MECANISMOS FISIOPATOLÓGICOS
	1.1.4. TRATAMENTO

	1.2. PLAQUETAS
	1.2.1. CITOLOGIA E ATIVAÇÃO PLAQUETÁRIA
	1.2.2. AGONISTAS PLAQUETÁRIOS
	1.2.3. MECANISMOS DE INIBIÇÃO PLAQUETÁRIA
	1.2.4. PAPEL DAS PLAQUETAS NA TROMBOSE VENOSA

	1.3. AGENTES ANTIPLAQUETÁRIOS AVALIADOS
	1.3.1. ÁCIDO ACETILSALICÍLICO
	1.3.2. TICAGRELOR
	1.3.3. CILOSTAZOL


	2. JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE
	3. OBJETIVOS
	3.1. OBJETIVO GERAL
	3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

	4. METODOLOGIA
	4.1. PARTICIPANTES
	4.2. PLASMA RICO EM PLAQUETAS E PLAQUETA LAVADA
	4.3. ENSAIOS FUNCIONAIS
	4.4. QUANTIFICAÇÃO DE NUCLEOTÍDEOS CÍCLICOS
	4.5. QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS
	4.6. ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO DE ANTICORPOS IgG
	4.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA

	5. RESULTADOS
	6. CONCLUSÃO
	7. REFERÊNCIAS
	ANEXO 1 – Parecer consubstanciado do CEP
	ANEXO 2 – Permissão de uso dos direitos autorais

