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RESUMO

Introducao: A sindrome antifosfolipide (SAF) € uma doencga autoimune sistémica
caracterizada pela presenca persistente de anticorpos antifosfolipides no plasma e
apresenta como principais manifestacées clinicas a trombose vascular, de origem
arterial ou venosa, e as complicacdes obstétricas. Objetivo: Avaliar a agregacao
plaguetaria em pacientes com SAF priméria trombética e caracterizar as vias de
sinalizagdo purinérgica e dos nucleotideos ciclicos. Metodologia: Quarenta
voluntarios com SAF primaria trombética (62,5% mulheres) e 62 voluntarios sem
histérico de trombose (64,5% mulheres) foram incluidos. Primeiramente, o plasma rico
em plaquetas (PRP) foi obtido e estimulado com difosfato de adenosina (ADP, 3 ou
10 uM), colageno (1 pg/ml) ou acido araquidénico (AA, 300 uM), na presenca e
auséncia dos respectivos inibidores e farmacos antiplaquetarios: nitroprussiato de
sédio (SNP, 3 ou 10 uM), iloprost (ILO, 3 ou 10 nM) e ticagrelor (2 uM). Em seguida,
a plaqueta lavada (PL) de pacientes com SAF foi obtida para a quantificacdo do
receptor P2Y12 e dos nucleotideos ciclicos. Em outro ensaio, a PL de voluntarios
saudaveis foi incubada com anticorpos IgG (500 pg/mL) isolados do soro de
voluntarios saudaveis ou pacientes com SAF e entado estimulada com ADP 30 uM na
presenca e auséncia dos mesmos inibidores e farmacos antiplaquetarios.
Resultados: A agregacao induzida pelo ADP foi significativamente maior no PRP
obtido de pacientes com SAF do que no controle. A expressao 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 plaquetaria
residual induzida pelo ADP foi ainda maior no PRP de pacientes com SAF do que no
controle. Niveis intracelulares mais baixos de AMPc e GMPc foram observados no
PRP nao estimulado de pacientes com SAF. A expressao proteica das subunidades
da guanilato ciclase soluvel e das fosfodiesterases tipos 3 e 5 nao diferiu. A atividade
antiplaquetaria do ticagrelor foi semelhante entre os grupos e o cilostazol potencializou
significativamente essa resposta. Anticorpos antifosfolipides isolados obtidos de
pacientes com SAF potencializaram a agregacao induzida por ADP em plaquetas
saudaveis, mas nao afetaram as respostas inibitérias induzidas por SNP ou ILO
Conclusao: As plaquetas isoladas de pacientes com SAF primaria tromboética
apresentaram alteracdo na via P2Y12 — AMPc e nos niveis intracelulares de GMPc.
Além disso, o estudo abre a possibilidade para avaliar a eficacia e seguranga da
terapia com ticagrelor, isolado ou em associagado com o cilostazol, em pacientes com
SAF e trombose arterial que sejam resistentes ou intolerantes a aspirina.

Palavras-chave: Agregacao plaquetaria; Sindrome antifosfolipidica; Plasma rico em
plaquetas; Nucleotideos ciclicos; 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 uM), collagen (1 pg/ml), or
arachidonic acid (AA, 300 uM), in the presence and absence of respective inhibitors
and antiplatelet drugs: sodium nitroprusside (SNP, 3 or 10 uM), iloprost (ILO, 3 or 10
nM), and ticagrelor (2 uM). 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 pg/mL)
isolated from the serum of healthy volunteers or APS patients and then stimulated with
ADP 30 uM 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 P2Y 12 — 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. INTRODUCAO
1.1. SINDROME ANTIFOSFOLIPIDE

1.1.1. DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA

A sindrome antifosfolipide (SAF) pode ser definida como uma doenca
autoimune sistémica caracterizada pela presenca persistente de anticorpos
antifosfolipides no plasma, tais como: anticardiolipina, anti-B2 glicoproteina | e
anticoagulante lupico (1, 2). A SAF pode acometer o paciente de duas formas: i) a
forma primaria, quando ocorre de forma isolada, ou ii) secundaria, quando ocorre
em associacao com outra doenca autoimune, geralmente o lGpus eritematoso
sistémico (LES) (3).

A prevaléncia da SAF na populacao global esta entre 1-5%, o equivalente a
50 casos a cada 100.000 pessoas por ano, enquanto a sua incidéncia equivale a
aproximadamente 2 novos casos a cada 100.000 pessoas por ano (4, 5), além
disso, sua taxa de mortalidade em alguns paises da Europa esta por volta de 10%
a cada 10 anos (6). A SAF normalmente € diagnosticada em individuos abaixo dos
50 anos de idade, sendo que o diagnostico € mais comum nas mulheres do que
nos homens, com a proporcao homem/mulher chegando a ser de 1:3,5 na SAF
primaria e 1:7 na forma secundaria da doenca associada ao LES (2, 7, 8).
Trabalhos mostram que, aproximadamente, 13,5% dos pacientes com acidente
vascular cerebral (AVC), 11% com infarto agudo do miocardio e 9,5% com
trombose venosa profunda (TVP) apresentam positividade para algum tipo de
anticorpo antifosfolipide (4).

No entanto, a epidemiologia da SAF permanece pouco estudada, fazendo-
se necessario o desenvolvimento de novos estudos populacionais de pacientes
com idades diversas e diferentes origens étnicas.

1.1.2. CRITERIOS DE DIAGNOSTICO E MANIFESTAGOES CLINICAS
Os critérios de diagnostico da SAF foram estabelecidos durante o 8°
Simpoésio Internacional de Anticorpos Antifosfolipides (9) e posteriormente
revisados em um workshop realizado em Sydney, na Austradlia, antes do 11°
Congresso Internacional de Anticorpos Antifosfolipides (10). Para o diagndstico
confirmatorio, exige-se a presenga de pelo menos um critério clinico e um critério

laboratorial. Os critérios clinicos incluem a trombose venosa, arterial ou de
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pequenos vasos, além dos casos de morbidade gestacional em mulheres. Ja os
critérios laboratoriais contemplam a positividade para um ou mais dos trés
principais anticorpos antifosfolipides, sendo chamado de triplo positivo o paciente
que apresenta positividade para os trés. No entanto, é essencial que o resultado
positivo seja confirmado em um segundo teste, com intervalo de no minimo 12
semanas em relacao ao teste anterior, visto que a presenca dos autoanticorpos
deve ser persistente e ndo apenas transitéria (9-10).

Em 2023, o Colégio Americano de Reumatologia (ACR) e a Alianca
Europeia de Associacbes de Reumatologia (EULAR) estabeleceram um novo
critério de classificacdo com o objetivo de aumentar a homogeneidade das coortes
de pacientes com SAF nas futuras pesquisas sobre a doencga, ponderando
dominios clinicos e laboratoriais, agrupando hierarquicamente os pacientes e
unindo aqueles com caracteristicas similares. Porém, é importante ressaltar que
os critérios de classificagao nao sao “critérios diagnésticos” e, portanto, ndo devem
ser utilizados para decisdes diagnosticas e terapéuticas em ambientes clinicos
(11).

As manifestagbes clinicas que definem a doencga incluem: eventos de
trombose vascular, de origem arterial ou venosa, e/ou complicagdes obstétricas (1,
12). O tromboembolismo venoso € 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 circulagéao arterial

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

1.1.3. MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS

Os mecanismos fisiopatologicos envolvidos na SAF ainda ndo foram
completamente estabelecidos, entretanto, j& é conhecido a participagdo de alguns
mediadores e de algumas células em processos que podem contribuir para o
desenvolvimento de eventos trombdticos (15-16). A B2 glicoproteina |, sintetizada
endogenamente nos hepatodcitos, células endoteliais e trofoblastos, tem uma
participacdo melhor esclarecida nos pacientes com SAF (3). Essa glicoproteina
normalmente encontra-se no seu estado ndo imunogénico, ou seja, com 0s
epitopos de ligacdo dos linfécitos B e T ocultos, porém, com o aumento da
ocorréncia do estresse oxidativo, que é demonstrado no paciente com SAF, ocorre
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a manifestacao desses epitopos criticos, permitindo a ligagao da 32 glicoproteina
| com autoanticorpos circulantes, levando a formag¢ao de um imunocomplexo que
induz a ativacao de vias de sinalizacao intracelulares e a produgao de mediadores
pro-trombaéticos (Figura 1) (14, 17).

O imunocomplexo formado € o principal componente da fisiopatologia da
imunotrombose na SAF (Figura 2). Este imunocomplexo interage com as células
endoteliais, através do receptor 2 da Apolipoproteina E (ApoER2), e induz um
aumento da atividade da fosfatase PP2A, enzima responsavel pela desfosforilacao
da serina 1179 da sintetase de éxido nitrico endotelial (eNOS), o que ocasiona,
portanto, a reducao da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) endotelial (18-19).
Além disso, as células endoteliais também s&o estimuladas a liberarem moléculas
de adesao (E-selectina, VCAM-1, ICAM-1), citocinas (IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a),
microparticulas e fator tecidual (FT), sendo o ultimo responsavel pela ativagao dos
fatores IX e X da cascata de coagulacao e produzido com maior intensidade
através da interacdo dos anticorpos antifosfolipides com as células endoteliais.
Além disso, sua atividade funcional (ativacdo dos fatores VII e X), também se
encontra aumentada nos pacientes que apresentam esses autoanticorpos (20),
sendo observado aumento na ativagdo da p38MAPK e na translocagdo do NF-kB
quando ha maior liberacdo de FT pelas células endoteliais (21-22). O
imunocomplexo também pode promover a ativagao de mondcitos, ativagao da via
classica do sistema complemento, formagdo de armadilha extracelular de
neutréfilos (NETSs), producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e resisténcia
a fibrindlise (por meio da inativagdo da plasmina e do ativador de plasminogénio
tecidual) (22).

Atualmente, varios biomarcadores genéticos e epigenéticos foram
identificados como sendo especificamente associado as principais caracteristicas
clinicas dos pacientes com SAF, no entanto, nenhum estudo demonstrou quais
que tinham uma maior associagcao com os maiores riscos de trombose. Assim, foi
possivel identificar um perfil génico especifico em mondcitos de pacientes com
SAF, além de identificar dois miRNAs (miR-19b/miR-20a) como potenciais

moduladores do fator tecidual (23).
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A ativacdo plaquetaria mediada pelos anticorpos antifosfolipides é
considerada um fator relevante nos mecanismos pré-coagulantes, ocorrendo
através da ativacdo de receptores plaquetarios e pelo fornecimento de uma
superficie plaquetaria favoravel as reagdes de coagulacdo (24). E justamente o
imunocomplexo formado entre os anticorpos antifosfolipides e a 2 glicoproteina |,
muitas vezes com a participacao do fator plaguetario 4, que tem a capacidade de
se ligar e ativar a glicoproteina Ib alfa (GPlba) e o ApoER2, promovendo a
fosforilacdo da 38MAPK, o que por sua vez induz ao aumento na producao de
tromboxano Az (TXA2) e na expressao da P-selectina, além da mudanca na

conformacao da glicoproteina Ilb/llla (Figura 3) (25-26).
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Figura 1 — Oxidacao e dimerizagao da B2-glicoproteina | na contribuicao
ao desenvolvimento de eventos tromboéticos na SAF. A 2-glicoproteina 1
encontra-se no seu estado ndo imunogénico, porém, com 0 aumento da
ocorréncia do estresse oxidativo, que € demonstrado no paciente com SAF,
ocorre a abertura da molécula para o seu formato linear e imunogénico. Figura
adaptada (3).
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Figura 2 - Via imuno-trombo-aterogénica na SAF. O imunocomplexo
anticorpo antifosfolipide-32 glicoproteina | interage diretamente com as células
endoteliais, mondcitos, neutrdfilos e plaquetas, promovendo alteragdes
essenciais para a fisiopatologia da imunotrombose na SAF (22). Autorizagao:
5790491111578.

Anti-B,GP I antibody

GP1 ba

GP 11 b/llla

P-selectin

DA

DRTRIRTAIAM PRVRIAVATAVATAY
/ Platelet membrane
R

\ - e

Figura 3 — Interagcao do complexo B2-GPl/anticorpo antifosfolipide com
receptores plaquetarios. O imunocomplexo anticorpo antifosfolipide-p2
glicoproteina | interage diretamente com as plaquetas através do receptor
ApoER2 e da GPIb alfa, promovendo assim a fosforilagao da 38MAPK, que por
sua vez, leva a maior expressao da GP llb/llla e da P-selectina, além de
promover a liberacdo de TXA2 para o meio extracelular (25). Autorizagéo:
5790470405478.

18



19

1.1.4. TRATAMENTO

Atualmente, o principal tratamento da SAF trombética consiste na realizacao
de uma tromboprofilaxia secundaria ou primaria do paciente, dependendo do
desenvolvimento ou nao, respectivamente, de eventos trombéticos (27). Na
tromboprofilaxia secundaria recomenda-se 0 uso de anticoagulantes antagonistas
de vitamina K, como a Varfarina, com a meta da Razado de Normalidade
Internacional (RNI) sendo entre 2 e 3 para pacientes com histérico 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 acido acetilsalicilico (AAS).
Ja na tromboprofilaxia primaria, é indicado o uso do AAS 100 mg em pacientes
com alto risco cardiovascular, o que inclui aqueles que sao triplo-positivo, que
apresentam anticoagulante lUpico persistente ou que ja possuem indicagao prévia
para terapia com antiagregante plaquetario (28-29).

O uso de anticoagulantes orais diretos (DOACSs) é bastante indicado para o
tratamento da TVP, embolia pulmonar e fibrilacdo atrial, principalmente pelas suas
vantagens farmacocinéticas e farmacoterapéuticas, como a auséncia de
monitoramento laboratorial constante, dosagem fixa e o baixo indice de interacoes
medicamentosas com outros farmacos ou alimentos. Porém, o uso de DOACs néo
€ recomendado para a tromboprofilaxia secundaria em pacientes com SAF
primaria de alto risco, como os triplos positivos ou aqueles com histérico de
trombose arterial (30-31). Essa recomendagédo ocorreu pelo fato dos ensaios
clinicos randomizados néo terem conseguido demonstrar a nao inferioridade (em
termos de seguranca e eficacia) dos DOACs em comparacao com a varfarina entre
pacientes com SAF primaria trombotica, além de ter havido a notificacdo de
eventos adversos graves em alguns estudos, incluindo casos de infarto, AVC e até
mesmo Obitos (31).

No entanto, 0 uso desses anticoagulantes pode ser considerado em
pacientes com SAF nao triplo positiva e com histérico de trombose venosa, apenas
nos casos em que a varfarina ndo é mais uma opgao viavel (30-32). E importante
evitar a0 maximo o uso de anticoagulantes orais diretos nesses pacientes,
independentemente se o evento tromboembdlico inicial foi venoso ou arterial,
enguanto se aguarda a realizacao de ensaios clinicos mais bem desenhados (32).

Levando em conta todas essas informacbes, podemos observar que o
tratamento da SAF ainda € motivo de muita discussdo, ja que as opgodes
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terapéuticas disponiveis apresentam o risco de nao oferecer uma prevencao ideal
contra os eventos trombéticos ou de acarretar um elevado risco de complicacbes

associadas ao seu uso (33).

1.2.PLAQUETAS

1.2.1. CITOLOGIA E ATIVACAO PLAQUETARIA

As plaquetas sao os fragmentos de células do tecido sanguineo, anucleadas
e formadas a partir da fragmentacdo dos megacariécitos na medula 6éssea,
possuindo funcdes essenciais na trombose e hemostasia. As plaguetas podem ser
encontradas no sangue em uma contagem de 150 - 400 x 108/mL de sangue e
possuem meia-vida de 8 a 14 dias, sendo retiradas da circulagéo principalmente
pelo figado e bago (34).

Existem varias organelas dispersas no citoplasma das plaquetas, incluindo
mitocondrias, ribossomos, lisossomos e peroxissomos (35). Além disso, as
plaquetas sao ricas em granulos plaguetarios, que ocupam entre 30 a 50% do
conteudo plaquetario e sao classificados em granulos densos (ADP, histamina,
calcio, serotonina), alfa (beta-tromboglobulina, fator de Von Willebrand,
fibrinogénio, fibronectina, fator de crescimento celular) e componentes celulares,
como os lisossomos (fosfatase acida e beta-glucoronidase) (36).

As plaquetas sao inicialmente ativadas quando expostas ao coldgeno nas
areas de lesao vascular e exposi¢ao da matriz subendotelial, por meio da ativacao
da glicoproteina VI (GPVI) e integrina a231 com importante participagao do fator de
von Willebrand, que se liga a GPIba. Apds esse estimulo inicial, ocorre a liberagao
do conteudo granular, promovendo a interagdo plaqueta-plaqueta, plaqueta-
endotélio e plaqueta-leucocito. Ocorre também a sintese e liberagcao de TXA:z para
o meio extracelular, promovendo a amplificacdo da ativagéo plaquetaria (37).

Na membrana plasmatica plaquetaria estdo presentes receptores que
medeiam a adesao, tais como: integrinas (allbf3, a1B3, a2p1, a5B1), leucinas,
imunoglobulinas e selectina (P-selectina). Porém, a integrina allbB3 € a principal e
com maior presenca na membrana plaquetéria. Consiste em um heterodimero
calcio dependente que permite a ocorréncia e a estabilizacdo da agregacao
plaguetaria. Normalmente, a integrina allbB3 encontra-se no estado de baixa

afinidade, no entanto, com o aumento dos niveis de calcio intracelular ocorre a sua
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ativagéo, fazendo com que ela se ligue as moléculas de fibrinogénio circulantes e

ocorra a agregacao plaquetaria (34, 37).

1.2.2. AGONISTAS PLAQUETARIOS

A amplificacdo da resposta plaquetaria € estimulada por mdultiplas vias,
incluindo a atuacao de importantes agonistas, tais como: colageno, ADP, TXA2,
epinefrina, serotonina e trombina. O ADP é armazenado em altas concentragdes
nos granulos densos plaquetarios e liberado durante a fase de amplificacao,
ativando dois receptores purinérgico, P2Y1 e P2Y12, 0s quais estdo acoplados
bioquimicamente as proteinas Gq e Gi, respectivamente (Figura 4). A ligacao do
ADP ao receptor P2Y causa alteracdes na forma plaquetaria (shape-change) e
agregacao através da ativacdo da fosfolipase C-B2, sendo que a mudanca de
forma precede a agregagdo e aumenta consideravelmente a area de superficie
externa das plaquetas, facilitando os contatos com células e moléculas proximas
(38). A ligagao do ADP ao receptor P2Y12 com subsequente sinalizagdo da via Gi
€ muito mais potente e essencial para a agregacao plaquetaria desenfreada. Outro
mediador liberado pelos granulos densos plaguetarios € o ATP, que se liga ao
canal ibnico P2Xs promovendo o influxo de calcio, promovendo a mudanca de
forma plaquetaria e a liberagdo secundaria de granulos, mas nao a agregacao
plaguetaria. Portanto, a sinalizagdo P2X; ndo é considerada fundamental na
agregacao plaquetéria, além da sua resposta ndo ser sustentada devido a rapida
e intensa dessensibilizagcdo do receptor, porém, essa resposta ao ATP modula e
contribui significativamente para a resposta plaquetaria, principalmente na etapa
de amplificacao do sinal (38-39).

O TXAg, produto final da cascata do acido araquidénico (AA) nas plaquetas,
€ produzido a partir da conversdo do AA em prostaglandina H2 pela enzima
ciclooxigenase tipo 1 (COX-1) e em seguida convertido em TXA2 pela tromboxano
sintase (37). O TXA2é entao liberado para o meio extracelular, com curto tempo
de meia-vida, amplificando o sinal através da ligagdo com o receptor de
tromboxano/endoperoxido (TP) que por sua vez ativa Gg e G12/13. A trombina por
sua vez, também é liberada durante a etapa de amplificacdo e atua em receptores
ativados por protease (PAR) 1 e 4, clivando a porgao N-terminal do sitio especifico
de ligacdo. Apdés a sua ativagdo, os receptores PAR sado internalizado por
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mecanismos dependentes de fosforilacdo, e em seguida degradados dentro dos
lisossomos (38). Os receptores TP e PAR também estdo acoplados a proteina
G13, que ativa a via mediada pela Rho/Rho-quinase, levando a um aumento da
fosforilacdo da cadeia leve da miosina que modula a forma plaquetaria (40).

1.2.3. MECANISMOS DE INIBICAO PLAQUETARIA

A inibicao da atividade plaquetaria ocorre pela acao do NO e da prostaciclina,
que sao produzidos majoritariamente pelas células endoteliais e atuam como
importantes reguladores inibitérios da atividade plaquetaria, interferindo na adeséo,
ativacao, agregacao, secrecao e alteracao de forma das plaquetas (Figura 4). O
NO é capaz de ativar a guanilato ciclase soluvel (GCs) plaquetaria, o que induz a
um aumento intracelular de GMPc, enquanto a prostaciclina ativa os receptores de
prostaciclina localizados em sua membrana celular, aumentando o nivel de AMPc
intracelular. Ambos segundos mensageiros ativam proteinas quinases
dependentes, PKA (AMPc) e PKG (GMPc), induzindo reacdes em cascata que
reduzem a mobilizacdo de calcio intracelular e promovem a ativacao de vias
inibitérias (38, 41).

A proteina conhecida como VASP (vasodilator-stimulated phosphoprotein)
possui entre 46 e 50 kDa e € um substrato para as duas proteinas quinases
dependentes (PKA e PKG). A PKA é capaz de promover a fosforilagao da VASP no
residuo de serina 157, enquanto a PKG promove a fosforilagéo no residuo de serina
239. Nas plaquetas, a fosforilacdo VASP pelas proteinas quinases dependentes
(PKA e PKG) promove a ativagdo de vias inibitorias, portanto, quando ha a sua

fosforilac&o, a ativacao e agregacao plaquetaria sao inibidas (42).

1.2.4. PAPEL DAS PLAQUETAS NA TROMBOSE VENOSA

As plaguetas apresentam um importante papel nas tromboses arteriais,
enquanto que o seu papel no tromboembolismo venoso (TEV) tem sido muito
menos discutido. No entanto, evidéncias recentes mostraram que as plaquetas
podem desempenhar um papel essencial no TEV. Um artigo recente mostrou isso,
ao concluir que os niveis plasmaticos de vesiculas extracelulares derivadas de
plaquetas estdo associados ao risco futuro de TEV, sugerindo que uma alta
proporcado dessas vesiculas no plasma pode ser um marcador de risco de TEV
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futuro e que a ativacédo plaguetaria com subsequente formacao das vesiculas esta
envolvida na sua patogénese (43).

Além disso, outro trabalho recente avaliou a funcao plaquetaria obtida de
pacientes com embolia pulmonar isolada (EPi), trombose venosa profunda isolada
(TVPi) ou TVP + EP (44). Resumidamente, os autores observaram que a agregagao
plaguetaria induzida pela epinefrina e pelo ADP foi menor no grupo com EPi ou
TVP + EP. Expressoes mais baixas para PAC-1 e menor geracao de trombina foram
observadas em plaquetas do grupo TVP + EP e EPi em comparagdo com o grupo
TVPi. Sendo assim, este estudo sugere que os fenétipos plaquetarios variam entre
EPi e TVPi e que a atividade plaquetéaria reduzida em pacientes com EPi sugere
maior degranulacao plaquetaria.

No entanto, mais estudos sado0 necessarios para determinar quais
biomarcadores plaquetarios estao relacionados com os piores resultados clinicos
de pacientes com TEV, além de esclarecer os fenétipos relacionados a trombose
venosa profunda (TVP) e a embolia pulmonar (EP).

1.3.AGENTES ANTIPLAQUETARIOS AVALIADOS

1.3.1. ACIDO ACETILSALICILICO

O AAS, conhecido pelo nome comercial de aspirina, € um dos farmacos mais
antigos e também um dos mais utilizados ao redor do mundo, sendo responsavel
direto pelo aumento da expectativa de vida nas ultimas décadas. O AAS é um anti-
inflamatério ndo esteroidal (AINE) capaz de inibir a enzima ciclooxigenase (COX)
tipo 1 e 2. Sendo assim, o AAS inibe a produgéo de TXA2 nas plaquetas ao inibir
irreversivelmente a COX-1, diminuindo assim a agregacao plaquetaria 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 primaria da SAF, indicado apenas para pacientes com alto risco
cardiovascular, sendo que geralmente esses pacientes ja possuem uma indicagéo

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

1.3.2. TICAGRELOR
O ticagrelor € um antagonista reversivel do receptor P2Y 12, administrado
pela via oral e com efeito direto, sem a necessidade de ativagcdo metabdlica para
gerar seu efeito inibitério. Ao antagonizar o receptor P2Y12 o farmaco promove a
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reducao da atuagcédo do ADP sobre as plaquetas e, portanto, aumenta a atividade
da adenilato ciclase no meio, 0 que promove aumento nos niveis intracelulares de
AMPc, importante mediador das vias inibitérias plaquetarias. O ticagrelor possui um
rapido inicio de acdo e uma inibicdo plaquetaria mais pronunciada quando
comparado as tienopiridinas (47).

Apesar do clopidogrel ainda ser o antagonista do receptor P2Y12 mais
utilizado, ele possui importantes limitagbes, tais como: necessidade do
metabolismo hepatico para gerar o metabdlito ativo, ligacao irreversivel ao receptor
P2Y12, gerando prolongamento no risco de sangramento e a existéncia de uma
variada resposta individual ao farmaco (seja por polimorfismos, interacoes
medicamentosas ou doengas hepaticas), gerando resisténcia ao tratamento (47).

De acordo com o ensaio clinico PLATO, o ticagrelor demonstrou ser mais
eficaz do que o clopidogrel, reduzindo o desfecho primario (composto de morte
cardiovascular, infarto do miocéardio ndo fatal e acidente vascular cerebral) em

pacientes com sindrome coronéria aguda (SCA) (48).

1.3.3. CILOSTAZOL

O cilostazol € um inibidor direto da fosfodiesterase tipo Il (PDE3), enzima
responsavel pela degradagdo do AMPc intracelular em AMP. Com a inibicdo da
PDES3 pelo cilostazol os niveis intracelulares de AMPc aumentam, favorecendo a
inibicdo da agregacao plaquetaria (47).

Atualmente, o cilostazol é indicado como terapia de primeira linha para tratar
os sintomas de claudicagdo intermitente em pacientes com doenca arterial
periférica. Porém, estudos clinicos j& demonstraram a sua eficacia e seguranca
hemorragica quando coadministrado com clopidogrel e AAS em pacientes com
SCA submetidos a interveng¢des coronarianas percutaneas, reduzindo o desfecho
(composto de morte cardiaca, infarto do miocardio e acidente vascular cerebral) em
comparacao com o uso de AAS mais clopidogrel (49-50).

Em outro estudo clinico, pacientes com infarto cerebral ndo cardioembdlico
receberam administragdo oral de 100 mg de cilostazol duas vezes ao dia e
mostraram nao inferioridade ou possivelmente superioridade a 81 mg de AAS

administrada uma vez ao dia na prevencao da recorréncia de acidente vascular
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cerebral, além disso, o cilostazol foi associado a um menor indice de sangramentos
(51).

Varios desses achados de ensaios clinicos com cilostazol, sozinho ou em
combinacdao com outros medicamentos antiplaquetarios, mostram a sua eficacia
com risco limitado de sangramento, no entanto, estudos clinicos adicionais
precisam ser realizados para que a indicacdo no tratamento de doencas
tromboticas seja oficializada (52).
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Figura 4 — Via de sinalizagdo do agonista ADP e dos mediadores
inibitérios (PGl, e NO) nas plaquetas. O ADP ativa os receptores P2Y e
P2Y12 localizados na superficie plaquetaria, acoplados bioquimicamente a
proteina Gq e Gi, respectivamente. O NO ativa a GCs promovendo aumento
nos niveis intracelulares de GMPc, enquanto a prostaciclina (PGl.) ativa o
receptor IP, promovendo aumento nos niveis intracelulares de AMPc. Ambos os
nucleotideos ativam respectivamente, PKG e PKA, que fosforilam vias
inibitorias na plaqueta (41). Autorizagdo: 5790291430527 .
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A maioria dos estudos demonstraram que os anticorpos antifosfolipides
isolados e purificados do soro de pacientes com SAF promoveram um aumento na
ativacao de plaquetas isoladas de voluntarios sadios e que foram estimuladas com
concentragdes subterapéuticas de ADP, colageno 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 hip6tese de que a magnitude da ativacdo plaquetaria poderia estar
aumentada em plaquetas oriundas de pacientes com SAF primaria trombética.
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3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL
Avaliar a agregagao plaquetéria em pacientes com SAF primaria trombética

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

as vias de sinalizacao purinérgica e de nucleotideos ciclicos.

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a agregacao plaquetaria no plasma rico em plaquetas (PRP)
obtido de voluntarios dos grupos SAF e controle frente a diferentes
agonistas plaquetarios tais como ADP, colageno e acido araquiddnico,
na presenca e auséncia de mediadores inibitérios (NO e PGly);

Avaliar a expressao proteica dos receptores P2Y12 e P2Y+, além das
enzimas PDE-3, PDE-5, sGCa1, sGCB1 e subunidade Gsa em

plaquetas;

Quantificar os niveis intracelulares dos segundos mensageiros AMPc e

GMPc em plaquetas;

Avaliar a agregacao plaquetaria no PRP obtido de voluntarios dos
grupos SAF e controle na presencga de aspirina, ticagrelor e cilostazol,
além de combinacdes entre eles;

Isolar e purificar os anticorpos IgG do soro de voluntarios dos grupos
SAF e controle, além de testar o seu efeito na agregacao plaquetaria
frente ao agonista ADP e o potencial dos mediadores endoteliais e do

ticagrelor em mitigar esses efeitos.
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4. METODOLOGIA

4.1. PARTICIPANTES
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Humana da Universidade

Estadual de Campinas (numero do protocolo: 59362216.7.0000.5404 e
72739517.9.0000.5404). A pesquisa foi realizada de acordo com a declaragao de
Helsinque. Sessenta e dois voluntarios saudaveis e 40 pacientes com SAF primaria
trombdtica foram recrutados e, aproximadamente 30 ml de sangue foram coletados
para obter o PRP ou a plaqueta lavada. Os critérios de inclusdo foram os seguintes:
(1) voluntarios saudaveis: homens ou mulheres que nao receberam nenhum
medicamento 10 dias antes do experimento e (2) pacientes com SAF: homens ou
mulheres com SAF primaria trombética, em anticoagulacao e que tinham pelo menos
pelo menos um episédio de trombose venosa ou arterial e foi positivo Unico para pelo
menos um dos anticorpos antifosfolipides (anti-B2GPI, anticardiolipina e
anticoagulante lupico) em 2 medidas independentes de 12 semanas de intervalo.

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

seringas de 10 mL contendo citrato de sédio a 3,8% (9:1 v/v; para ensaios de PRP)
ou ACD-C (citrato de s6dio 13 mM, acido citrico 13 mM e glicose 11 mM; 9:1 v/v; para
ensaios com plaqueta lavada), e em seguida adicionado em tubos para centrifuga e
centrifugado a temperatura ambiente (400g por 12 min) para obtencao do PRP. Em
seguida, o PRP obtido no tubo ACD-C foi centrifugado a 800g a 1 min e o pellet
ressuspendido suavemente em solugcdo de Krebs (cloreto de sddio de 118 mm,
bicarbonato de soédio 25 mM, 18 mm de dihidrogenado de potassio, fosfato de
diidrogénio, 1,7 mm de sulfato de magnésio hepta -hidrato e 5,6 mm de glicose). O
nimero de plaquetas foi ajustado para 1,5 x 108 plaguetas/ml para ensaio de
agregacio de plaquetas ou 3,0 x 108 plaguetas/ml para ensaios de Western blot,

ambos na presencga de cloreto de calcio 1 mM.

4.3. ENSAIOS FUNCIONAIS
A agregacao plaquetéria foi realizada com um agregémetro éptico (Profiler, 8

canais PAP-8 v2.0 éptica. Bio-Data) a 37 °C com 200 pL de PRP ou plaqueta lavada
colocados em cubetas de vidro contendo uma barra de agitagcdo descartavel para
agitagao constante. O PRP foi estimulado com ADP (3 ou 10 uM), colageno (1 pg/ml)
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ou acido araquiddénico (AA;300 uM). Em um segundo conjunto de experimentos, o
PRP foi pré-incubado com o doador de 6xido nitrico, nitroprussiato de sodio (SNP; 3
ou 10 uM), com o analogo estavel da prostaciclina (iloprost, 3 ou 10 nM),
dimetilsulféxido (1%), acido acetilsalicilico (10 uM), ticagrelor (2 uM) ou cilostazol (10
MM), e depois estimulados com ADP 3 uM.

As plaguetas lavadas obtidas de voluntarios saudaveis foram pré-incubadas
com anticorpos IgG (500 pg/ml de IgG total; 30 min) isolados do soro de voluntarios
saudaveis ou pacientes com SAF e depois estimulados com ADP 30 uM na auséncia
e na presenga de presenca de SNP (0,1 uM), iloprost (1 nm) ou ticagrelor (2 uM). Os
anticorpos IgG isolados de voluntarios saudaveis contém 0,72 unidades de anti-
B2GPI-lgG e 0,46 unidades de anticardiolipina-lgG em 500 pg/ml de IgG total,
enquanto os anticorpos IgG isolados de pacientes com SAF contém 41,6 unidades de
anti-B2GPI-IgG e 1780 unidades de anticardiolipina-IgG em 500 ug/ml de IgG total. As
concentracdes de ADP, SNP e iloprost escolhidas para este protocolo foram baseadas
em experimentos preliminares. Concentragdes mais baixas de ADP (3 ou 10 uM) nao
produziram agregagao visual, enquanto concentragdes mais altas de SNP (3 ou 10
MM) ou iloprost (3 ou 10 nM) produziram forte inibigdo de plaquetas em plaquetas

lavadas.

4.4. QUANTIFICACAO DE NUCLEOTIDEOS CiCLICOS
As plaquetas lavadas foram pré-incubadas com IBMX (1 mM), um inibidor de

fosfodiesterase nao seletivo, por 20 min seguido de incubagdo com SNP (1 ou 3 pM)
ou iloprost (1 ou 3 nM) por 3 minutos. Em seguida, as amostras plaqueta lavada foram
centrifugadas (40009 a 4°C) por 30 minutos e, em seguida, o &cido cloridrico frio (0,1
M) foi adicionado ao pellet e as amostras foram agitadas por 30 segundos. A
preparacao de amostras de marcador, padrdes e incubagcao com anticorpo foram
realizados conforme descrito em Kkits disponiveis comercialmente. O limite da

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

4.5. QUANTIFICACAO DE PROTEINAS
A mesma quantidade de amostra de plaqueta lavada (400 pyL de 3,0 x 108

plaquetas/ml) foi usada para carregar o gel. As plaquetas foram tratadas com tampao
Laemmli 4x contendo 2-mercaptoetanol 10%, aquecidas por 10 minutos e resolvidas
por SDS-PAGE. A eletrotransferéncia (20V, 20 min) de proteinas para membrana de
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nitrocelulose foi realizada em aparelho semi-seco (Bio-Rad Laboratérios). As
membranas foram incubadas durante a noite a 4°C com tampao de bloqueio.
Anticorpos primarios 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),
sGCa1 (1:1000), sGCB1 (1:500) e proteina Gs alfa (Gsa, 1:500) foram incubados
durante a noite a 4°C em solucao basal contendo 3% de BSA. Em alguns ensaios, foi
utilizado o peptideo bloqueador (1:1) na presenca do anticorpo anti-P2Y12.
Resumidamente, o peptideo bloqueador (1:200) foi incubado durante 1 h juntamente
com o anticorpo P2Y12 a temperatura ambiente e depois incubado overnight com a
membrana. As membranas foram incubadas com o anticorpo secundario (IgG anti-
rabbit ligado a HRP; 1:5000) em solugdo basal durante 1 h. Bandas imunorreativas
foram detectadas usando um sistema de quimiluminescéncia BioRad aprimorado. A
densitometria foi realizada no software Imaged (National Institutes of Health), e os
resultados representados como porcentagem em relacao a expressao 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 Imaged e as bandas correspondentes foram selecionadas. Em
seguida, as linhas das bandas selecionadas foram plotadas e a area correspondente
a cada banda foi medida. Apos o célculo das areas de cada banda, a area da proteina
de interesse foi dividida pela area da proteina endégena (beta-actina ou GAPDH). E
importante ressaltar que as amostras para determinacdo de proteinas foram
escolhidas aleatoriamente dentro de nossa coorte de pacientes.

4.6. ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE ANTICORPOS IgG
As amostras de soro foram diluidas (1:1) com solucao 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 proteina G-Sepharose e as amostras
foram eluidas com um tampé&o de eluig¢éo (glicina 0,1 m; pH 2) e depois neutralizadas
com Tris 2 M (pH 8). A concentracéo total de IgG purificada foi determinada usando o
ensaio de proteina Lowry. As concentracdes anti-B2GPI-IgG e anticardiolipina-lgG
foram determinadas usando imunoensaio quimioluminescente. Os kits de ensaio
quanta flash B2GP1 IgG e Quanta Flash Cardiolipin IgG foram utilizados no analisador
de imunoensaio automatico de Bio-Flash. Resumidamente, o ensaio consiste em um

imunoensaio quimioluminescente em duas etapas, no qual particulas magnéticas
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revestidas com B2GP1 humano purificado ou anticorpos anti-2GP1 ou anti-
cardiolipina na amostra, quando presentes. Um marcador (iso-luminol) que se liga a
lgG anti-B2GP1 ou IgG anti-cardiolipina nas particulas € entdo adicionado. Os
reagentes que ativam a reagao luminescente sao adicionados e a luz emitida € medida
como unidades de luz relativa, que sao diretamente proporcionais a concentracéo de
anticorpos na amostra. Nao quantificamos o anticorpo total de IgG ou complexos
imunes isolados nao especificos.

4.7. ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram apresentados como média + DP, sendo que o “n” indica o

numero de voluntarios utilizados em cada protocolo. O delineamento experimental
inicial do estudo foi realizado utilizando célculo amostral considerando o nivel de
significancia de 5% e o poder de 80% a partir de uma analise exploratéria. Foram
realizados os seguintes testes: teste de Mann-Whitney (comparagao de dois grupos)
ou teste de Kruskal-Wallis (comparacao de trés ou mais grupos), seguido de teste post
hoc de Dunn para comparacdes multiplas. O programa Statistical Analysis System
(versao 9.4) (SAS Institute Inc) foi utilizado para analise estatistica. O numero de
voluntarios testados nao foi igual em todos 0s ensaios porque quando as estatisticas
atingiram significancia os experimentos foram finalizados. Os protocolos envolvendo
a quantificagdo de proteinas e nucleotideos ciclicos foram encerrados
prematuramente. As amostras utilizadas para os ensaios de proteina e kit foram
escolhidas aleatoriamente. Este manuscrito segue a lista de verificagdo STROBE.
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5. RESULTADOS

O formato de escrita da presente tese é o formato alternativo ao modo
tradicional. A formatacdo segue as normas presentes na Instrugdo Normativa CCPG
n® 002/2021 (art. 20, inciso 19).

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

Journal of Thrombosis and Haemostasis”.
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Abstract

Background: Thrombotic antiphospholipid syndrome (t-PAPS) is characterized by ar-
terial, venous, or microvascular occlusions, which are explained, in part, by the pres-
ence of antiphosphalipid (aPL) antibodies. Although there is much evidence indicating
that isolated aPL antibodies increase the activity of platelets obtained from healthy
volunteers, platelet function in t-PAPS has not been as widely studied.

Objective: To evaluate platelet reactivity in t-PAPS patients.

Methods: Platelet aggregation, protein expression, and cyclic nuclectide levels were
carried out in platelet rich plasma (PRP) or washed platelets (WPs) obtained from t-
PAPS or healthy volunteers.

Results: ADP-induced aggregation was significantly higher in PRP obtained from t-
PAPS than obtained from the control, The protein expression of P2Y,, receptor and
Gs alpha was significantly higher and lower, respectively in WPs from t-PAPS patients.
In PRP incubated with iloprost or sodium nitroprusside, the residual platelet reactiv-
ity induced by ADP was still higher in PRP from t-PAPS than from the control, Lower
intracellular levels of cyclic guanosine monophosphate (cGMP) and cyclic adenosine
monophosphate (cAMP) were observed in unstimulated PRP from t-PAPS patients.
The protein expression of soluble guanylate cyclase subunits and phosphodiesterases
types 3 and 5did not differ. The antiplatelet activity of ticagrelor was similar between
the groups and cilostazol significantly potentiated this response. Isolated aPL antibod-
ies obtained from t-PAPS patients potentiated ADP-induced aggregation in healthy
platelets but did not affect the inhibitory responses induced by iloprost or sodium
nitroprusside.
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from t-PAPS patients.

KEYWORDS

1 | INTRODUCTION

Antiphospholipid syndrome (APS) is an autoimmune disease in
which antiphospholipid {aPL) antibodies lead to inflammation, hy-
percoagulability, and, ultimately, thrombotic and obstetric com-
plications.! These antibodies are detected In blood circulation
in the form of lupus anticoagulant {LAC)H, anticardiolipin (aCL),
or anti-2-glycoprotein 1. Thrombotic APS is a heterogeneous
vascular disease characterized by arterial, venous, or microvas-
cular occusions, with different degrees of severity and response
to treatment.” Part of the disease severity is explained by the
patient's aPL profile; triple positivity for LAC, aCL, and anti-p2-
glycoprotein 1 is associated with higher risk of thrombosis.* The
activation of complement,*® endothelial cells,*” leukocytes,® 7
and platelets” contribute to thrombotic manifestations in APS by
adding to the inflammatory and pro-coagulant stimulus, However,
the mechanisms behind thrombus formation in APS patients re-
main poorly understood and, hence, there are no therapies that
target the underlying pathophysiology, Anticoagulation and/for
antiplatelets are considered the cornerstone therapy; neverthe-
less, the optimal agents and the intensity of treatment remain a
matter of debate.’

Thrombus formation involves endothelial dysfunction and
the activation of platelets, coagulation system,'
matory pathways.'™'? Regarding the mechanisms by which aPL
could interfere in platelet reactivity, the majority of the studies
evaluated the role of isolated aPL antibodies from APS patients
in platelets from healthy volunteers,* " Although antibod-
ies isolated from aPL carriers, especially anti-p2GP, have been

and inflam-

demonstrated to increase the activity of platelets from heathy
controls; from a clinical perspective, itis not clear whether plate-
let functions and intrinsic mechanisms behind platelet activation
in APS is increased and contribute to thrombaotic manifestations.
This study aimed to evaluate platelet ageregation in thrombaotic
primary APS {t-PAPS) patients and characterize, by means of
functional, biochemical, and molecular assays, the purinergic
and the cyclic nucleotide signaling pathways. In another set of
experiments, we evaluated the effect of immunoglobulin G {lgG)
antibodies isolated from t-PAPS and controls on adenosine di-
phosphate (ADP)-induced platelet aggregation and the potential
of endothelial mediators and ticagrelor to mitigate these anti-
bodies effects,

Conclusions: The overexpression of P2Y,, receptor, accompanied by lower levels of
cAMP and c¢GMP levels produced greater amplitude of ADP aggregation in platelets

adenosine diphosphate, antiphospholipid syndrome, cilostazol, cyclic nucleotides, P2Y,
receptor, platelet, ticagrelor

Essentials

& The pathways involved in higher platelet activity in APS
patients are not well explored,

o We assessed platelet reactivity obtained from patients
with t-PAPS,

* The aggregation induced by ADP and the protein ex-
pression for P2Y,, are increased in platelets from t-
PAPS patients,

& The intraplatelet levels of cAMP and cGMP are reduced
in platelets from t-PAPS patients leading to lower inhibi-
tory responses induced by endothelial mediators,

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Participants

The present study was approved by the Human Ethics Committee of
the University of Campinas (Protocol Number: 59362216.7,0000.5404
and 727395179.0000.5404), The research was conducted in accord-
ance with the Helsinkl Declaration, Sixty-two healthy volunteers and
40 t-PAPS patients were recruited and, approximately 30 ml of blood
was collected to obtain platelet rich plasma (PRP) or washed platelets
(WPs. Inclusion criteria were as follows: {1} healthy volunteers: men
or women who had nat received any medication 10 days before the
experiment and (2) t-PAPS patients: men or women tPAPS, on anti-
coagulation, and who had had at least one episode of venous or ar-
terial thrombosis and were single-positive for at least one of the aPL
antibodies {anti-p2GPI, aCL, and LAC) on 2 independent measures of
12 weeks apart. Exclusion criteria were as follows: (1) healthy volun-
teers: men orwomen who did not sign the inform consent or had taken
antiplatelet or any anti-inflarmmatory drugs 10 days before the experi-
ment and (1) :-PAPS patients: men or women with diabetes mellitus,
taking any antiplatelet drug, or who did not sign the inform consent,

2.2 | Reagents and antibodies

Sodium nitroprusside, iloprost, adenosine diphosphate sodium, di-
methyl sulfoxide, 3-isobutyl-lmethyl-<anthine (|BMX), arachidonic
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acid, aspirin, and anti-beta-actin antibody (Cat. no, A3554) were
obtained from Sigma Chemical. The cyclic guanosine monophos-
phate [cGMP) and cyclic adenosine monophosphate {cAMP) assay
kits, guanylate cyclase (1 subunit antibody (sGC p1; Cat. no.
1608%7), and ticagrelor were supplied from Cayman Chemical,
Cilostazol was supplied from Chongging Kangle Pharmaceutical.
Collagen was obtained from Chrono-log Corporation, Citric acid,
dextrose, sodium citrate, sodium chloride, sodium bicarbonate,
potassium dihydrogen phosphate, magnesium sulfate heptatby-
drate, calcium chloride (CaCl,), sodium hydrogen phosphate, gly-
cine, Tris base, and chloride acid were obtained from Merck KGaA
{Darmstadt, DA, DEU). Protein G Sepharose Column {Cat. no.
ab1%3260) was obtained from Abcam Plec, (London, UK}, Primary
antibodies against P2Y , receptor (Cat. no. APR-012; Alomone
Labs), P2Y, {Cat. no. MAS31B815, Thermo Scientific), guanylate
cyclase al subunit (Cat. no, NBP2-13000; Novus Biologicals), gua-
nylate cyclase 1 subunit (Cat. no. 160897, Cayman Chemical),
GAPDH (Cat, no. sc-25778; Santa Cruz), phasphodiesterase-5 (Cat.
no. abé4179; Abecam), phosphodiesterase-3 (Cat, no, ah244337,
Abcam), and Gs alpha [Cat. no, MABNS4 3, Merck) were obtained.
HRP-linked anti-rabbit lgG (Cat. no. 7074} was obtained from Cell
Signaling.

2.3 | Platelet-rich plasma and washed platelets

Blood from healthy volunteers or t-PAPS patients was collected
in 3.8% sodium citrate {(9:1 w'v; for PRP assays) or ACD-C (13 mM
sodium citrate, 13 mM citric acid, and 11 mM glucose; 9:1 wiv)
containing tube and centrifuged at room temperature {4007 for
12 min) to obtain PRP. Mext, the PRP obtained from the ACD-C
tube was centrifuged at 800g for 12 min and the platelets were
gently resuspended in Krebs solution (118 mM sodium chloride,
25 mM sodium bicarbonate, 1.2 mM potassium dihydrogen phos-
phate, 1.7 mM magnesium sulfate heptahydrate, and 5.6 mM
glucose; pH 7.4) to obtain WPs, Platelet number was adjusted to
1.5 = 10" platelets/mL for platelet aggregation assay or 3.0 x 10°
platelets/ml for western blot assays, both in the presence of 1 mM

calcium chloride.

2.4 | Functional assays

Platelet ageregation was performed with an optical ageregometer
(Prafiler, 8 channel PAP-8 V2.0 optics. Bio-Data Corporation) at
A7°C with 200 pl of PRP or WPs placed in glass cuvettes contain-
ing a disposable stir bar for constant stirring, PREP was stimulated
with ADP (3 or 10 pM), collagen {1 pg/ml), or arachidonic acid {AA;
300 pM), In a second set of experiments, PRP was preincubated with
the nitric oxide donor, sodium nitroprusside (SHNP; 3 or 10 pM), the
stable analogue of prostacyclin {iloprost, 3 or 10 nM}, dimethyl sul-
foxide {1%), aspirin (10 pM), ticagrelor (2 pM), and dlostazol {10 pM)
and then stimulated with ADP 3 pM,

jth | 1701

Washed platelets obtained from healthy volunteers were pre-
incubated with |gG antibodies (500 pg/ml of total |gG; 30 min)
isolated from the serum of healthy volunteers or t-PAPS patients
and then stimulated with ADP 30 uM in the absence and in the
presence of SNP (0.1 pM), iloprost {1 nM), or ticagrelor {2 pM). The
IgG antibodies isolated from healthy volunteers contain 0.72 CU
of anti-p2GP1-1gG and 0.46 CU of anticardioli pin-1gG in 500 pg/ml
of total |gG, whereas |gG antibodies isolated from t-PAPS patients
contain 41.6 CU of anti-p2GPI-1gG and 1780 CU of anticardiolipin-
125 in 500 pz/ml of total 1gG, The concentrations of ADP, SNP,
and iloprost chosen for this protocol were based on preliminary
experiments, Lower concentrations of ADP (3 or 10 pM) produced
no visual aggregation, whereas higher concentrations of SNP {3 or
10 pM} oriloprost (3 or 10 nM) produced strong platelet inhibition
in washed platelets,

2.5 | Intraplatelet levels of cyclic nucleotides
Washed platelets were preincubated with IBMX (1 mM), a nonse-
lective phosphodiesterase inhibitor, for 20 min followed by incuba-
tion with SMP (1 or 3 pM) or iloprost {1 or 3 nM) for 3 min, Mext,
WP samples were centrifuged (4000g at 4*C) for 30 min and then
cold chloride acid (0.1 M) was added to the pellet and samples were
agitated for 30 seconds. Preparation of tracer samples, standards
and incubation with antibody were performed as described in com-
mercially available kits. The limit of the kit detection is 1 pmol/ml far
cGMP and 0.1 pmolfml for cAMP,

2.6 | Western blotting

The same quantity of WP {400 l of 3.0 x 10" platelets/ml) was
used to load the gel. Platelets were treated with 4x Lagmmli
huffer containing 2-mercaptoethanol 10%, heated for 10 min and
resolved by S05-PAGE. Electrotransfer (20V, 20 min) of proteins
to nitrocellulose membrane was performed in a semidry device
(Bio-Rad Laboratories), Membranes were incubated overnight at
4°C with blocking buffer, Primary antibodies against beta-actin
{1:25 000), the ADP receptor subtypes P2Y,, (1:200) and P2Y,
(1:1000), phosphodiesterases type 5 (1:1000) and type 3 (1:1000),
sGCal (1:1000), sGCP (1:500), and protein Gs alpha {Gsa, 1:500)
were incubated overnight at 4°C in basal solution containing 3%
BSA. In some experiments, a blocking peptide (1:1) far anti-P,Y,,
was used. Briefly, the blocking peptide {1:200) was incubated
for 1 h along with the P,Y, , antibody at room temperature and
then incubated overnight. The membranes were incubated with
the secondary antibody (HRP-linked anti-rabbit 1gG; 1:5000) in
basal solution for 1 h, Immunoreactive bands were detected using
an enhanced BioRad chemiluminescence system, Densitometry
was performed using the Imagel software [Mational Institutes
of Health), and results represented as the percentage in relation
to total protein expression. The membranes were photographed
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at ChemiDoc XRS + System (Bio-Rad Laboratories) and the im-
ages were saved in TIFF format. The photos were transferred to
the Imagel software and the corresponding bands were selected.
Mext, the selected band lines were plotted and the corresponding
area to each band was measured. After calculating the areas of
each band, the area of the protein of interest was divided by the
area of the endogenous protein (beta-actin or GAPDH). It is im-
portant to emphasize that the samples for protein determination
were randomly chosen within our patient cohort (42/60 patients/
control).

2.7 | Isolationand purification of IgG antibodies
First, blood from healthy volunteers or t-PAPS patients was col-
lected in a tube without anticoagulants to obtain the serum,
Next, serum samples were diluted (1:1) with phosphate-buffered
saline 1X and centrifuged at 10 000g for 15 min, Then, total
lgG was purified from serum samples by protein G-5epharose
column and the samples were eluted with an elution buffer
(glycine 0.1 M; pH 2}, and then neutralized with Tris 2 M {pH
B) (Billoir et al, 2018). The total concentration of purified 1gG
was determined using the Lowry protein assay. Anti-p 2GPI-1gG
and anticardiolipin-lgl concentrations were determined using
chemoluminescent immunoassay, QUANTA Flash p2GP1 l1gG and
QUANTA Flash Cardiolipin |gG assay kits were used in Bio-Flash
Automatic Immunoassay Analyzer, Briefly, the assay consists of
a two-step chemoluminescent immunoassay, in which magnetic
particles coated with purified human 2GP1 or aCL capture anti-
J2GP1 or anti-aCL phospholipid antibodies in the sample, when
present. A marker {ISO |uminol) that binds to the anti-p2GP1
lgG or anti-aCL |gG on the particles is then added, The reagents
that activate the luminescent reaction are added and the emit-
ted light is measured as relative light units, which are directly
proportional to the concentration of antibodies in the sample,
We did not quantify total IgG antibody or nonspecific isolated
immune complexes,

2.8 | Statistical analysis

Data are shown as mean £ 50 and “n" indicates the number of vol-
unteers used in each protocal, The initial experimental design of the
study was performed using the sample calculation considering the
significance level of 5% and the power of B0% from an exploratory
analysis. A nonparametric Mann-Whitney test {comparison of two
groups) or Kruskal-Wallis test [comparison of three or more groups)
were performed, followed by a Dunn post hoc test for multiple
comparisons, Statistical Analysis System program [version 9.4) (SAS
Institute Inc) was used for statistical analysis, The number of volun-
teers tested was not equal in all figures because when the statistics
reached significance, the protocals involving protein and cyelic nu-
cleotide quantification were terminated prematurely, The samples

used for the protein and the kit assays were randomly chosen. This
manuscript follows the STROBE checklist.

3 | RESULTS

3.1 | Baseline characteristics

Sixty-two healthy volunteers and 40 t+PAPS patients were included
inthe study. Most of the t-PAPS patients were women [62%) and the
mean age was 44 years (SD = 14). In the contral group, the mean age
was 37 years (5D = 12) and most of the participants were women
(64%), Triple positivity for aPL was detected in 40% of the patients,
Thirty-five percent of the t-PAPS patients were hypertensive, No dif-
ference in the mean platelet volume and platelet count was observed
between the groups, All patients were using warfarin, Demographic
and clinical characteristics of both groups are described in Table 1.

3.2 | Aggregation in PRP from t-PAPS patients:
role of ADP-P2Y,, signaling pathway

The ageregation induced by ADP (Figure 1 A) wasincreased by 17 4%
(3pM, p= 02, Mo =62, N, pype = 40) and B.8% (10 uM, p= 04
Neonirar = 62, N pape = 40} in PRP from t-PAPS when compared
with the control group, No difference in AA- {p = 95 N._ . =53,
N, paps = 34 or collagen- (p = 56, N =42, N, gupe = 25) in-
duced aggregation was observed between the groups (Figure 1B),

The protein expression for the ADP receptor subtypes was deter-
mined, The expressionof P2Y, ,was 1.6-fold higher{p=01,N_ . =10,
M, oo = 10)in platelets obtained from &PAPS patients than in the
control group (Figure 1C), whereas no difference was observed in the
protein expression for the receptor subtype P2Y, (p= 9 N =10,
M, pape = 100 Figure 10}, No bands appeared in membranes incubated
with the blocking peptide against the P2Y, , receptor{Figure 1C),

3.3 | Antiplatelet activity induced by the NO
donor or the prostacyclin analog is impaired in PRP
from t-PAPS patients

Platelet reactivity is reduced when the intracellular levels of c AMP
and cGMP are increased. As expected, SNP or iloprost (Figure 24)
significantly reduced the aggregation induced by ADP in PRP from
bothgroups. However, the residual aggregationinduced by ADP, even
in the presence of SNP, remained higher (SNP 3 1M 46.4% +25.8%
vs 34.7% + 20.9%, p = .02 and SNP 10 pM: 314% + 23.1% vs
18.8% + 14.9%, p= 008, N, p.ps = 33, N = 52, respectively)
in PRP from t-PAPS than in controls, Similar findings were observed
when PRP was preincubated with floprost {3 nh: 23.3% 4 23.3% vs
12.1% + 14%, p = 02, N, o0 = 33, N ... = 50, respectively). On
the other hand, the inhibitory effect induced ly SNP or iloprost did
niot differ between groups when PRP was stimulated with collagen
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TABLE 1 Baseline characteristics of t-PAPS and healthy participants

Feature
Sex
Female, n {%)
Male, n (%}
Age, mean £ 50
BMI 230 kg/m’, n{%)
aPL profile
MNon-triple positive, n{3)
Simply positivity for afi2GPl oraCL, n
Simply positivity for LAC, n
Double positivity for aCL and af2GPI,n
Dauble positivity for LAC and afi2 GP| {or aCL], n
Triple positive, n (%)
Platelet count, mean + S0
MPY, mean + 5D
Serum biochemical parameters
Total cholesterol, mean + 5D
LDL, mean + 50
HDL, mean + 50
Triglycerides, mean + SD
Blood glucose, mean 50
Obstetric complications, n (%)
<3 unexplained consecutive spontaneous
Abortions (<10 weeks), n {3}
=3 unexplained consecutive spontaneous
Abortions (<10 weels), n (%)
Premature birth due to preeclampsia, n (%)
Fetal death, n (%)
Thrembaotic com plications

Time elapsed since the last thrembotic event, mean {in
months)

Site of the first thrombosis
Arterial, n (%)
Venous, n (%)
Recurrent thrombaosis, n {36)
Recurrence of arterial thrombosis, n (%)
Recurrence of venous thrombaosis, n {28
Medications
Anticoagulants, n
Antibypertensive drugs, n
Corticosteroids, n
Central nervous system drugs, n
Hormones, n
Statins and for fibrates, n
Immunosuppressants, n
Proton-pump inhibitors, n
Sa- Reductase inhibltors, n
Oral hypoglycemic drugs, n
PDE-5 inhibiters, n

Mate: *"p< 01, **"p <.001; p = .05 means not significant; '—' don't require statistical analysis,

Control (n = 62)

40 (64.5)
22(35.5
3734125
5(7.3)

= = = I =~ [ < = |

2544724
84413

173 +23.8
1127 +£253
5454177
14184+784
865 +£10
314.8)

3 (100)

= N = A = T <~ [ = |

o0 o0 06! Wwo -0

t-PAPS (n = 40)

25 (62.5}
15{37.5)
44.2 + 14.5
14 (34.1)

24 (60)

4

11

3

&

16(40)
2264731
Té+11

1865 4+ 374
1117 +317
479 +14.2
1405 4 %03
9184118
8(19.5)

& (75}

1{12.5)
Z(25)
2(25)

1025

7171
33 {82.5)
20 487}
5{25)
15{75}

40

[
o

S ST I 5 S« CE ¥ T - - -

29
ele]
Loz
Dé

001"

<001*""
33
08

78
o7
G2
o7

<.001"""

Abbreviations: BM|, body mass index; HDL, high density lipoprotein; LAC, lupus anticoagulant; LDL, low density lipoprotein; MPY, mean platelet

wvolume; n, number of velunteers; S0, standard deviation,



39

LEOMNARDI €7 A

A (RS 1 B i 24
@ : ®
- [ L o |
e 3 L] .i 120 negi II‘-“
o . - = 5 H
7 p 5, 3 00 . .
= J H % 0 ﬁ r
§ .%. Syt g BO iz .I
L1 -~ o gol ek Db
g - F 0 :
g% & - : : Sl ! :
™ ,.&. : i H ]+ pi
o o ol ¥
Cuwdral _ 1-PAPS Cosirol _ 1-PAPS Camnéral 1 -PAPS Contral  1-PAPS
ADE 3 M #OF 10 1M Wﬁhpﬂﬂ. Arachidanic aod 300 g1
(©) s e (D) BT S
. ¥ i O ——y - -
12 st vir |+ 15 ’
. 2 Bt -«-.lll'.li'lll
1.04 arls eSS e et = S =i — .
* 1.2 L
gn.a = marn aran S §“ .I H w1 R e
¥
= élll 1 i 1= Cantrod
r L Contred A -
ﬁ i Eu- - - 2= LRARS
» { 0.4
0.2 Fliy, = Bocking 52 ui—
by - [ 2
0.0 [T
Control 1PAPS Contral +PAPE

FIGURE 1 Platelet-rich plasma was obtained from healthy or thrombotic antiphospholipid syndrome {E-PAPS) participants and stimulated
for 5 min with ADP (3 or 10 pM, A}, collagen {1 pg/ml, B), or arachidonic acid (300 yM, B}, Protein expressions for P2Y,, {C} in the absence
and presence of the blocking peptide and P2Y1 (D) receptors in washed platelets from healthy or t-PAPS participants. Data represent the
mean values + S0, The N above each bar represents the number of volunteers used in each assay, *p < .05, ns, nonsignificant
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{SNP 3 uM: p = 76 SNP 10 uM: p = .87; iloprost 3 nM: p = 15; ilo-
prost 10nM: p = 53, N, yaps = 18, N, 0 = 23] (Figure 2B),

34 | Intracellular levels of cyclic nucleotides and
protein expression for sGC-PDES

Platelet-rich plasma from t-PAPS and controls was stimulated with
iloprost or SNP to increase c AMP (Figure 3A) and cGMP (Figure 3B)

levels, respectively. In comparison with the control, the levels of cy-
clic nucleotides in t-PAPS were significantly reduced (%) in unstimu-
lated PRP (cAMP: 45%, p = .03, N = 10 and cGMP: 40%, p = .02,
M = 9-10) and in PRP stimulated with lloprost (1 nM: 56%, p = .01
and 3 nM: 41%, p = .03, N = 10} or with SNP {1 uM: 50%, p = .01 and
I pM: 57%, p =.002, N =9-10).

The protein expression of PDES (p = 98, N__.. = 13,
N, paps = 14, Figure 4A), PDE3A (p= .69, N0 = 11 N, ppps = 12,
Figure 4B}, sGC ol {p = .69, N = 6, Figure 4C), sGC B1 (p = 9,
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FIGURE 3 Intracelular levels of cAMP (A} or cGMP (B} in platelet-rich plasma from healthy or thrombotic antiphos phalipid syndrome
(t-PAPS) participants. Briefly, platelet-rich plasma was preincubated with 3-isobutyl-1-methylxanthine (IEMX; 1 mM; 20 min) in the absence
({basal) and in the presence of iloprost {1 or 3 nM; 3 min) or SNP {1 or 3 pM; 3 min)

Negnmor = 130 Nypaps = 14, Figure 400 did not differ between the
groups, On the other hand, the protein expression for Gs alpha,
which activates adenylate cyclase to produce cAMP, was more re-
duced in platelets from t-PAPS than in healthy participants (p = .04,

Neonsgs = 15, Ny paps = 15, Figure 4E),

Cantrod

3.5 | Ticagrelor alone or co-incubated with
cilostazol reduced ADP-induced aggregation in PRP
from both groups

The role of antiplatelet agents, other than aspirin, in patients with
aPL/t-PAPS has been less studied, Because ADP-induced aggrega-
tion is enhanced in PRP from t-PAPS, we evaluated the effect of
the P,¥12 antagonist, ticagrelor, As shown in Figure 54, ticagrelor
practically abolished the ageregation induced by ADP with similar
magnitude inboth groups (p =8, N =30, N, ... = 20), Aspirin
also reduced ADP-induced aggregation in both groups (p = .09,
Neantrat = 25, N, paps = 20), though, as expected, with less efficacy
than ticagrelor, We further carried out concentration-resporse
curves to ticagrelor in the absence and presence of therapeutic
concentrations of dlostazol (Figure 5B). The magnitude of inhibition
induced by ticagrelor did not differ between the groups even in the
lower concentrations used. A significant potentiation by 1000-fold
in the inhibitory effect induced by ticagrelor was observed in PRP
from both groups pre-incubated with cilostazol (Figure 5B),

3.6 | Isolated IgG antibodies from t-PAPS patients
enhanced ADP-induced aggregation

Washed platelets obtained from healthy volunteers were stimulated
with ADP 30 gM in the absence and presence of isolated IgG an-
tibodies from t-PAPS or healthy volunteers, Although 1gG antibod-
ies alone did not induce aggregation, 1gG antibodies from t-PAPS
patients potentiated ADP-induced aggregation in comparison

to WP incubated with lgG antibodies from healthy volunteers
{66.2% +7.9%vs 52.2% + 10.6%, p= 004, N =10} and in comparison
to the vehicle{66.2% £7.9% vs 46.0% + 16.6%, p = 004, N = 10). To
verify whether isolated |gG antibodies from t-PAPS could affect the
inhibitory effect of SNP or iloprost, WP was preincubated with |gG
antibodies followed by SNP {01 yM, 3min) or iloprost (1 nM, 3 min)
Contrary to the results in the PRP samples, isolated lgG antibodies
did not interfere in the inhibitory effects induced by SNP or iloprost
in comparisonwith platelets incubated only with control 1gG or and
with the vehicle (Figure &A) Ticagrelor (2 pM; 3 min) abalished ADP-
induced aggregation in the absence and in the presence of these an-
tibodies (Figure 4B),

4 | DISCUSSION

Our results showed that platelets obtained from t-PAPS patients
have enhanced reactivity upon ADP stimulation and are less sus-
ceptible to the inhibitory effect of SNP and iloprost, Additionally,
resting platelets from tPAPS patients have a higher protein expres-
sionof P2Y, receptor and a lower expression of Gsa, contributing ta
lower intraplatelet levels of cAMP under basal and iloprost stimula-
tion conditions. The intracellular levels of cGMP and the inhibitory
response induced by SNP were also reduced.

Among the 15 hypertensive t-PAPS patients, who represent 35%
of the t-PAPS cohort, 46%, 33%, 26%, 20%, and 20% of themn were
using angictensin | receptor antagonists, thiazide diuretics (hydro-
chlorathiazide), angiotensin-corverting enzyme inhibitors, calcium
channel blockers (amlodipine), and beta-blockers. Previous studies
showed that angiotensin Il receptor antagonists,’ angiotensin-
converting enzyme inhibitors,” beta-blockers,”® and amlodipine®
reduced or did not affect platelet reactivity, We found no informa-
tion regarding the role of hydrochlorothiazide on platelet activity,
Thus, because platelets from the t-PAPS groups showed greater
ADP response in comparison with the healthy controls, the antiby-
pertensives drugs did not interfere in this response.
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FIGURE 4 Protein expression for phosphodiesterase type 5 (PDES, A}, phosphadiesterase type 3(PDE3, B), soluble guanylate
cyclase subunits alpha 1 {sGC a1, C)and beta 1 {sGC i1, D), and Gsalpha subunit {Gs«, E) in washed platelets from healthy or thrombotic
antiphosphaolipid syndrome (-PAPS) volunteers, Data represent the mean values + 5D, The N above each bar represents the number of

volunteers used in each assay, *p < .05, ns, nonsignificant

The majority of our patients presented with venous thrombo-
sis, Platelets have attracted much interest in the arterial diseases,
whereas their role in venous thromboembolism (VTE) has gained
much less attention. However, recent evidence has shown that
platelets may play a role in VTE. A recent paper”” showed that par-
ticipants in the highest quartile of platelet-derived microvesicles
(%) had an odds ratio of 1.78 (95% CI: 1.21-2.64) and 1.99 (5% Cl:
1.24-3.26) for provoked VTE in comparison with those patients in
the lowest quartile, Another study evaluated platelet function ob-
tained from patients with isolated pulmonary embolism {iPEL ko-
lated deepvein thrombosis (iDVT), and DVT + PE, No platelets from
healthy participants were included in this study, Briefly, the authors

observed that the aggregation induced by epinephrine and ADP was
lower in iPE or DVT + PE. Lower expressions for PAC-1 and throm-
bin generation were observed in platelets from DVT 4 PE and iPEin
comparisan with iDVT, This study suggzests that platelet phenotypes
vary between iPE and iDVT and lower activity of platelet in IPE pa-
tients suggest higher platelet degranulation.!

Adenine-derived nucleotides (ATP, ADP, and adenosine mono-
phosphate) and nucleoside [adenosine) are continuously released
from different cells in the bloodstream and, bence, these me-
diators play an important role in platelet reactivity, Platelets ex-
press P2X R, P2Y R, and P2Y,2R. The subtypes P2Y, and P2Y,,
are involved in platelet activation. Although P2Y, is a Gg-coupled
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FIGURE & (A) ADP-induced platelet aggregation in the presence of IgG antibodies isolated from healthy or thrambotic antiphasphaolipid
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volunteers used in each assay. *p < 05, ns: nonsignificant

receptor that initiates platelet activation through the stimulation of
phospholipase C and phosphatidylinositol pathways, the subtype
P2Y,, is coupled to Ga, which reduces the intraplatelet levels of
cAMP and the activation of protein kinase A.%* Among the plate-
let agonists tested, only ADP induced greater amplitude of aggre-
gation in PRP from t-PAPS patients, probably because of greater
protein expression for P2Y,,, accompanied by lower intraplatelet
levels of cAMP, Our results are corroborated by previous findings
that demonstrated an enhanced platelet activity under ADP stim-
ulation in patients with thrombotic APS, in comparison to control
or asymptomatic individuals with aPL.*" In contrast to that study,
however, our study characterizes the intracellular pathways in-
volved in this response.

The alteration of the ADP-P2Y,, signaling pathway on platelets
was further observed in other cardiovascular-related diseases, For
instance, hyperactivated platelets from diabetic type 2 patients
presented a two-fold increase in the expression of P2Y,, receptor,
accompanied by higher response induced by ADP in comparison to
platelets from healthy valunteers,* Anather study in platelets from
diabetic individuals showed that the expression of miR-223, which
regulates P2Y,, expression, was reduced and P2Y,, increased in
comparison with the healthy and obese participants, The human
megakaryoblastic leukemia cell line, MEG-01, treated with high
concentrations of glucose (33 mM) for 8 h up to 4 weeks presented
lower and higher expression of miR-223 and P2Y,,, respectively,”™
To date, there are no studies that evaluated the role of miR-223 in
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the context of t-PAPS, Patients with secondary progressive multiple
sclerosis have a high risk of ischemic events, Platelets and mega-
karyocytes obtained from secondary progressive multiple sclerosis
showed higher gene and protein expression for P2Y,, and greater
ADP-induced aggregation in comparison to platelets from healthy
controls.®® In the study from Hu et al., the aggregation induced by
ADP {10 pM)is well correlated with the protein level of P2Y, , recep-
tor, Because we did not carry out protein expression for F'2‘|"1 ain the
entire cohort (N = 102 participants), we were not able to carry out
this analysis, which we consider a limitation of the present study.
Previous studies® ™ have already shown that polymorphisms in the
P2Y,, gene can interfere in the receptor activity and, hence, in the
magnitude of ADP response. Therefore, protein levels do not always
correlate with this activity when dealing with variants, For example,
if we compare the aggregation induced by ADP in our healthy group
and with the healthy group from the previous study,™ carried out
in Chinese participants, the variability of ADP response is higher in
our cohort. There is a lack of data regarding P2Y,;and P2Y, variants
in the Brazilian population, in which there is a higher miscegenation
than the in the Chinese population,

The intracellular levels of cyclic nucleotides are controlled by
their rate of formation through the actions of sGC and adenylate
cyclase and the degradation by phosphodiesterases (PDEs)™ ar by
their extrusion through the action of multidrug resistance proteins
type 4 (MRP4),%*% Agonists that activate Gs-coupled receptors,
such as PGI2 or iloprost (IP receptor), prostaglandin E2 (EP2/EP4
receptor subtypes), and adenosine {A2 receptor subtype) increase
the intraplatelet levels of cAMP. Nitric oxide is the main mediator
that increases cGMP levels through the activation of its intracellular
receptor named sGC, a heterodimeric protein composed of al and
p1 subunits.®

Impairment in the IP-Gse pathways has been studied in plate-
lets from patients suffering from a condition classified as Albright
hereditary ostendystrophy, which is characterized by a mutation in
the gene encoding the GT Pase subunit Gsa leading to lower expres-
sion. Five patients with this syndrome presented lower inhibitory
response induced by increasing concentrations of iloprost (1-10nM)
in comparisan with the age- and sex-matched healthy contrals.™ In
addition to the greater expression for P2Y, ., the lower protein ex-
pression for Gsi is another factor that can contribute to the reduced
intracellular levels of cAMP and the less inhibitory response induced
by iloprost seen in the platelets from t-PAPS patients,

Platelets express PDE2, PDE3, and PDES. The isoforms PDE2
and PDE3 hydrolyze cAMP and cGMP, whereas PDES degrades
preferentially cGMP.'' " cGMP also regulates the intracellular lev-
els of cAMP by stimulating and inhibiting, respectively PDEZ and
PDE3. " In our functional and biochemical assays, the magnitude
of inhibition clearly induced by SMP is impaired accompanied by
lower intracellular levels of cGMP in platelets from t-PAPS; how-
ever, we found no significant difference in the protein expression
for PDE3, PDES, and sGC subunits, At first, we hypothesized that
sGC subunits and PDE2/PDES/PDES expression could be lower and
higher, respectively, in the t-PAPS patients, thus interfering in both

cAMP and cGMP levels. One limitation of the present manuscript is
that we did not assess the activity of the erngymes PDEs and sGC,
Other mechanisms could interfere in reducing the oytosolic levels
of cGMP, such as the oxidation of the heme portion of GC induced
by, for example, higher production of reactive cxygen species or the
greater expression of MRP4; however, hecause of issues with the
tools available, we were not able to confirm these hypotheses,

In in vitro experiments with washed platelets obtained from
healthy valunteers, isolated aPL from seven APS patients markedly
potentiated thrombin-induced platelet aggregation.”” Recombinant
JGGY (r)GGP), which binds to anti-f2GP1, induced PRP aggregation,
and potentiated the aggregation induced by sub-threshold con-
centrations of adenosine diphosphate (ADP, 0.05-01 pM). Prior
incubation of rapamycin {20 pM), an mTOR inhibitor, prevented
rJGG-induced ageregation.'® Isolated healthy platelets exposed
to the immaobilized anti-f2GP1/P2GP1 complex presented greater
expression of GPa2p3 and P-selectin as well as thromboxane B2
production in comparison to platelets exposed to g G/P2GP1 or anti-
F2GPL/BSA, Inhibitor of apoERZ’ or the GPla antibady reversed the
activation induced by the complex.!® Our results corroborate pre-
vious findings and results obtained with PRP from t-PAPS patients
as isolated Ig antibodies from t-PAPS patients produced increased
platelet aggregation induced by ADP (30 yM). The P2Y,, antagonist,
ticagrelor almast abolished ADP-induced aggregation in PRP from
both groups, However, lgG antibodies isolated from t-PAPS failed
to reproduce the resistance to the inhibitory effect of SNP and ilo-
prost and the reduction in cAMP or cGMP levels observed in PRP
from t-PAPS patients. One possible explanation for this apparent
discrepancy is that platelet and plasma from tPAPS release pro-

B3 ectonude-

inflammatory, pro-coagulant, pro-oxidant mediators,
otidases on the membrane surfaces from cells® that contribute to
the exacerbation of the pathological responses induced by ADP and/
or by the reduction in the efficacy of substances that increase the
levels of cAMP or cGMP,

Because the P2Y,, pathway showed increased activity in PRP
fram tPAPS, ticagrelor was incubated in vitro, The antiplatelet ac-
tivity of ticagrelor was similar in both groups, even at the lowest
concentrations. Our results corroborate a previous study where a
two-fold increase in P2Y,, was observed in platelets from diabetic
patients thus leading to higher ADP aggregation, the antiplatelet ac-
tivities induced by the P2Y,, antagonist, cangrelor (1 nM), or the in-
verse agonist AR-C78511 (1 nM), however, did not differ in platelets
fram both healthy and diabetic patients, Ticagrelor was chosen for
the In vitro assays because of the pharmacokinetics advantages aver
clopidogrel and prasugrel; ticagreloris considered an inverse agonist
of the P.Y, , receptor and is not a prodrug, presenting a rapid onset
and offset action and inhibits the equilibrative nucleoside trans-
porter 1 in increasing the extracellular concentration of adenosine,
which ako contributes to platelet inhibition.™ The therapeutic dose
of ticagrelor for treating patients with stable coronary artery disease
is aloading dose of 180 mg followed by a maintenance dose of Y0 mg
twice/day, Pharmacokinetics parameters of ticagrelor at day 14 in
patients receiving 50, 100, 200, and 400 mg twice day showed a
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maximal concentration value of, respectively, 375, 810, 2278, and
3653 ng/ml. " Therefore, the concentration of ticagrelor chosen for
the in vitre assays was 2 pM (~maximal concentration of a 100 mg
dose), which corresponds to atherapeutic dose,

Although PDEZ2 inhibitors are still under predinical testing, the
PDES inhibitors such as dlostazol and milrinone are used for the
treatment of intermittent claudication/peripheral artery disease
and congestive heart failure, respectively, The role of cilostazol as
an antiplatelet agent has been demonstrated in preclinical and in
clinical trials. Although its primary mechanism of action is POE3
inhibition, other targets such as inhibition of MRP4™ and the
adenosine reuptake transporter™ have been reported. The ad-
junctive treatment of cilostazol with P2, inhibitors reduced the
stroke/transient ischemic attack events and improved claudication
symptoms, ¥ ** A more recent study showed that the results of
patients who received P2Y,, inhibitors with cilostazol were non-
inferior when compared with the aspirin arm group in preventing
the incidence of all-cause death and acute myocardial infarction,’
Bleeding time was not increased in these trals, In the present man-
uscript, we carried out concentration-response curves for ticagre-
lor in the absence and presence of cilastazol {10 pM), Cilostazol
potentiated by, approximately, 1000-fold {considering the thera-
peutic concentration of ticagrelor, that is in the range of 1-2 pM),
the inhibitory response induced by ticagrelor in both groups. The
therapeutic concentration of cilostazal {100 me/twice daily} is In
the concentration range of 2-10 M and can vary under the fed
and fasted states 4

It is well established that aspirin alone or in association with the
P2Y,, blackers (clopidogrel, prasugrel, or ticagrelor) reduce the risk
of acute thrombotic events. Aspirin is one of the oldest antiplate-
let agents and trials in the past few decades were conducted in a
manner that aspirin was always presented in the arm groups, even
in the presence of mare efficacious P2Y,, blackers, More recently,
several studies have been comparing the efficacy and safety of a
monotherapy of ticagrelor in patients with coronary artery diseas-
es."%5% Therefore, our study paves the way to test the role of a
monotherapy with ticagrelor aloneor in association with cilostazol in
patients with APS and arterial thrombosis andfor who are resistant
or intolerant to aspirin, Furthermore, because theintraplateletlevels
of oydic nucleotides are reduced in platelets from t-PAPS individu-
als, our study also opens up the possibility to test approved agents
in clinic practice that increase the levels of AMPc or GMPc such as
sGC modulators [riociguat or vericiguat), POES inhibitors {sildenafil,
vardenafil, or tadalafil), POES inhibitor (cilostazol), or a dual POE in-
hibitor/nucleoside transparter inhibitor {dipyridamole) in assodation
with a lower dose of aspirin or P2Y,, antagonists, espedially in those
patients with a high nsk of bleeding,
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6. CONCLUSAO

As plaquetas isoladas de pacientes com SAF primaria trombética apresentaram
alteracdo na via P2Yi2 — AMPc e nos niveis intracelulares de GMPc. A maior
reatividade plaquetaria de pacientes com SAF pode ser atribuida, em parte, aos
menores niveis intracelulares de AMPc e GMPc. A reducéo significativa da reatividade
plaquetaria na presenca de outros antiplaquetarios além da aspirina, abre a
possibilidade para avaliar a eficacia e seguranca da monoterapia com ticagrelor,
associado ou nao ao cilostazol, em pacientes com SAF primaria e trombose arterial,
que sejam resistentes ou intolerantes a aspirina ou irresponsivos a terapia com

clopidogrel.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagdo da ativagao da via do interferon 1, através da resposta imune inata de
granulocitos e celulas dendriticas plasmocitoides, na Sindrome Antifosfolipide.

Pesquisador: Fernanda Loureiro de Andrade Orsi

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 59362216.7.0000.5404

Instituicdo Proponente: Centro de Hematologia e Hemoterapia - HEMOCENTRO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 4.247.619

Apresentagac do Projeto:
Trata-se da apresentacdo de uma Emenda ao projeto CAAE 59362216.7.0000.5404

Objetivo da Pesquisa:
Apresentar uma Emenda

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Os riscos e beneficios nao foram alterados em relagao ao projeto original

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Data da aprovagao do projeto por este CEP: 05/12/2016 (parecer numero 1.850.334, em
'PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_CEP_1850334 pdf', de 05/12/2016 16:04:499).

Através da Emenda apresentada, o pesquisador solicita (em 'Justificativa da Emenda') que fosse "feita a
inclusdo da aluna Ana Paula Rosa dos Santos como pesquisadora deste projeto, pois ela € que esta
entrevistando os pacientes, executando as técnicas propostas e escrevendo o projeto”. E ainda, "Venho
também solicitar a exclus@o dos nomes dos antigos pesquisadores (Dra. Ana Leda Longhini e Ingridi
Rafaela de Brito), pois elas ndo fazem mais parte do projeto.

Alem disso, nos arquivos 'Projeto_Detalhado_atualizado_CAAES9362216700005404 . pdf (de
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24/08/2020 11:19:25) e 'Carta_Resposta_CAAES9362216700005404. pdf (de 24/08/2020 11:07:43) foi
apresentado gue:

- Houve expanséo do universo amostral (originalmente, 100 voluntarios'; nessa emenda '170 voluntarios')

- Houve uma expanséo nos grupos a serem estudados (originalmente 2 grupos: "Casos com SAF primaria
(50)" e "Controles saudaveis" (50) ; nessa emenda. 4 grupos: "Casos com SAF primaria” (50), "Casos com
SAF secundaria” (50), "Controles saudaveis" (50) e "Individuos com anticorpo antifosfolipide” (20) ).

Tais modificagfes se encontram devidamente documentadas (arquivo
'Projeto_Detalhado_atualizado_CAAES9362216700005404 .pdf, de 24/08/2020 11:19:25) e contempladas
no TCLE apresentado (arquivo 'TCLE_CAAES59362216700005404.pdf, de 24/08/2020 11:09:55).

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Para avaliagdo desta notificagdo foi analisado a Emenda anexado no documento intitulado
'PEB_INFORMAGOES_BASICAS_1401719_E1.pdf', de 26/08/2020 12:46:34.

Relatario enviado adequadamente, em formulario préprio deste CEP

Recomendagoes:

A Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (Conep), do Conselho Nacional de Satude (CNS) orienta a
adocao das diretrizes do Ministério da Saude (MS) decorrentes da pandemia causada pelo Coronavirus
SARS-CoV-2 (Covid-19), com o objetivo de minimizar os potenciais riscos a saude e a integridade dos
participantes de pesquisas e pesquisadores.

De acordo com carta circular da CONEP intitulada "ORIENTACOES PARA CONDUGAQ DE PESQUISAS E
ATIVIDADE DOS CEP DURANTE A PANDEMIA PROVOCADA PELO CORONAVIRUS SARS-COV-2
(COVID-19)" publicada em 09/05/2020, referente ao item Il. "Orientagbes para Pesquisadores”:

- Aconselha-se a adogéo de medidas para a prevencgéo e gerenciamento de todas as atividades de
pesquisa, garantindo-se as agbes primordiais & satde, minimizando prejuizos e potenciais riscos, além de
prover cuidado e preservar a integridade e assisténcia dos participantes e da equipe de pesquisa.

- Em obsemvéancia as dificuldades operacionais decorrentes de todas as medidas impostas pela pandemia do
SARS-CoV-2 (COVID- 19), & necessério zelar pelo melhor interesse do participante da pesquisa, mantendo-
o informado sobre as modificagfes do protocolo de pesquisa que possam
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afeta-lo, principalmente se houver ajuste na condug&o do estudo, cronograma ou plano de trabalho.

- Caso sejam necessarios a suspensao, interrupgao ou o cancelamento da pesquisa, em decorréncia dos
riscos imprevisiveis aos participantes da pesquisa, por causas diretas ou indiretas, cabera aos
investigadores a submissédo de notificagdo para apreciagdo do Sistema CEP/Conep.

- Nos casos de ensaios clinicos, & permitida, excepcionalmente, a tramitagdo de emendas concomitantes a
implementagdo de modificagGes/alteracdes no protocolo de pesquisa, visando a seguranga do participante
da pesquisa, assim como dos demais envolvidos no contexto da pesquisa, evitando-se, ainda, quando
aplicavel, a interrupgéo no tratamento dos participantes da pesquisa. Eventualmente, na necessidade de
modificar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o pesquisador devera proceder com o
novo consentimento, o mais breve possivel.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Emenda aprovada.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qgualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagéo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds anélise das
razbes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
guanto & descontinuagdo, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagndstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto €, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.
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- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagcdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - ANVISA - junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagio
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou |l apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las tambem a mesma, junto com o parecer aprovatorio
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatdrios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste
parecer de aprovacio e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 |, item XI.2 letra e, "cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

-0 pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de § anos apds o téermino da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

12:45:46 |Andrade Orsi

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
InformagBes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_140171| 26/08/2020 Aceito
do Projeto 9 E1.pdf 12:46:34
Outros Carta_resposta_assinada.docx 26/08/2020 |Femanda Loureiro de| Aceito

12:46:11  |Andrade Orsi
Cutros Carta_Resposta.docx 26/08/2020 |Femanda Loureiro de| Aceito

Projeto Detalhado/ | Projeto_Detalhado_atualizado_CAAESS | 24/08/2020 |Femanda Loureiro de| Aceito

Brochura 3622167000054 04.pdf 11:19:25 |Andrade Orsi
Investigador
Qutros AtestadoMatricula. pdf 24/08/2020 |Femanda Loureiro de| Aceito

11:16:11__ |Andrade Orsi
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Qe

TCLE / Termosde |TCLE_CAAES9362216700005404 pdf 24/08/2020 |Femanda Loureiro de| Aceito

Assentimento / 11:09:55 |Andrade Orsi

Justificativa de

Auséncia

Outros Carta_Resposta_CAAES936221670000 | 24/08/2020 |Femanda Loureiro de| Aceito

5404 pdf 11:07:43 [Andrade Orsi

Declaragéo de Oficio_045_2019_alteracao_pesquisado | 02/08/2019 [Rodrigo Caetano Aceito

concordancia r PB Ingridi Rafaela de Brito.pdf 16:07:20 |Alves

Solicitacdo Assinada | cartatransferencia.pdf 30/07/2019 |Ingridi Rafaela de Aceito

pelo Pesquisador 14:45:27 |Brito

Responsavel

Outros POP_biorepositorio.pdf 24/M11/2016 |Ingridi Rafaela de Aceito
14:58:47 |[Brito

Outros carta_resposta_parecer. pdf 24/11/2016 |Ingridi Rafaela de Aceito
14:37:23  |Brito

TCLE / Termosde |Temo_de_consentimento_livre_e_escla| 24/11/2016 |Ingridi Rafaela de Aceito

Assentimento / recido.pdf 14:32:36  |Brito

Justificativa de

Auséncia

Outros Comprovante_de_vinculo.pdf 15/08/2016 |Ingridi Rafaela de Aceito
11:34:54 |[Brito

Outros Manual_tecnico_biorepositorio.pdf 15/08/2016 |Ingridi Rafaela de Aceito
11:24:53 [Brito

Declaragdo do Declaracao_do_patrocinador.pdf 04/05/2016 |Ingridi Rafaela de Aceito

Patrocinador 10:35:54 | Brito

Folha de Rosto 20160503152915708.pdf 04/05/2016 |Ingridi Rafaela de Aceito
10:24:19  [Brito

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

MNao

CAMPINAS, 31 de Agosto de 2020

Assinado por:

Renata Maria dos Santos Celeghini

(Coordenador(a))

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo
UF: 5P
Telefone:

CEP: 13,083-887

Municipio: CAMPINAS
(18)3521-8936

Fax: (19)3521-7187

E-mail: cep@fcm. unicamp.br

Pagina G5 de 05




(U UNICAMP - CAMPUS 4 Platoforma
> CAMPINAS %MI
CEPUMNICAMNMP

ol (e AR S i

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagao farmacoldgica dos nucleosideos e nucleotideos oriundos de guanina e
das glifiozinas em plaquetas humanas isoladas isoladas.

Pesquisador: Fabiola Taufic Ménica Iglesias

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 72739517.9.0000.5404

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Medicas - UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.531.184

Apresentacdo do Projeto:

Justificativa da Emenda: Nas analises de agregacgao plaquetaria observamos que ha uma variabilidade na
quantidade de plaquetas entre os doadores, fato que muitas vezes ocasiona uma sobra de plasma rico em
plaguetas (PRP) e plagueta lavada (PL). Neste sentido, viemos por meio deste fazer a solicitagdo para a
utilizagdo do material que sobrard e que seria descartado para testar uma nova classe de medicamentos
utilizada para o tratamento do diabetes tipo I, denominada de gliflozinas (canaglifiozina, empaglifiozina e
dapagliflozina). O racional de se testar esta classe de medicamentos & que estudos clinicos recentes
mostraram melhoras nos desfechos cardiovasculares em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva e
diabetes tipo Il como por exemplo, menor numero de hospitalizagbes por causas cardiovasculares, menar
incidéncia de acidente vascular cerebral e doenga arterial coronariana nos voluntarios que receberam a
empaglifiozina ou canagliflozina. Os procedimentos de coleta e processamento das amostras com o plasma
dos doadores sero os mesmo do projeto inicial aprovado. A solicitagdo esta pautada apenas no uso do
material bioldégico que seria descartado para testar a eficacia in vitro das gliflozinas. Até o momento néo
existe nenhum trabalho na literatura que avaliou a eficacia in vitro das gliflozinas na agregacao plaguetaria.
Ademais, solicitamos também a mudanga do titulo do projeto com a insergao das Gliflozinas para
“CARACTERIZACAO FARMACOLOGICA DOS NUCLEOTIDEOS ORIUNDOS DE GUANINA E DAS
GLIFLOZINAS EM PLAQUETAS HUMANAS ISOLADAS". Sendo assim, venho por meio deste incluir
emenda ao projeto acima solicitando autorizagéo para
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uso do PRP e PL que sobrardo para testar in vitro as gliflozinas denominadas como canaglifiozina,
dapagliflozina e empagliflozina. Estamos enviando o projeto contendo informagdes adicionais sobre as
gliflozinas e um novo TCLE contendo as informagédes referentes as gliflozinas. Todas as novas informagodes
adicionadas ao projeto & ao TCLE anteriores estdo destacadas em amarelo. Os novos documentos
denominam-se "Projeto_final_emenda_CHL" e “TCLE_final_emenda".

Objetivo da Pesquisa:

E introduzido outro objetivo principal:

" testar uma nova classe de medicamentos utilizada para o tratamento do diabetes tipo Il, denominada de
gliflozinas"”

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Mada @ alterado em relago ao projeto original

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Emenda solicita :

1- alteragao do titulo do projeto.

DE

"Caracterizagéo farmacologica dos nucleosideos e nucleotideos orniundos de guanina

em plagquetas humanas isoladas isoladas.”

Para "CARACTERIZACAQ FARMACOLOGICA DOS NUCLEOTIDEOS ORIUNDOS DE GUANINA E DAS
GLIFLOZINAS EM PLAQUETAS HUMANAS ISOLADAS™

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Apresenta adequadamente justificativa da emenda, destaque no projeto final e no TCLE.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Em consideragdo as pendéncias do parecer anterior (Numero do Parecer: 2.496.263) de 15 de fevereiro de
2018:

- declara que ndo havera inclusdo de novos participantes.

- adequa cartaz

- Mantém titulo do projeto com repeticdo da palavra isoladas: "Titulo da Pesquisa: Caracterizagao
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farmacologica dos nucleosideos e nucleotideos oriundos de guanina e das gliﬂozinas em plaquetas
humanas isoladas isoladas." no documento PB_INFORMACOES_BASICAS_1046847_E1.pdf. Entretanto
nega em carta resposta resposta_emenda pdf.

- Refere em carta resposta resposta_emenda.pdf que serdo incluidos apenas participantes saudaveis.
Entretanto a pendéncia sobre DM foi devido a justificativa da emenda de " (...) Neste sentido, viemos por
meio deste fazer a solicitagdo para a utilizagdo do material que sobrara e que seria descartado para testar
uma nova classe de medicamentos utilizada para o tratamento do diabetes tipo |1, denominada de gliflozinas

"

- AINDA, ORIENTAMOS QUE os critérios de exclusdo sao condigbes gue impegam os voluntarios de
participarem da pesquisa, ainda que preencham todos os critérios de inclusdo. Nao se aplica aos sujeitos
gue ndo queiram participar da pesquisa ou que nao satisfagam os critérios de incluséo.

Conclusdo: projeto aprovado apds esclarecimento das pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinado.

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
gualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagéo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apos andlise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
guanto a descontinuagdo, exceto gquando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
guando constatar a superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de agéo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave

ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a
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Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.
- Eventuais modificagfes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las tambéem

a4 mesma, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatdrios parciais e final, em formulario proprio do CEP, devem ser apresentados ao CEP, inicialmente

seis meses apos a data deste parecer de aprovagao e ao termino do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagtes Basicas| PE_INFORMACQOES_BASICAS_104684| 21/02/2018 Aceito
do Projeto 7_E1.pdf 10:31:47
QOutros Cartaz.pptx 21/02/2018 |Fabiola Taufic Aceito
10:24:04 |[Monica lglesias

QOutros resposta_emenda.pdf 21/02/2018 |Fabiola Taufic Aceito
10:23:35 | Monica Iglesias

TCLE / Termosde |TCLE_final emenda_sem_rasura.docx 21/02/2018 |Fabiola Taufic Aceito

Assentimento / 10:20:09 |Maonica lglesias

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_final_emenda_rasurado.docx 21/02/2018 |Fabiola Taufic Aceito

Assentimento / 10:19:31  |Mdnica Iglesias

Justificativa de

Auséncia

Outros justificativa_emenda.pdf 18/12/2017 |Fabiola Taufic Aceito
11:07:04 |[Ménica lglesias

Projeto Detalhado / | Projeto_final_emenda_CHL.pdf 18/12/2017 |Fabiola Taufic Aceito

Brochura 11:068:13 |Monica Iglesias

Investigador

Orgamento orcamento. pdf 09/11/2017 |Fabiola Taufic Aceito
09:36:19 |Monica lglesias

Projeto Detalhado / | Projeto_final_1. pdf 09/11/2017 |Fabiola Taufic Aceito

Brochura 09:35:14 |Manica Iglesias

Investigador

Projeto Detalhado / | Projeto_final_grifado.pdf 09/11/2017 |Fabiola Taufic Aceito
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