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RESUMO

ATIVIDADE DAS ENZIMAS DO SISTEMA PURINERGICO EM PLAQUETAS DE
PACIENTES COM MIELOMA MULTIPLO

AUTORA: Sabrina Fontana de Andrade
ORIENTADOR: José Edson Paz da Silva

O mieloma mudltiplo (MM) caracteriza-se como um tumor de células plasmocitarias
que corresponde a aproximadamente 10% das neoplasias hematoldgicas. Até os
dias de hoje é considerada como uma doenca incuravel, que pode durante o seu
percurso, apresentar complicagcbées como sangramentos ou trombose. A hemostasia
€ o equilibrio entre pro-coagulantes e anticoagulantes, com o objetivo de prevenir a
perda de sangue. As ectonucleotidases, presentes na superficie plaquetaria, séo
responsaveis pela regulacdo dos niveis extracelulares de nucleotideos de adenina.
ATP e ADP, bem como o nucleosideo adenosina, tém sido implicados em um
grande numero de funcdes fisiolégicas: o ADP é o principal fator recrutador de
plaguetas, enquanto que o ATP é um inibidor competitivo da agregacéo induzida por
ADP. A adenosina € uma molécula capaz de induzir vasodilatacdo e inibir a
agregacdo plaquetaria. O processo de ativacdo plaguetaria € acompanhado pela
secrecdo de proteinas plaquetéarias, como o fator 4 plaquetario (PF4) e o aumento
da formacédo de tromboxano (TXA7). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade das ecto-enzimas (E-NTPDase, E-5’-nucleotidase e E-ADA) nas
plaquetas e mensurar as concentracbes de PF4 e TXA, em pacientes com MM. Os
resultados demonstraram uma reducao significativa na atividade da E-NTPDase
para hidrélise de ATP tanto nos pacientes tratados (p<0,001) como naqueles que
estavam sem receber tratamento (p<0,05) para MM. Essa reducdo pode acarretar
em uma diminuicdo dos niveis extracelulares de ADP, ja que essa enzima é
responsavel pela conversao de ATP em ADP, o que estaria reduzindo a agregacao
plaguetaria nos pacientes com MM. Quando avaliou-se a atividade da enzima E-5'-
nucleotidase, nenhuma diferenca estatistica foi observada nesses pacientes. Um
aumento significativo (p<0,001) na atividade da E-ADA foi observado nos pacientes
com MM realizando tratamento, podendo esse ter ocorrido como uma resposta
fisiologica ao aumento de adenosina nesses pacientes. A adenosina tem
propriedade antiagregante e vasoprotetora e 0 seu aumento pode estar relacionado
com os medicamentos utilizados por esses pacientes. As dosagens de PF4 e TXB,
(metabdlito estavel do TXA;) revelaram valores séricos menores dessas substancias
nos pacientes com MM néo tratados (p<0,05; p<0,001) e MM tratados (p< 0,01; p<
0,001) em relagcé&o ao grupo controle. Esses dados revelam uma menor capacidade
de agregacdo e ativacdo de plaquetas nos pacientes com MM, e evidenciam a
participacdo da sinalizagdo purinérgica na hemostasia desses pacientes.

Palavras-chave: Mieloma multiplo. Sistema purinérgico. Plaquetas. ADP. ATP.
Adenosina.



ABSTRACT

ACTIVITY OF THE PURINERGIC SYSTEM ENZYME IN PLATELETS OF
MULTIPLE MIELOMA PATIENTS

AUTHOR: SABRINA FONTANA DE ANDRADE
ADVISOR: JOSE EDSON PAZ DA SILVA

Multiple myeloma (MM) is characterized as a tumor of plasma cells which
corresponds to approximately 10 % of haematological malignancies. Nowadays it is
considered as an incurable disease, which can present complications such as
bleeding or thrombosis. Hemostasis is the balance between procoagulant and
anticoagulant systems aiming to prevent blood loss. The enzymes ectonucleotidases
present on platelet surface are responsible for the regulation of extracellular levels of
adenine nucleotides. ADP and ATP, as well as the nucleoside adenosine have been
involved in a large number of physiological functions: ADP is the main platelets
recruitment factor, while ATP is a competitive inhibitor of ADP-induced aggregation.
Adenosine is a molecule able to induce vasodilation and inhibit platelet aggregation.
Platelet activation process is accompanied by the secretion of platelet proteins such
as platelet factor 4 (PF4) and increased formation of thromboxane (TXA)).
Considering these concepts the aim of this study was to evaluate the activity of ecto-
enzymes (E- NTPDase, 5'- nucleotidase and E -ADA) in platelets and measuring
concentration of PF4 and TXA; in patients with MM. The results showed a reduction
in the E-NTPDase activity for ATP hydrolysis in both treated (p<0,001) patients and
in those who were not receiving treatment (p<0,05) for MM in the period of blood
samples collection. This reduction can result in a decrease in extracellular levels of
ADP, as this enzyme is responsible for conversion of ATP into ADP, which would
reduce platelet aggregation in patients with MM. When we evaluated the enzyme E-
5'- nucleotidase, no statistical difference was observed concerning its activity in these
patients. An increase in E- ADA activity (p<0,001) was observed in patients with MM
performing treatment, this may have occurred as a physiological response to
increase of adenosine in these patients. Adenosine has vasoprotective and
antiplatelet property and its increase can be related to the medicines used for these
patients. Dosages of PF4 and TXB; (stable metabolite of TXA,) showed lower values
of these substances in MM untreated (p< 0,05; p< 0,001) and MM treated patients
(p< 0,01; p< 0,001) in the control group. These data reveal a lower capacity
aggregation and platelet activation in patients with MM, and highlight the participation
of purinergic signaling in hemostasis in these patients.

Keywords: Multiple Myeloma. Purinergic system. Platelets. ADP. ATP. Adenosine.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta descrita de forma que primeiramente sdo apresentados
os itens INTRODUCAO e OBJETIVOS. As secbes MATERIAIS e METODOS,
RESULTADOS e DISCUSSAO estio apresentadas sob a forma de um manuscrito,
o qual se encontra no item “MANUSCRITO”.

O item CONCLUSAO esta disposto ap6s o0 manuscrito, apresentando
interpretacbes e comentarios gerais a respeito dos resultados apresentados no
artigo. As REFERENCIAS referem-se somente as citacdes que aparecem no item
INTRODUCAO desta dissertacao.
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1 INTRODUCAO

O mieloma multiplo (MM) € uma neoplasia incuravel caracterizada por
proliferacdo de plasmacitos clonais na medula 6ssea (MO) que pode cursar com
alteracdes imunofenotipicas heterogéneas, além de mudltiplas disfun¢des orgéanicas,
como producdo de grande quantidade de imunoglobulina (Ig) monoclonal ou
fragmento desta, chamada proteina M, faléncia renal, hipercalcemia com destruicéo
esquelética, anemia e infec¢cdes recorrentes (BAITALLE,1997; MANGAN, 2005;
KYLE,2009).

O MM predomina no sexo masculino e na ra¢ca negra, sendo a idade média
dos pacientes, ao diagnéstico, 65 anos. Aproximadamente 15% dos casos de MM
recém diagnosticados encontram-se na condicdo de assintomatico (KYLE et al.,
2003; RAJKUMAR, 2005; SMITH, 2005).

Apo6s a confirmacdo do diagnostico de MM, o paciente deve ser avaliado
quanto ao prognéstico (GREIPP et al.,, 2005). O tratamento deve ser iniciado
exclusivamente em doentes com MM sintomatico. Recomenda-se apenas vigilancia
clinica nos casos assintomaticos, uma vez que a quimioterapia convencional
precoce ndo mostrou qualquer impacto na sobrevivéncia global (CHOU, 2012).

A escolha do tratamento inicial esta dependente da estratificacdo do risco e
da elegibilidade do candidato para quimioterapia de alta dose seguida de transplante
autdlogo de células estaminais hematopoiéticas. Deste modo, os individuos com
idades inferiores a 65 anos, doenca ativa e sem comorbilidades significativas sao
candidatos ao autotransplante (HAROUSSEAU et al., 2009).

Considerando os pacientes ndo candidatos ao transplante, o agente mais
utilizado é o melfalan associado a prednisona, com nivel de resposta em até 60%
dos pacientes (ANDERSON et al., 2000). O inibidor de proteassoma, bortezomibe
mostra significativa atividade, tanto em MM recém-diagnosticado quanto refratario.
Quando combinado com dexametasona em pacientes recentemente diagnosticados,
as taxas de resposta ficam préximas de 90%, com 10% dos pacientes atingindo uma
resposta completa (SAN MIGUEL et al.,, 2008; JAGANNATH et al.,2009;). Mais
recentemente, foi relatado o uso de bortezomibe em combinacéo com ciclofosfamida
e dexametasona, com uma taxa de resposta global de 88%), com resultados rapidos
e toxicidades gerenciaveis (REEDER et al., 2009).
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A talidomida, uma droga imunomoduladora (IMiDs), isoladamente ou em
combinagdo com a dexametasona, tem sido utilizada em diversos centros para o
tratamento de recaida pos-transplante. Seu papel como tratamento de manutencéo
e como terapia de primeira linha também é alvo de grande interesse (MAIOLINO;
MAGALHAES, 2007).

As neoplasias sado importantes fatores de risco para o desenvolvimento de
eventos trombéticos. O MM nédo foge dessa regra. Até 1999 relatava-se que 0s
pacientes com MM ativo, com necessidade de tratamento, apresentavam 10% de
frequéncia de tromboembolismo venoso (TEV) (BARLOGIE ,et al.,1999).

A relacdo entre cancer e alteragdo na coagulacao ja havia sido sugerida ha
guase 150 anos por Trousseau; posteriormente, ficou claro o maior risco que 0s
pacientes oncologicos tém de desenvolverem fendbmenos tromboembdlicos. Isto
pode ser consequéncia da ativacdo do sistema de coagulacdo pelas células
neoplasicas ou pelas terapias empregadas (quimioterapias e cirurgias) (PRANDONI
et al., 2002).

O tratamento de pacientes com MM, em particular com a introducdo de
medicamentos como IMiDs e inibidores de proteassomas nos ultimos anos, podem
também ter afetado os processos anticoagulantes e pré-tromboticos. O risco de TEV
em pacientes que receberam esquema terapéutico baseado em um agente
imunomodulador, especialmente quando usado em combinacdo com altas doses de
dexametasona, varia de 3% para 19% na auséncia de tromboprofilaxia (CARRIER et
al., 2011; RUPA-MATYSEK et al., 2011; TIMP et al., 2013).

Por outro lado, a incidéncia de trombose venosa e arterial € muito baixa
durante o tratamento com regimes contendo bortezomibe. Estudos pré-clinicos
sugerem um possivel efeito antitromboético do inibidor do proteossoma, devido ao
efeito inibitdrio do bortezomibe no fator nuclear KB (NF-KB) e uma reducdo da
agregagcao plaquetaria induzida por difosfato de adenosina (ADP) de maneira
dependente da dose (OSTROWSKA et al., 2004; AVCU et al., 2008; ZANGARI et al.,
2011).

As descricOes classicas relatam que, durante o curso clinico do MM, 15%-
30% dos pacientes podem apresentar manifestacdes hemorragicas, que variam de
acordo com o tipo de MM (15% para Imunoglobulina G e 30% para Imunoglobulina
A) (BARLOGIE et al.,1999).



17

Sao descritas varias causas como responsaveis por esses sangramentos,
podendo acometer todos os componentes da hemostasia. Assim, sdo descritas: a)
infiltracdo vascular pela célula maligna, b) plaguetopenia secundaria a infiltracéo
medular ou ao tratamento realizado, ¢) anormalidades funcionais das plaquetas
(incluindo uremia), d) doenca ou sindrome de von Willebrand adquirida, e€)
deficiéncias adquiridas de fatores da coagulacédo secundéarias a doenca hepdtica, f)
presenca de anticoagulantes circulantes do tipo heparina e @) inibicdo da
polimerizacao da fibrina. Outras importantes condicdes associadas as manifestacées
hemorragicas sao a sindrome de hiperviscosidade e a sepse (EBY, et al., 2003).

As plaquetas sdo particularmente afetadas na presenca de neoplasias: até
30% dos pacientes apresentam aumentos na plagquetometria e 11% apresentam
diminuicdo (SUN et al.,1979). Também ja foi demonstrado que as plaquetas
agregam-se in vitro na presenca de células neoplasicas e ocorre plaquetopenia
guando da infusdo dessas células in vivo (GASIC et al.,1976). Plaquetas ativadas
tém maior poder adesivo e interagem com outras células como leucdcitos, células
endoteliais ou células tumorais (VARON et al.,2001). Embolos tumorais usualmente
sdo envoltos em uma rede de fibrina e plaquetas que contribuem para a adesao
endotelial. Esse trombo tumoral, uma vez aderido ao endotélio, leva a leséo e,
consequentemente, a liberacdo do fator de permeabilidade vascular, além de perda
da inibicdo da agregacao plaquetaria, anticoagulacdo e vasodilatacdo local (DE
CICCO, 2004).

O processo hemostatico consiste de uma série de reacdes bioquimicas e
fisiolégicas que culminam no impedimento do sangramento dos vasos sanguineos,
0s quais tenham sido quimicamente ou fisicamente traumatizados. A hemostasia é
realizada através da interacdo de trés sistemas bioldgicos: (1) componentes da
vasculatura, incluindo células endoteliais; (2) plaquetas sanguineas; (3) proteinas
plasmaticas das vias de coagulacéo intrinseca e extrinseca (MARCUS, 1999).

As plaquetas séo fundamentais para a manutencao da integridade vascular e
a prevencdo de hemorragias. Sob condigfes fisiolégicas normais, as plaquetas
circulam em estreito contato com a mucosa das células endoteliais da parede dos
vasos sanguineos e apenas quando ha uma lesdo vascular elas aderem ao local da
lesdo (SALLES et al., 2008).
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Baseado em observacdes a partir da microscopia eletronica, as plaquetas

podem ser

divididas em trés zonas anatomicamente distintas:

membrana,

citoesqueleto e organelas, conforme descrito no Quadro 1 (JOHNS, 2004).

Quadro 1 — Componentes das plaquetas

Membrana plagueta

Zona Estrutura primaria Componentes Fungio
Mucopolissacarideos para
Membrana plasmatica absorcdo de proteinas prd-
coagulantes do plasma Adesio e agreqacio
Membrana gregac

Microtibulos e microfilamentos
para estrutura e suparte

Submembrana

Receptor de glicoproteinas (GP)

plaguetaria

Citoesqueleto

Microfilamentos

Manter a forma e
promover contragao

Organelas

Alfa granulos

Albumina
Alfa-2 antiplasmina
C1 inibidor de esterase
Fator plaquetario 4 (PF4)
PF4 baixa afinidade
Beta tromboglobulina
Fator de crescimenta
Fibrinogénio
Fator vV
Fibronectina
VWF antigeno

Adesdo primaria e
secundara e agregacdo
de plaguetas

Corpos densos

ATP
ADP
Serotonina
Calcio

Fonte promotora de
energia, adesao de
plaguetas

Fonte: Adaptado de JOHNS, 2004.

A membrana consiste em uma bicamada de fosfolipideos tipica, que contém
glicoproteinas de membrana (WHITE; CLAWSON, 1980). Possui um sistema de

canais abertos e invaginacfes, fazendo com que a superficie de contato com o

ambiente plasmatico seja igual ou superior ao de células com dimensdes maiores

(POLASEK, 2006). Também é na membrana que estdo presentes os receptores de
glicoproteinas (GP) tais como, GPIb, GPIllb, GPllla, GPIX. O citoesqueleto é

composto por microtubulos e microfilamentos, que servem para manter a forma

discoide e fornecer capacidade contratil deste fragmento celular. Finalmente, a

terceira regido anatbmica, a das organelas, esta constituida basicamente por
granulos (JOHNS, 2004).
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Quando a continuidade de um vaso sanguineo é afetada, as plaquetas séo
submetidas a uma resposta em série, altamente regulada e funcional, que inclui:
adesao, ativacdo, reacdo de liberacdo e agregacdo decorrente da exposicdo a
superficie pré-coagulante. O objetivo € a rapida formacdo de um tampéo
hemostatico, que obstrui o local do dano, prevenindo a perda de sangue
(HARRISON, 2004). Essas reacfes bioquimicas fisioldgicas sdo definidas como
resposta hemostatica primaria (Figura 1). Os eventos iniciais sdo modulados pela
exposicdo dos componentes dos vasos sanguineos, como as microfibrilas, a
membrana basal e o colageno. Concomitantemente, ocorre a adeséo plaquetéria a
matriz subendotelial e consequentemente a ativacdo plaguetaria. A palavra "adesao"
descreve a interacdo entre as plaquetas e qualquer outro tipo celular diferente,
enquanto que "agregacdo" se refere exclusivamente a interacdo entre duas
plaguetas (LOPEZ-FARRE, 2001).

Figura 1 — Etapas da hemostasia primaria

1 ADESAO 3 AGREGAGAO
GPIib/llla ativados

B Fibrinogénio

PLAQUETAS FvW e GPIbIX-V

o ¥
) o
A g
1 y
|

COLAGENO y Vl"',l,’
GPlallia ‘ R\ ,,
curnvenl o II; J&

2 ATIVAGAO 4 TAMPAO PLAQUETARIO

TROMBINA
ADP

5-HT
TXA2

Outros

Fonte: Adaptado de BRASS (2001).

A ativacdo plaquetaria €, em geral, iniciada pela exposicdo a um agonista
plaguetario que se liga aos receptores de superficie e engatilha uma cascata de
eventos bioquimicos. A trombina, o coldgeno, o ADP, a epinefrina e o tromboxano A,

(TXA,) sao estimulos fisioldgicos para a ativagéo plaquetéria. Os eventos posteriores
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tém elementos comuns e outros, que se diferenciam especialmente como resultado
da estimulacao de receptores especificos (MESA ; ALFONSO, 2000).

Quando ativadas, as plaguetas expressam rapidamente GP de superficie que
interagem com outras plaquetas, endotélio vascular e células inflamatérias
(LOWENBERG et al.,, 2010). O ADP tem papel fundamental no processo de
ativagdo, agindo sobre os receptores purinérgicos P2X1, P2Y1 e P2Y2, localizados
na superficie das plaquetas, que agem sinergicamente na mudanca da
conformacao, prolongando a ativacdo e tornando-a irreversivel (GACHET, 2008).

O TXA; é produzido a partir do acido araquidénico oriundo dos fosfolipideos
localizados na membrana plaquetéria, através da fosfolipase A, citoplasmatica. O
acido araquidénico é metabolizado pela ciclo-oxigenase-1 (COX-1) para
prostaglandina e TXA,. Essa molécula atua sobre a ativacdo plaquetéaria, agindo
sobre receptores de superficie especificos (PAPATHANASIOU, 2009).

Durante a mudanca de forma das plaquetas, os granulos contidos em seu
citoplasma séo centralizados e seus conteudos sao liberados no lumen do sistema
de canais abertos, e posteriormente séo liberados para o exterior, em um processo
chamado de reacdo de secrecdo (GRYGLEWISK, 2008). As plaquetas ativadas
aumentam a secrecdo de substancias biologicamente ativas, armazenadas ou
recém-sintetizadas dentro dos seus granulos (JENNINGS, 2009).

Os alfa-granulos contém a maioria dos fatores plaquetarios envolvidos na
hemostasia, incluindo grandes peptideos, como a trombosponina, p-selectina, fator
plaguetario 4 (PF4) e beta-tromboglobulina e fatores envolvidos na coagulagéo.
Além disso, possuem moléculas de adesao que atuam na interacao plaquetaria com
a parede vascular. A membrana dos alfa-granulos contém glicoproteinas como a
GPIb, GPVI, GPlIb/llla e P-selectina, que durante a ativagcao serao expressas sobre
a membrana das plaquetas (MAYNARD et. al, 2007).

Os granulos densos possuem elevada concentracdo de calcio, fosfato,
trifosfato de adenosina (ATP), ADP e serotonina. Também contém moléculas de
adesdo: GPIb, GPIlIb/lla e P-selectina. Durante a ativacao plaquetaria, as proteinas
de membrana dos granulos densos séo incorporadas a membrana plasmatica das
plaguetas e o0 seu conteudo é liberado para o meio extracelular. O ADP e o ATP
contidos nos granulos densos estdo envolvidos primariamente no processo
hemostatico (CLEN et al., 2000).
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A ativagcdo plaquetaria € um fator critico para que ocorra a agregacdo das
plaquetas, pois ADP, TXA; e fibras colagenas sdo mediadores potentes nesse
processo. O TXA, promove agregacdo de plaguetas através da estimulacdo de
proteinas-G acopladas aos receptores nas membranas das plaquetas. A ligacdo do
TXA; aos seus receptores leva a ativacao da fosfolipase C que induz a expressao do
complexo-G responséavel por mediar agregacao plaquetaria (ARMSTRONG; GOLAN,
2007). A liberacdo do ADP, ATP (em baixas concentracdes) e do TXA,, causa
agregacdo adicional de plaguetas no local da lesdo vascular. O ADP provoca
engurgitamento das plaquetas e estimula a ades&do entre as membranas das
plaguetas adjacentes, ocorrendo ainda mais liberagdo de ADP e TXA;. Esta
retroalimentacdo positiva resulta na formacdo de massa de plaquetas
suficientemente grande para ocluir a regido da lesdo vascular (LEON et al., 2004).

A sinalizagdo purinérgica envolve trés componentes essenciais: uma fonte de
nucleotideos de adenina, receptores especificos, através dos quais 0os nucleotideos
exercem seus efeitos, e as enzimas ectonucleotidases, responsaveis pelo controle
dos niveis dessas moléculas no meio extracelular (ROBSON, et al., 2001).

Os nucleotideos extracelulares de adenina ATP, ADP e adenosina
monofosfato (AMP), e o nucleosideo adenosina estdo envolvidos em uma variedade
de processos fisiopatologicos em diferentes células. O metabolismo extracelular
destes nucleotideos, gerando nucleosideos, tem uma importante funcéo regulatoria
no controle da homeostase, principalmente por regularem a agregacao plaquetaria,
via receptores purinérgicos P2 (ZIMMERMANN, 1999; ATKINSON et al., 2006). Os
nucleotideos encontram-se presentes em altas concentragdes no citoplasma celular,
enquanto que no compartimento extracelular suas concentracbes sao mantidas na
ordem de nanomolar (ATP 1-10 nM) (DI VIRGILIO, 2005). Concentragbes
aumentadas de nucleotideos podem ser liberadas no meio extracelular em resposta
a diferentes estimulos ou condi¢des, tais como lise celular, hipéxia e inflamacgéo
(LAZAROSWSKI et al., 1997).

O ADP é o principal promotor da agregagdo plaquetaria, enquanto que a
adenosina é um potente inibidor. Altas concentractes de ATP também tém mostrado
uma inibicdo no processo de inducado plaquetéria pelo ADP in vitro. O ATP quando
secretado para 0 meio extracelular de plaguetas é capaz de mediar a reatividade
plaquetaria (BIRK et al., 2002).
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A concentrac@o desses nucleotideos extracelulares, e as respostas celulares
a essas moléculas, devem ser reguladas apds exercerem seus efeitos, com a
finalidade de manter niveis fisiolégicos. Isso € realizado por um complexo
multienzimatico chamado de “ectonucleotidases” (ZIMMERMANN, 2001). Essas
enzimas incluem: as ecto-nucleosideo-trifosfo-difosfoidrolases (E-NTPDases, CD39),
as ecto-nucleotideo- pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPPs), as ecto-fosfatases
alcalinas e a ecto-5’-nucleotidase (E-5’-NT, CD73) (ROBSON et al.,2006).Através de
reacdes sucessivas, essas enzimas constituem uma cascata enzimatica altamente
eficiente, habil em controlar a concentracdo e o tempo em que essas moléculas
sinalizadoras permanecem no espaco extracelular, apresentado na Figura 2
(ZIMMERMANN, 2001).

Figura 2 — Enzimas envolvidas na degradacdo extracelular de nucleotideos e
nucleosideo de adenina
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Fonte: Adaptado de YEGUTKIN (2008).

A E-NTPDase (nucleosideo trifostato 5’-difosfohidrolase ou apirase; EC
3.6.1.5;CD39) hidrolisa o ATP e ADP, liberado pelas plaguetas ativadas. A remocao

do ATP e ADP inibem o recrutamento de plaquetas, fazendo com que as mesmas



23

retornem ao seu estado inativado. No processo de hidrdlise do ATP, ADP e AMP, a
adenosina é liberada. A adenosina inibe a agregacao plaquetaria, expresséo do fator
tecidual ou moléculas de adesdo. Inibe também a liberacdo de citocinas pelas
células endoteliais ativadas (KAWASHINA et al., 2000; ARMSTRONG et al., 2006 b).

A hidrélise do ADP até adenosina, através das ectonucleotidases, estimula o
processo de inibicdo da agregacao plaquetéaria (ROBSON et al., 2006). Portanto, ha
uma consequente inibicdo da agregacdo plaguetaria através dos receptores de
adenosina (KAHNER et al., 2006). A adenosina extracelular e os derivados da
adenina sdo moduladores do ténus vascular e da fungdo plaquetaria (COADE et al.,
1989). Estas enzimas estdo amplamente distribuidas nos tecidos animais e
representam as principais ectonucleotidases expressas pelo endotélio e células
musculares lisas do sistema circulatério (ZIMMERMANN et al., 1999; SCHETINGER
et al., 2001).

Posteriormente, a hidrélise do ATP e ADP em AMP pela E-NTPDasel tem-se
a acao da E-5’-NT (EC 3.1.3.5; CD73), a qual, hidroliza o AMP em adenosina que é
um modulador do ténus vascular e um inibidor da agregacao plaquetaria. Ambos E-
NTPDasel e E-5'-NT estédo localizados na membrana plaquetaria e desempenham
um importante papel na regulacédo do fluxo sanguineo e trombogénese (MARCUS et
al., 2003; KAWASHIMA et al., 2000).

Existem sete tipos de E- 5-NT humanas isoladas e caracterizadas. Estas
enzimas variam de acordo com a sua localizac&o celular, onde cinco destas enzimas
estéo localizadas no citosol. As funcdes da E-5'-NT correlacionam-se diretamente ao
seu papel na producdo de adenosina. Assim, de acordo com a sua localizacéo
tecidual, ela desempenha importantes fungbes como, por exemplo, no controle da
agregacdo plaquetaria, na regulagdo do tbnus vascular e também na
neuromodulacdo e neuroprotecédo no sistema nervoso (KAWASHIMA et al., 2000),
uma na matriz mitocondrial e uma ancorada no exterior da membrana plasmatica.

A adenosina desaminase (E-ADA, ADA; E.C. 3.5.4.4) é uma importante
enzima desaminante, pertencente ao metabolismo purinérgico, que converte de
forma irreversivel adenosina em inosina. Essa enzima tem sido encontrada em uma
grande variedade de tecidos de mamiferos, como intestino, timo, tecidos linfoides e
nao linfoides (CRISTALLI et al., 2001). Em humanos existe na forma de duas
isoenzimas classificadas como: ADA1 e ADA2, cada uma com suas particulares
propriedades bioquimicas (SHAROYAN et al.,2006).
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A ADA1 esta localizada principalmente no citosol, sendo encontrada em todas
as células e tecidos humanos, apresentando alta atividade em linfocitos e mondcitos.
Tem sido demonstrado que quase toda atividade da ADA humana é atribuida a esta
isoenzima (ZAVIALOV & ENGSTROM, 2005).

Diferentemente da ADA1, a ADA2 é encontrada predominantemente no soro
de individuos normais (UNGERER et al., 1992). Esta isoenzima, representa a menor
parte da atividade da ADA total em tecidos, sendo que a maioria das células
humanas contém pequena quantidade de ADA2 (GAKIS, 1996).

A regulacao da concentracdo da adenosina extracelular foi uma das primeiras
funcdes fisioldgicas atribuidas a ADA, logo apdés sua descoberta na membrana
celular (FRANCO et al., 1997). Além do importante papel na regulacdo dos niveis
extracelulares de adenosina, a ADA desempenha funcfes independentes de sua
atividade enzimatica (FRANCO et al., 1998). Estas fun¢des extra-enzimaticas estao
associadas a ligacao da ADA a trés diferentes moléculas da superficie celular
incluindo a CD26 e receptores de adenosina Al e A2b. Desta forma, foi proposto
gue a ADA atue como uma molécula co-estimulatdria de receptores de adenosina
(CIRUELA et al., 1996; HERRERA et al.,2001).

Estudos com as enzimas E-NTPDase, E-5-NT e E-ADA demonstraram que
essas enzimas estdo envolvidas no mecanismo de tromboregulagcdo de algumas
patologias como Esclerose Mdltipla (SPANEVELIO et al., 2010) e a doenca de
Chagas (SOUZA et al., 2012). O MM ainda é uma patologia incuravel e na maioria
dos casos o objetivo terapéutico visa controlar a doenca, melhorar os sintomas e a
qualidade de vida. Sendo assim, o presente estudo pretende analisar a atividade de
enzimas do sistema purinérgico nas plaguetas do pacientes com MM tratados e néo

tratados e avaliar a ativagcdo plaquetaria nesses grupos.
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2 OBJETIVOS
2.10BJETIVO GERAL

Avaliar a atividade de enzimas do sistema purinérgico em plaquetas de

pacientes com MM.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a atividade da enzima E-NTPDase em plaquetas de pacientes
com MM tratados e ndo tratados;

e Verificar a atividade da enzima E-5-nucleotidase em plaguetas de
pacientes com MM tratados e néo tratados;

e Verificar a atividade da enzima E-ADA em plaquetas de pacientes com
MM tratados e néo tratados;

e Dosar as concentracbes de PF4 e TXB, nas amostras de pacientes

com MM tratados e nao tratados.
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Abstract

Multiple myeloma (MM) is an immunoproliferative disorder and one of its complication
is  thrombosis.  Ectoenzymes such as  Ecto-nucleoside triphosphate
diphosphohydrolase (E-NTPDase), ecto-5-nucleotidase (E-5-NT) and ecto-
adenosine deaminase (E-ADA) can be found on platelets’ surface. These enzymes
are responsible for the regulation of extracellular levels of adenine nucleotides (ATP,
ADP and AMP) and nucleoside (adenosine) in order to maintain normal hemostasis.
The platelet activation process is accompanied by the secretion of platelet proteins
such as platelet factor 4 (PF4) and thromboxane A, (TXA). This study aimed to
investigate the activities of ecto-enzymes present on the platelet surface as well as
the concentration of PF4 and TXB; (thromboxane B,),a stable metabolite of TXA,, in
MM patients. Twenty-four patients with MM (eighteen treated and six untreated) and
nineteen apparently healthy subjects (control group) were selected. Results revealed
a decrease in ATP hydrolysis in the treated group by 57% and 41% in untreated
patients when compared with control group. The E-ADA activity was significantly
(P<0.001) increased in treated MM group only compared to the control group. PF4
and TXB, were reduced in both treated and untreated MM group when compared
with the control group. These results suggest a lower capacity aggregation and
platelet activation showing mainly a platelet hyporeactivity in MM patients undergoing

treatment. .

Keywords: Multiple myeloma, platelets; E-NTPDase; E-ADA; PF4; TXA;
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1. Introduction

Multiple myeloma (MM) is a neoplastic disorder associated with the
proliferation of clonal plasma cells in bone marrow and characterized by the
production of monoclonal proteins. It represents approximately 10% of all
hematologic malignancies [1]. During the clinical course of MM, 15-30 % of patients
may have hemorrhagic manifestations, which vary according to the type of MM (15%
IgG and 30 % IgA) [2]. Several causes are reported to be responsible for these
bleeding which can affect all the components of hemostasis. These include the
vascular infiltration by malignant cells, thrombocytopenia, bone marrow infiltration
and functional abnormalities of platelets [3].

Platelets are well known for their function as critical mediators of hemostasis
including adhesion, aggregation and subsequent formation of a platelet thrombus [4].
Adenosine diphosphate (ADP) is the main promoter of platelet aggregation [5],
whereas adenosine is a potent inhibitor of aggregation and an important modulator of
vascular tone [6]. Moreover, studies have demonstrated that adenosine triphosphate
(ATP) has a complex role in the regulation of platelet aggregation. High ATP
concentrations inhibit aggregation induced by ADP, but low concentrations can
contribute to enhanced collagen, thromboxane A, (TXAz), and thrombin- induced
aggregation [7].

A cascade of ecto-enzymes on surface of platelets plays crucial roles in
controlling the extracellular concentration of these signaling molecules at
physiological levels [8]. These enzymes are found on the surface of virtually all
mammalian cell type and include ectonucleotidases from distinct families such as the
E-NTPDase (EC 3.6.1.5, CD39), E-NPP (EC 3.1.4.1), and E-5-NT (EC 3.1.3.4,
CD73). These ectoenzymes are responsible for the hydrolysis of ATP, ADP and AMP
as well as the formation of adenosine, which in turn, is converted into inosine by E-
ADA (EC 3.5.4.4) [9]. Studies have shown that the ectoenzymes (E-NTPDase, E-5'-
NT and E-ADA) are involved in the pathogenesis of various physiological and
diseased conditions [10], such as Chagas disease [11] and multiple sclerosis [12].
Alterations in the activities of these enzymes in platelet have been observed in
pathological conditions such as multiple sclerosis and Chagas disease. [10-11].

Platelet factor 4 (PF4) is a member of CXC chemokine family synthesized

mostly by megakaryocytes and sequestered in a-granules of platelets. It is
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recognized originally as an inhibitor of heparin-mediated reactions and is released
during platelet aggregation. Data have demonstrated that PF4 shows both
procoagulant and anticoagulant activities [13]. It also plays an important role in
hemostasis/thrombosis, hematopoiesis, angiogenesis and immunoregulation [14].
The TXA; is formed from the hydrolysis of arachdonic acid after the platelets are
exposed to activating agonists such ADP. The released TXA, acts as a positive
feedback mediator in the activation and recruitment of more platelets to the primary
hemostatic plug [15-16].

Considering the relevance of ectoenzymes and platelet proteins in the
maintenance of primary hemostasis in platelets, this study sought to investigate the
involvement of the purinergic system enzymes in thromboregulation and to evaluate
platelet activation through the measurement of specific platelet protein, PF4 and the

active metabolite of thromboxane, TXB; in patients with MM.

2. Material and Methods
2.1 Chemicals

The substrates adenosine 5’-diphosphate disodium salt (ADP), adenosine 5'-
triphosphate disodium salt (ATP), 5’-monophosphate sodium salt (AMP), thymidine 5’
monophosphate p-nitrophenyl ester sodium salt (p-Nph-5’-TMP), adenosine , as well
as bovine serum albumin, Trizma base, HEPES and Coomassie Brilliant Blue G were
obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). K;HPO, was purchased from
Reagen and Tetrabutylammonium chloride from Merck (Darmstadt, Germany). All the
other chemicals used in this experiment were of analytical grade and highest purity.

2.2 Patients and samples

Twenty-four patients diagnosed with MM and nineteen apparently healthy
subjects, as a control group, were selected for this study at the Federal University of
Santa Maria Hospital, Santa Maria, Brazil. Eighteen of the MM patients were
currently receiving medications including bortezomib, cyclophosphamide,
pamidronate and/or zoledronic acid based on physician’s prescription for the
treatment of MM, shown in Table 1, while six patients were not using drugs during
this period. All subjects gave their consent to participate in the study and the Human
Ethics Committee of the Health Science Center, Federal University of Santa Maria
approved the protocol (24833313.5.0000.5346).
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Table 1

Drugs used in the treatment of MM patients

Number of Treatment (Drugs)

treated patients

3 Zoledronic acid and Cyclophosphamide
6 Zoledronic acid

5 Bortezomib and Cyclophosphamide

1 Bortezomib

3 Pamidronate

2.3 Quantitative determination of platelets

Total blood was collected in tubes containing 7.2 mg dipotassium EDTA
anticoagulant and the quantitative determination of platelets was performed by
automated hematology analyser (SYSMEX XE-5000, Roche Diagnostic,USA).

2.4 Platelet preparation

PRP (platelet rich plasma) was prepared by the method described by Pilla et
al. [17] and modified by Lunkes et al. [18]. Briefly, peripheral blood was collected in
sample tubes containing sodium citrate 0.129 M and centrifuged at 160g for 15 min.
Afterwards, the PRP was centrifuged at 1,400g for 30 min and washed twice with 3.5
mM HEPES buffer, pH 7.0, containing 142 mM NaCl, 2.5 mM KCIl and 5.5 mM

glucose. The washed platelets were resuspended in HEPES isomolar buffer.

2.5 Separation of serum and blood plasma

The blood samples for serum separation were collected in sample tubes
without anticoagulant and left at room temperature for 30 minutes before being
centrifuged for 15 minutes at 1000 x g. The blood samples for plasma separation
were collected into sample tubes containing 7.2 mg dipotassium EDTA as

anticoagulant and centrifuged for 15 min at 1000 x g.
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2.6 Protein determination
Protein was determined by the Coomassie blue method using bovine serum

albumin as standard [19].

2.7 E-NTPDase and E-5’-NT activity determination

The E-NTPDase enzymatic assay in platelets was carried out in a reaction
medium containing 5 mM CacCl,, 100 mM NacCl, 4 mM KCI, 5 mM glucose and 50 mM
Tris-HCI buffer pH 7.4, at a final volume of 200uL as described by Lunkes et al. [18].
For AMP hydrolysis, the E-5-NT activity was carried out as previously described,
except that the 5 mM CaCl, was replaced by 10 mM MgCl,. Twenty microliters of the
isolated platelets (8-12 ug of protein) was added to the reaction mixture and pre-
incubated for 10 min at 37°C. The reaction was initiated by the addition of ATP or
ADP at a final concentration of 1mM, and AMP at a final concentration of 2mM, and
incubated for 60 min. Both enzyme assays were stopped by addition of 200 pL of
10% TCA to provide a final concentration of 5%. Subsequently, the tubes were
chilled on ice for 10 min. The inorganic phosphate (Pi) released was measured by
method of Chan et al. [20] using malachite green as colorimetric reagent and KH,PO,
as standard. Controls were carried out to correct for non-enzymatic hydrolyses of
nucleotides by adding enzyme preparation after 10% TCA addition. All samples were
run in triplicate. Enzyme-specific activities are reported as nmol Pi released/min/mg

of protein.

2.8 E-ADA activity determination

E-ADA activity from platelets was determined according to Giusti and Galanti
[21] based on the direct measurement of the formation of ammonia produced when
adenosine deaminase acts in excess of adenosine. Briefly, 50 pL of platelets reacted
with 21 mmol/L of adenosine pH 6.5, and was incubated at 37°C for 60 min.
Afterwards, the reaction was stopped by adding a solution of 106.2 nM phenol and
167.8 nM sodium nitropussiate and a hypoclorite solution. The amount of ammonia
produced was measured at 620 nm and the results were expressed as U/L. One unit
(1U) of ADA is defined as the amount of enzyme required to release 1 mmol of

ammonia per minute from adenosine at standard assay conditions.
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2.9 Platelet factor 4 and thromboxane B, quantification

The serum levels of platelet factor 4 were determined using a commercial kit
(Quantikine ® ELISA Human CXCL4/PF4 Immunoassay; R&D Systems) based on
enzyme immunoassay technique. Quantitation of thromboxane formation was
assessed by measuring the plasma levels of thromboxane B,, a stable hydrolyzed
product of unstable thromboxane A, (TXA). This was done by using a commercial kit
(Thromboxane B, EIA Kit; Oxford Biomedical Reserch, Inc- USA). This test kit
operates on the basis of competition between the enzyme conjugate and the TXB; in

the sample for a limited number of binding sites on the antibody coated plate.

2.10 Statistical analysis

The data obtained were expressed as mean + Standard Error of Mean (SEM).
For statistical analysis, a one-way analysis of variance (ANOVA) was performed with
the Tukey post hoc test. The calculations and graphs were performed and plotted
with the aid of GraphPad Prism 6 software. Differences were considered significant

when the probability was p<0.05.

3. Results
3.1 General characteristics of the patients

The results of platelet count, age and genre of individuals from different
groups (untreated, treated and control) were shown in Table 2. There was no
significant (p>0.05) difference between the groups for all the parameters tested.
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Table 2
Platelet parameters, age and gender of patients receiving treatment for multiple
myeloma (treated MM), untreated patients (untreated MM) and control group. Results

are expressed as mean + SEM.

Control Untreated MM Treated MM
(n=19) (n=6) (n=18)
Age (years) 55+ 3 59+6 62+2
Males (%) 47 33 72
Platelets (x 103uL) 233+ 17 160 + 51 186 + 22

3.2 ATP, ADP and AMP hydrolysis

The results of ATP hydrolysis by E-NTPDase in platelet are shown in Fig. 1A.
Statistical analysis showed a decrease of 41% and 57% in the E-NTPDase activity by
ATP hydrolysis in the untreated MM (6.7 £ 1.04 nmol Pi/min/mg of protein, P<0.05)
and treated MM (4.9 + 0.77 nmol Pi/min/mg of protein, P<0.001) groups, respectively,
when compared to the control group (11.4 = 1.08 nmol Pi/min/mg of protein).
However, there was no significant (P>0.05) difference in the E-NTPDase activity for
hydrolysis of ADP (Fig.1B) between untreated MM patients (8.1 £ 1.01 nmol
Pi/min/mg of protein), treated MM patients (5.8 £ 1.01 nmol Pi/min/mg of protein) and
control group (6.3 £ 0.72 nmol Pi/min/mg of protein). The results obtained for the E-
5°-NT activity are shown in figure 1C. In a similar manner, no significant (P>0.05)
difference was observed in the AMP hydrolysis among the three groups; control
group (1.4 £ 0.24 nmol Pi/min/mg of protein), untreated MM patients group (2.5 *
0.79 nmol Pi/min/mg of protein) and treated MM patient group (2.1 = 0.37 nmol

Pi/min/mg of protein).
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Figure 1. E-NTPDase activity in ATP (A), ADP (B) and E-5-NT activity (C) in
platelets of multiple myeloma (MM) treated (n = 18) and untreated (n = 6) patients
and control group (n = 19). Bars represent means + SEM. The asterisk symbol
represents statistical difference (*) p<0.05 and (***) p<0.001 between the MM groups
and control group (ANOVA with the Tukey post hoc test).

3.3 E-ADA activity

E-ADA activity of platelets is shown in Fig. 2. Results showed an increase of
139% in E-ADA activity of treated MM groups (6.9 £ 1.0 U/L) when compared to
untreated MM group (3.0 £ 0.6 U/L). Also, there was an increase of 146% in E-ADA
activity of treated MM group when compared to the control group (2.8 + 0.4 U/L). In
addition, no significant difference was observed between the untreated MM and

control groups.
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Figure 2. Ecto-Adenosine deaminase (E-ADA) activity in platelets of healthy
volunteers (control, n = 19), untreated MM patients (untreated MM, n = 6) and
patients receiving treatment (treated MM, n = 18) using adenosine as substrate,
respectively. Bars represent means + SEM. The asterisk symbol represents statistical
difference (*) p<0.05 and (***) p<0.001 between the MM groups and control group
(ANOVA with the Tukey post hoc test).

3.3 Platelet factor 4 and thromboxane B, quantification

The results of the quantification of PF4 are shown in Fig. 3A. The treated MM
group (38.5 £ 3.3 ng/mL) showed a decrease of 51% in serum levels of platelet factor
4 when compared with the control group (70.7 = 2.8, P<0.001). Furthermore, there
was a decrease of 28% in the level of serum PF4 in untreated group (50.60 £ 7.6
ng/mL) compared to the control group (P<0.05).
The data for measurement of TXB, are shown in Figure 3B. The results showed a
42% reduction in plasma levels of TXB, treated group (51.0 £ 3.5 ng/mL; P<0.001)
compared to the control group (87.4 £ 2.2 ng/mL). However, the untreated group
(66.1 + 8.8 ng/mL) showed a reduction of 24% when compared to the control group

(P<0.01).
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Figure 3. Serum PF4 (A) and plasmatic TXB; (B) in healthy volunteers (control, n =
19), untreated MM patients (untreated MM, n = 6) and patients receiving treatment
(treated MM, n = 18). Bars represent means + SEM. The asterisk symbol represents
statistical difference (*) P<0.05, (**) p<0,01 and (***) P<0.001 between the MM
groups and control group (ANOVA with the Tukey post hoc test).

4. Discussion

Platelet aggregation in the presence of low concentrations of ADP is a
reversible process. However, at higher concentrations of ADP, irreversible secondary
aggregation are produced and the contents of platelets storage granules are
released into the bloodstream [22]. Enzymatic mechanism that hydrolyses ADP in the
circulation are very important to limit platelet aggregation. Ectonucleotidases are key
in this process by hydrolyzing extracellular nucleotides to adenosine [23]. In this
study, we found a decrease in the E-NTPDase activity for the hydrolysis of ATP in
treated/ untreated MM groups compared to control group, however no significant
change was observed in this enzyme activity for hydrolysis of ADP. This indicates
that the reduction in E-NTPDase activity for the hydrolysis of ATP may lead to the
lowering of extracellular concentration of ADP peaked which could be at a lower
potential for platelet aggregation in MM patients. The non-significant difference
observed in E-NTPDase activity for the hydrolysis of ADP between the control,

treated and untreated MM groups.
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The results also showed a significant increase in ADA activity in patients who
were receiving treatment for MM. This increase may be attributed to a physiological
response to the increase in the extracellular concentration of adenosine in treated
MM patients. However, the non-significant change in E-5’-NT observed between the
groups may possibly be attributed to increased adenosine from routes other than
NTPDase-ATP/ADP, showing that there may be excessive AMP in MM patients.
Furthermore, the increased ADA activity in the treated MM patients could be related
to medications used by patients.

Platelet activation may be assessed by increase in specific platelet proteins
such as PF4 and thromboxane A2 metabolites [24]. In this study, PF4 and TXB;
levels were significantly reduced in treated and untreated MM patient. Furthermore,
our results demonstrated that there was no evidence of activation of platelets in
these groups, since the increase in platelet activation would result in increased
levels of these proteins.

A study by Karl et al., 2014 [25] compared the ability of platelet aggregation
(using aggregometer) and activation (expression of p-selectin) in monoclonal
gammopathy of undetermined significance (MGUS), MM active and MM in plateau-
phase post-treatment. The results showed that the active MM patients displayed
platelet hyporeactivity, reduced aggregation and activation responses compared to
both MGUS patients and MM patients post treatment. These results are in agreement
with the findings in our study, in that we observed a lower potential for aggregation
and platelet activation in MM patients, with greater significance in the group of
treated MM patients.

In conclusion, the results revealed that the activities of ENTPDase and E-ADA
are altered in platelets of MM patients, suggesting that purinergic signaling may be
involved in thromboregulation of MM. The decreased E-NTPDase activity as well as
the low levels of PF4 and TXB2 in MM patients may be indication of reduced platelet
reactivity in these patients. However, this platelet hyporeactivity is more pronounced
in MM treated group and increased E-ADA in this group may reflect increased
adenosine in these patients. Furthermore, the lower activation capacity and platelet
aggregation may be related to the increased adenosine concentration which may

have resulted from chemotherapies used by patients to treat this pathology.
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4 CONCLUSOES

e A atividade da E-NTPDase sofreu alteragdo nos grupos de pacientes com MM
tratados e nédo tratados, apenas para a hidrélise do ATP, sugerindo que ha
uma menor conversdo de ATP em ADP. Sendo este fato uma das provaveis
causas da reducdo da agregacdo plaquetaria nos pacientes com essa
patologia.

¢ O aumento da atividade da E-ADA nos pacientes com MM tratados, em
relacdo aos demais grupos do estudo provavelmente esta relacionado a uma
resposta fisiolégica ao aumento de adenosina nestes pacientes, indicando
uma possivel interferéncia do tratamento na producéo desse nucleosideo.

e Os niveis de PF4 e TXB, estavam diminuidos nos grupos de pacientes com
MM tratados e nédo tratados evidenciando que nao houve aumento na
ativacao plaguetéaria dos pacientes com MM.
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ANEXOS

ANEXO A — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA PARA
PESQUISA COM SERES HUMANOS
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linfdciios B; dosar cfiocinas Thil/Th, quaniificar 3 exprescdo das ectoermimas 039 e COT3, @ recsplor
P27 em linfdciios B; quaniificar

nucieotidens & nuceosiden oe adening; avallar a presenga e metlacio nos genes COKMIE, COHI, ESRA,
HIC1, OCMD2, BCC & TGRHR2

EMVoIVidDs Na reguiacdo de dversas vias celularss de Infacitos B; avallar o pertl de agregacdo plaguetana

Induzida pela quimicterapla; avalar o

Endaretn: A Romea, 1000 - Prbdo da Bateta 22 ardai

Babre: Caladha Linkaisliia - Camel CEP: {7 155000
LiF: RS Wumedpla:  SaNTA MR
Telelone: Lo s E-maill: i uls el coe

FilgiE =1 &8 =5
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Titulo do projeto: "EXPRESSAO DE PROTEINAS RELACIONADAS A APOPTOSE, RESISTENCIA A
MULTIPLAS DROGAS, SINALIZACAO PURINERGICA, METILACAO DE DNA E ATIVACAO
PLAQUETARIA NO MIELOMA MULTIPLO.” Pesquisador responsavel: Prof. Dr.José Edson Paz da
Silva Instituicdo/Departamento : Departamento de Analises Clinicas — UFSM Telefone para contato : (
55) 3220-8503 ou  (55) 9942-9494

Local de coleta de dados : Nome da paciente: Idade: anos

Responsavel legal:

Obijetivo do estudo/Riscos/Procedimentos/Beneficios/Sigilo :

O senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa e a responder um questionario,
de forma voluntaria, tendo o direito de desistir a qualquer momento. Obijetivo: a pesquisa avaliara a
atividade de algumas substancias que comp8em o sangue de pacientes com Mieloma multiplo e de
pessoas sem qualquer outra doenca, para melhor entendermos sobre a patologia e assim obtermos
informacdes capazes de futuramente auxiliar no controle e novos tratamentos, ja que no momento
ndo temos cura para esta doenca. Procedimento e riscos: a pesquisa consistird na coleta de sangue
podendo ocorrer o risco de um pequeno desconforto devido a picada da agulha, e do local da coleta
ficar dolorido ou arroxeado, voltando ao normal em poucos dias, ndo causando problemas a sua
saude. Beneficios: os resultados ndo irdo trazer beneficios diretos, porém sua contribuicdo é
importante e consiste apenas para ajudar em novos estudos sobre a evolucdo, controle e tratamento
do mieloma multiplo. Confidencialidade: as informagdes fornecidas no questionario serdo de
conhecimento apenas dos pesquisadores responsaveis. Em nenhum momento sera revelado ou
utilizado seu nome.

Acredito ter sido suficientemente informado (a) a respeito deste estudo. Ficaram claros para mim
quais sdo os objetivos deste estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, assim como a garantia de que minhas informagfes serdo preservadas. Ficou claro também
gue minha participacao é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Santa Maria, ...... e e, (o [

Assinatura do sujeito de pesquisa ou representante legal NP°. identidade

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
sujeito de pesquisa ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Santa Maria, ............. de . (o [T

Assinatura do responsavel pelo estudo

Se vocé tiver alguma consideracdo ou davida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com 0s
pesquisadores:

José Edson Paz da Silva (55)3220-8503, Sabrina Fontana de Andrade (55) 9942-9494



