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RESUMO

Diversos estudos tém apontado a depressédo como fator de risco independente para
o0 surgimento de doencas cardiovasculares. Uma das raz0es para essa correlacdo consiste
na exacerbacdo da atividade plaquetaria observada em pacientes diagnosticados com
Disturbio Depressivo Maior (DDM). Dentre as possibilidades terapéuticas, a agomelatina
(Valdoxan ®), uma droga com propriedades melatoninérgicas, € uma op¢éo no tratamento
do DDM. Seu diferencial consiste na propriedade agonista sobre receptores MT1 e MT>
e, em paralelo, bloqueio de receptores serotoninérgicos 5-HT.c. Apesar de existirem
relatos de que a agregacao plaquetaria é inibida pela melatonina e potencializada pela
serotonina, nao foi estabelecido se a agomelatina é capaz de interferir em parametros
funcionais de plaquetas. Assim, esse estudo tem como objetivo analisar se a agomelatina
possui a capacidade de inibir a atividade plaquetéaria e se estes possiveis efeitos sdo
decorrentes da ativagdo de receptores MTi/MT.. Amostras de sangue venoso de
voluntarios sadios, de 18 a 60 anos, de ambos 0s sexos, foram processadas para obtencéo
plasma rico em plaquetas (PRP) e plaquetas lavadas (PL) para a execugéo de ensaios de
viabilidade celular, agregacdo plaquetaria induzida por diversos agonistas, quantificacao
da producdo de tromboxano, mobilizacdo de céalcio intracelular, quantificacdo de
nucleotideos ciclicos intracelulares, adesdo plaquetaria estatica, mudanca de conformacao
da integrina GPIIb/IIla (allbB3) e expressdo de p-selectina. Amostras de sangue de
camundongos isogénicos C57BL6J foram utilizadas para ensaios de agregagédo
plaquetaria e adesdo para fins comparativos. Os resultados obtidos indicaram que a
agomelatina reduz a adesdo ao fibrinogénio, bem como a agregacéo plaquetaria, producéo
de tromboxano, mobilizacdo de célcio e expressdo de p-selectina, todos estes induzidos
por &cido araquidénico, ao passo que aumentou 0s niveis intracelulares de AMPc. Esta
acao é possivelmente dependente de receptores melatoninérgicos, visto que a utilizacédo
de antagonistas MT1/MT. impediu este efeito. Conclui-se que utilizagdo da agomelatina
mostra-se promissora na prevencdo de eventos cardiovasculares decorrentes da disfungéo

plaquetaria.

Palavras-chave: receptores de melatonina; agomelatina; agregacéo plaquetaria.



ABSTRACT

Several studies have pointed to depression as an independent risk factor for the
onset of cardiovascular diseases. One of the reasons for this correlation is the exacerbation
of platelet activity observed in patients diagnosed with Major Depressive Disorder
(MDD). Among the therapeutic possibilities, agomelatine (Valdoxan ®), a drug with
melatoninergic properties, is an option in the treatment of DDM. Its differential consists
of the agonist property on MT1 and MT: receptors and, in parallel, blockade of
serotoninergic 5-HTc receptors. Although there are reports that platelet aggregation is
inhibited by melatonin and potentiated by serotonin, it has not been established whether
agomelatine is capable of interfering with platelet functional parameters. Thus, this study
aims to analyze whether agomelatine could inhibit platelet activity and whether these
possible effects are due to the activation of MT1/MT. receptors. Venous blood samples
from healthy volunteers, aged 18 to 60 years, of both sexes, were processed to obtain
platelet-rich plasma (PRP) and washed platelets (PL) for cell viability assays, platelet
aggregation induced by several agonists, quantification of thromboxane production,
intracellular calcium mobilization, quantification of intracellular cyclic nucleotides, static
platelet adhesion, GPIIb/Illa (allbp3) integrin conformation change and p-selectin
expression. Blood samples from C57BL6J isogenic mice were used for platelet
aggregation and adhesion assays for comparative purposes. The results obtained indicated
that agomelatine reduces fibrinogen adhesion, as well as platelet aggregation,
thromboxane production, calcium mobilization and p-selectin expression, all of which are
induced by arachidonic acid, while increasing intracellular levels of cAMP. This action
is possibly dependent on melatoninergic receptors, as the use of MT1/MT> antagonists
prevented this effect. It is concluded that the use of agomelatine shows promise in the

prevention of cardiovascular events resulting from platelet dysfunction.

Keywords: receptors, melatonin; agomelatine; platelet aggregation.
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INTRODUCAO

Disturbio Depressivo Maior
Dados recentes apresentados pela Organizacdo Mundial da Salde (OMS)

salientam a preocupante prevaléncia — e aumento continuo — de transtornos mentais na
populacdo mundial. Dentre os diagnosticos mais recorrentes, a depressao é o disturbio
mais notificado e incapacitante (1,2)

Caracterizada como uma doenca cronica, o transtorno depressivo é marcado pelo
rebaixamento do humor, reducéo da energia e diminuicdo das atividades diarias, perda de
interesse ou prazer, diminuicdo da capacidade de concentracdo, surgimento de fadiga
importante, perda da autoestima e da autoconfianga, sentimento recorrente de culpa e/ou
de indignidade. Além disso, a depressdo € comumente acompanhada de sintomas fisicos,
como, por exemplo, alteracfes no padréo de sono, lentidao psicomotora importante, perda

de peso e perda da libido (2).

Em 2020, estimou-se que cerca de 193 milhdes de pessoas ao redor do mundo
haviam sido diagnosticadas com o distarbio depressivo maior (DDM), modalidade mais
estudada do transtorno depressivo, que € descrita como um ou mais episodio depressivo
em menos de duas semanas. Entretanto, levantamentos mais recentes demonstraram que
este nUmero aumentou em até 25% por conta dos impactos causados pela pandemia de

COVID-19, como isolamento social e estresse constante (3,4).

Estas estatisticas apresentam um alarmante problema de salde publica, visto que
o0 DDM esté intimamente relacionado a reducdo da qualidade de vida, além de mostrar-
se como um importante fator de risco para o desenvolvimento de doengas como
osteoporose (5) , agravamento da asma (6) e da dor cronica (7), diabetes (8), doenca

arterial coronariana (DAC) (9) e outras doengas cardiovasculares (DCV) (10,11).

De fato, a conexdo entre a depressao e o aparecimento/exacerbacdo de condicGes
que afetam negativamente 0s vasos sanguineos e coracdo j& € bem documentada na
literatura. O DDM foi elencado como principal fator de risco para o primeiro infarto
agudo do miocardio (IAM) em individuos isentos de outras comorbidades (10,12,13).
Também foi observado que a morte por isquemia cardiaca é quase 3 vezes mais frequente
em individuos depressivos e que esta condicdo mental dobra as chances de eventos
cardiacos isquémicos quando comparada com fatores tradicionalmente relacionados a

estes, como hipertensdo, diabetes e dislipidemia (12-14).
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Uma das explicaces para a associacdo entre consiste na alteracdo da atividade
plaquetéria dos pacientes depressivos.
Plaquetas

Plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos anucleados encontrados no sangue que
sdo produzidas na medula Gssea a partir de megacariécitos, com vida util média de 10
dias. Em seu citoplasma, sdo encontradas moléculas de actina, miosina e trombostenina,
que sdo proteinas com propriedades contrateis; reticulo endoplasmatico (sistema tubular
denso — DTS) e complexo de Golgi, responsaveis pela sintese de enzimas e
armazenamento de ions de calcio (Ca?"), respectivamente; mitocondrias; granulos a, que
contém fibrinogénio, fibronectina, fatores de coagulacdo V e VIII, fator 4 plaquetéario
(ligante de heparina) e fatores de crescimento; granulos &, também conhecido como
granulos densos, que armazenam adenosina difosfato (ADP) , adenosina trifosfato (ATP),
histamina e serotonina (5-HT). A funcéo principal das plaquetas é promover a hemostasia,
funcdo primordial para evitar a perda sanguinea apds lesdo vascular, através da ativacao,

adesdo e agregacao plaquetaria (15-17).

Em condigdes fisioldgicas, o endotélio vascular libera diversas substancias
capazes de inibir a adesdo plaquetéria. A principal é o dxido nitrico, que atua
indiretamente no decaimento do influxo de célcio e, consequentemente, mantém as
plaquetas inativas. Em situacdes patoldgicas, como a deformacdo, oclusdo parcial ou
inflamacdo dos vasos, o endotélio torna-se deficiente e incapaz de produzir 6xido nitrico
na proporcao adequada para impedir a ativacao e adesdo plaquetaria (17-19).

Ja sdo conhecidos importantes agonistas que estimulam a agregacao plaquetaria.
Os fatores com a maior capacidade de promover uma resposta agregante estao envolvidos
na propria cascata de coagulacdo, como o Fator Ila (Trombina) e o colageno, vastamente
encontrado na matriz extracelular. Outros componentes armazenados nos granulos
plaquetarios, como o ADP e a serotonina, atuam como agentes secundario na agregacao
plaquetaria: quando associados entre si ou com outro fator de coagulagdo, como o
colageno, mostram-se como potencializadores da agregacéo plaquetaria (20,21). De
maneira geral, os fenbmenos que levam a atividade das plaquetas sdo regulados pelas
concentragOes de calcio livre no citoplasma: o aumento do célcio intracelular ocasionado
pelos agonistas plaquetarios promove a ativacdo, adesdo e agregacdo de plaguetas
(17,20,22).
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Outro notavel componente estrutural de plaquetas séo glicoproteinas, encontradas
entre as membranas celulares, com propriedades adesivas. S&o encontrados diversos tipos
destes receptores na superficie plaquetaria, poréem o complexo GPIIb/Illa — também
conhecido como integrina allbB3 — é 0 mais abundante. A ativacdo desta glicoproteina,
seja pela sinalizacdo inside-out ou outside-in, promove, em Ultima analise, a
reorganizacao do citoesqueleto da plaqueta, resultando em adesdo e agregacao plaquetaria
(23,24).

E interessante destacar que a via inside-out pode ser desencadeada pelo aumento
do Ca?" intracelular, causado por uma série de fatores sol(iveis como ADP, epinefrina ou
tromboxano A ou fatores imobilizados como coldgeno complexado com fator de von
Willebrand (FvW). O aumento de calcio intracelular desencadeado por estes estimulos
ativa uma via dependente de proteina quinase C (PKC), que resulta na transicéo da alIbp3
para o estado de alta afinidade (24,25). Por outro lado, a sinalizacdo outside-in €
disparada, especificamente, pela ligacdo dos dominios extracelulares da integrina ao
fibrinogénio, o que leva a ativacdo da tirosina quinase esplénica (Syk) e fosfolipase Cy2
(PLCy2) (26,27) .

AlteracOes Plaquetarias em Pacientes com DDM

Quando analisadas as descri¢fes da funcdo plaquetaria de individuos depressivos
na literatura, sdo encontrados estudos que detectaram exacerbacBes na ativacdo e
agregacdo plaquetaria, bem como um aumento no volume plaquetério médio (VPM) nesta
populacdo. Em comparacdo com amostras de voluntarios saudaveis, as plaquetas de
pessoas acometidas pela depressdo apresentaram mudangas nas conformacgdes da
integrina allbs apds desafio ortostatico, isto é, passagem do decubito dorsal horizontal
para posicdo ortostatica. Além disso, foram necessarias menores concentracdes de
colageno para promover agregacdo plaquetaria no grupo com o diagndstico psiquiatrico
(28).

Curiosamente, 0os mesmos padrdes anormais foram constatados na populagéo
pediatrica com depressdo: criangas, com idades entre 9 e 15 anos, que apresentavam
diagnostico atual de depressdao obtiveram uma resposta agregatoria exacerbada ao
estimulo de ADP ou colageno. Além disso, 0 VPM destes individuos era maior do que o

do grupo controle, ou seja, criancas sem histdrico de doenca mental (29).
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Dois outros estudos detectaram aumento na expressdo de glicoproteinas (GPIb e
GP IIb/Illa— integrina allbBs) em diagnosticados com depressao, mesmo sem a presenca
de estimulos agregantes. Além disso, também se constatou que as plaquetas de individuos
depressivos exocitavam fatores como B-tromboglobulina, fator plaquetario 4 (PF4) e P-

selectina em maiores quantidades do que amostras de pessoas sadias (30-32).

Ainda que as alteracdes supracitadas sejam relevantes para a fisiopatologia de
doencas cardiovasculares na populagéo diagnosticada com DDM, uma certa énfase é dada

ao papel da 5-HT neste contexto.

Estudos apresentaram evidéncias de que plaquetas de pessoas depressivas
apresentavam até 1,5 vezes mais serotonina, livre no plasma ou estocada nos granulos 3,
do que individuos saudaveis. Além da maior densidade de receptores serotoninérgicos 5-
HT.a e maior reatividade frente a este estimulo, também foram destacadas alteracGes na
mobilizacdo intracelular de célcio incitadas pela presenca de serotonina. O conjunto
destes achados foi elencado como relevantes para justificar as disfuncdes plaquetéarias
encontradas no transtorno depressivo, entretanto, 0 mecanismo que causa estas mudancas
ainda ndo é claro (33-37) .

Tratamento Farmacoldgico

Atualmente, na clinica psiquiatrica, a classe de medicamentos mais utilizada no
tratamento do DDM s&o os antidepressivos inibidores seletivos da recaptacdo de 5-HT
(ISRS).

Ha certa unanimidade entre as pesquisas ao atribuem um efeito antiagregante ao
consumo destes farmacos. De forma geral, este fenémeno foi relacionado com a deplecéao
da serotonina estocada em plaquetas circulantes, o que ocasionou a diminuicdo da
agregacdo plaquetaria frente a agonistas como ADP e colageno em pacientes
cronicamente tratados com farmacos dessas classes (38—40). Apesar de incitar um bom
prognostico para o tratamento de depressdo e, concomitantemente, exercer um efeito
protetor em relacdo as complicaces cardiovasculares, os ISRS apresentam diversos
efeitos colaterais, como agitacgdo, irritabilidade, nausea, vertigem, distarbios sensoriais e
problemas no sono, além de provocarem sangramentos anormais nos usuarios crénicos
(41,42).

Neste contexto, o farmaco antidepressivo agomelatina (Valdoxan ®), um

antagonista serotoninérgico desenvolvido originalmente para o tratamento para distirbios
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do sono, foi descrito como alternativa a medicacdo classica adotada em distdrbios de
humor. Esse farmaco apresenta uma curta meia vida (1-2 horas) e baixa
biodisponibilidade — cerca de 5%, porém, quando comparado com a paroxetina, um ISRS,
a agomelatina foi capaz de melhorar o quadro de depressdo de maneira mais efetiva e,

concomitantemente, reduzir sintomas de ansiedade (43-45).

Apesar de ainda resultar de estudos com tamanho amostral pequeno, uma meta-
analise recente aponta que a agomelatina tem um potencial para ser usada também em
distdrbio de ansiedade generalizada. Neste caso, seu potencial foi similar ao da sertralina,
fluoxetina e buspirona (46). Além disso, uma recente revisao publicada no Lancet mostra
que, quando comparada a outros 20 antidepressivos, a agomelatina figura entre um dos

que apresenta maior taxa de aceitabilidade pelo paciente (47).

Do ponto de vista de seu mecanismo de agdo, um estudo conduzido em roedores
demonstrou que a agomelatina é capaz de bloquear receptores de 5-TH2c no cortex pré-
frontal e hipocampo, regides conhecidas por controlar o comportamento social e reacdes
emocionais (45,48). Como a atividade destes receptores mostrou-se aumentada em
individuos depressivos, seu bloqueio desempenha um papel chave no mecanismo de agdo
desta droga no tratamento da depressdo (49). A afinidade da agomelatina pelos receptores

5-TH2g também contribui no seu sucesso no tratamento de quadros depressivos (44,50).

Dado o exposto acima, poder-se-ia admitir, em principio, que a agomelatina teria
um potencial antiagregante baixo, uma vez que nao foi descrita afinidade deste farmaco
por receptores serotoninérgicos 5-TH2a, aqueles predominantes na resposta agregante

plaquetéaria (51).

Por outro lado, o que torna a agomelatina singular frente a outros farmacos
antidepressivos é justamente sua capacidade de ativar receptores de melatonina MT1 e
MT> (48,52). Um estudo recente de cristalografia publicado na Nature mostra que os sitios
de interagdo da agomelatina com o MT; sdo similares aos de outros agonistas do receptor

como a iodomelatonina e a ramelteona (53).

Melatonina
Caracterizada em 1958, a melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um neuro-

horménio produzido majoritariamente pela glandula pineal e secretado de maneira
ritmica, durante a noite — ou periodos de auséncia de luz — em vertebrados. Sua biossintese

ocorre através da hidroxilagio do aminoacido triptofano pela enzima triptofano
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hidroxilase (THP), gerando 5-hidroxitriptofano (5-HTP) e, ap0s acdo da L-aminoacido
aromatico descarboxilase (DDC), resulta em serotonina (54,55).

A funcdo principal deste hormonio é a regulacédo de ritmos circadianos, tais como
o ciclo vigilia/sono, entretanto ja foram descritas atuacdes positivas deste hormoénio em
doencas hepaticas (56), obesidade (57,58), cancer (59) e doencas cardiovasculares
(60,61).

Embora diversos trabalhos ja tenham correlacionado a reducdo na melatonina
sérica com a incidéncia de doenca arterial coronariana (61), hipertensdo (62) e infarto
agudo do miocardio (63), ndo é um consenso o papel deste hormdnio na agregacdo
plaquetaria. Sdo encontrados estudos que atribuem a melatonina capacidade direta de
reduzir a agregacdo plaquetéria induzida por coladgeno e acido araquidénico (64,65) e a
contagem de plaquetas circulantes (66). In vivo, foi demonstrado que a melatonina reduz

a ativacdo plaquetaria estimulada pelo modelo de isquemia e reperfuséo (67).

Estes efeitos atribuidos a melatonina possivelmente surgem em decorréncia da
ativacdo dos receptores de melatonina, visto que este hormonio ndo apresenta grande
afinidade por outros sitios de ligacdo. Os principais — e farmacologicamente mais
relevantes — receptores melatoninérgicos encontrados em mamiferos séo MT1 e MTa.
Embora ambos sejam acoplados a proteina G (GPCR), a formacao estrutural e mecanismo
de ativagéo séo ligeiramente diferentes (68).

O receptor MT1 é composto por 350 amino&cidos e é vastamente encontrado no
sistema nervoso central, em regides do sistema limbico, retina, vasos sanguineos e no
sistema tegumentar humano. Quando ativado pela melatonina, este receptor pode acoplar-
se tanto a G; (proteinas sensiveis a toxina pertussis) quanto Gg1, resultando na inibicéo
de adenilato ciclase e, consequentemente, impedindo a formacéo de AMPc. A reducédo da
atividade da proteina quinase A (PKA) também foi atribuida a ativacdo deste receptor, 0
que atenua a fosforilaz¢ao da proteina de ligagdo ao elemento de resposta ao AMP ciclico
(CREB)(68,69).

Composto por 362 aminoacidos, o receptor MT é predominantemente encontrado
na retina. Sua presenca no nucleo supraquiasmatico, osteoblastos e vasos sanguineos
também j& foi descrita. Além de gerar reducdo dos niveis de AMPc intracelulares, a

ativacdo deste receptor é igualmente capaz de reduzir os niveis de GMPc, através da
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inibicdo da guanilato ciclase, bem como aumentar a acdo da fosfoquinase C (PKC)
(68,70,71).

Camundongos knockout para receptores MT1 e MT> apresentam uma supressao
do ritmo circadiano das concentragdes circulantes de esfingosina-1-fosfato (S1P) —
metabdlitos diretos resultantes da catabolizacdo de esfingolipidio, cuja funcdo descrita é
mensageiro secundario na sinalizacao intracelular — e uma reducdo nas concentracfes
matinais deste metabolito (72,73). Como foi recentemente descrito que o S1P é capaz de
reduzir a ativacdo plaquetaria mediada por colageno, é possivel que os receptores de
melatonina interfiram na agregagdo plaquetaria de maneira indireta via controle das

concentragOes de S1P (74).

Embora parte das referéncias que estudem a acdo da melatonina em plaquetas
afirme que estas expressem receptores melatoninérgicos, evidéncias para tanto séo
indiretas, tais como o bloqueio da acdo da melatonina por ensaios de binding assay usando
iodomelatonina marcada com 2-[*%°1] -melatonina ou com a adicdo de antagonistas de
receptores MT1 e MT2 (75,76).

A partir deste compilado de informacdes, faz-se necessario investigar o potencial
antiagregante da agomelatina via agonismo de receptores melatoninérgicos, uma vez que
esta capacidade pode se mostrar benéfica na prevencdo de eventos cardiovasculares em

individuos depressivos.
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OBJETIVOS

Analisar a capacidade da agomelatina de alterar a atividade plaquetaria frente a estimulos
agregantes.

Objetivos secundarios

1.

Determinar se a agomelatina modula a agregacdo plaquetaria induzida por acido
araquidénico, ADP, colageno, epinefrina, trombina ou U-46619 em plasma rico em

plaquetas (PRP) e plaquetas lavadas (PL);

Avaliar se a modulagdo da agregacdo plaquetéaria causada pela agomelatina é
impedida por antagonistas de receptores melatoninérgicos MTy (luzindole) e MT> (4-
PPDOT);

Determinar se a agomelatina modula a adesao plaquetaria estatica em fibrinogénio ou
colageno;

Avaliar se a agomelatina promove modulagdo nas concentragdes intracelulares de
AMPc e GMPc em plaquetas;

Determinar se a agomelatina é capaz de modular a producédo de tromboxano Bz em
plaquetas estimuladas por acido araquiddnico ou colageno;

Avaliar se a modulagdo da agregacdo plaquetaria causada pela agomelatina é
acompanhada por mudangas de conformacdo em integrinas plaquetarias Glib/Illa
(alIbp);

Determinar se a agomelatina modula a expressao de p-selectina em plaquetas lavadas
(PL) estimuladas por acido araquiddnico ou colageno;

Determinar se a agomelatina promove alteracbes na concentracdo de célcio

([Ca *?]) intracelular em plaquetas lavadas (PL);
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MATERIAIS E METODOS
Estudo clinico em humanos

Casuistica
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP —

Certificado de Apresentagdo de Apreciacdo Etica n° 20454419.0.0000.5404 (Anexo 1)

Foram incluidos voluntarios adultos, entre 18 e 60 anos, de ambos 0s sexos, que
ndo apresentavam historico de doenga cardiovascular (aqui, definidos como episddio de
infarte agudo do miocérdio, acidente vascular encefalico isquémico ou hemorragico,
sindrome coronariana e insuficiéncia cardiaca) e que ndo tivessem feito uso de

medicamentos dentro de 10 dias antes da coleta de sangue.

Antes da coleta de sangue, o voluntéario foi convidado a ler e assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, documento que apresenta os objetivos do estudo,

bem como os riscos e beneficios da participacdo neste.

Coleta e processamento do sangue
Através de uma venopuncdo periférica utilizando um SCALP calibre 21G,
amostras de sangue foram coletadas.

Apds a coleta, o sangue foi transferido para um tubo do tipo Falcon de 15 mL
contendo solucdo ACD-C (contendo acido citrico 132 mM, citrato trissodico 126mM,
glicose 111mM) ou citrato de trissédio 3,8%, na proporcdo de nove partes de sangue para
uma parte de anticoagulante. O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido apos a
centrifugacdo a 150 x g, em temperatura ambiente (25°C) durante 25 minutos. O
sobrenadante correspondendo ao PRP foi transferido para outro tubo do tipo Falcon limpo
e 0 sangue remanescente foi novamente centrifugado a 400 x g, temperatura ambiente

durante 10 minutos, para obtencdo do plasma pobre em plaquetas (PPP).

As plaquetas lavadas (PL) foram obtidas a partir da centrifugacdo do PRP
provindo da homogeneizacdo com a solugdo ACD-C a 400 x g em temperatura ambiente
por 10 minutos. O pellet plagquetario resultante foi cuidadosamente ressuspendido em 2
mL de solucdo de Krebs-Ringer (cloreto de sddio 118 mM, carbonato de sédio 25 mM,
glicose 5.6 mM, cloreto de potassio 2.8 mM, fosfato de potassio 1.2 mM, sulfato de
magnésio 1.7 mM), a 37° C. O numero de plaquetas foi ajustado de acordo com o exigido
pelo protocolo de cada ensaio, através de contagem manual, utilizando-se camara de
Neubauer (77-79).



25

Medida de viabilidade celular

Para o ensaio de viabilidade celular, 50 puL de PL na concentragdo 1,2 x 10®
plaquetas/mL foram pipetados em uma placa de 96 pocos (no-binding). Em seguida, estas
amostras foram incubadas com agomelatina (Cayman Chemical; Ann Arbor, MI, EUA)
nas concentracdes 2, 20 e 100 uM por 1, 3, 30 ou 60 minutos. Pocos contendo PL sem
tratamento foram utilizados como controle negativo e amostras acrescidas del0 uL de

triton-x 100, controle positivo.

Na sequéncia, as amostras foram acrescidas de solucdo de Krebs-Ringer até
completar o volume de 100pL por pogo. Foram pipetados 10 pL de solugdo MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) (ThermoFisher Scientfic;
Waltham, MA, EUA) a 5mg/mL em todos os pocos do ensaio e foi feita uma incubacéo,
a 37° C, por 3 horas.

A reacdo foi interrompida apds este periodo com a adi¢do de 100 pL de solucdo
de SDS a 10% em HCI 0,01M. A leitura foi feita apds 1 hora de incubacdo, em
temperatura ambiente, utilizando um espectrofotémetro de placa (SynergyTM H1 Hybrid
Reader, Biotek, EUA), no comprimento de onda 490 nm (80,81).

Medida de agregacdo plaquetaria
200 pL de solugdo de PRP ou PL (1,5 x 108 plaquetas/mL) foram pipetados em

cubetas de vidro e incubados com agomelatina, nas concentracfes 2, 20 ou 100 uM por
3 minutos e/ou com antagonistas melatoninérgicos luzindole ou 4-P-PDOT (Cayman
Chemical; Ann Arbor, MI, EUA), ambos a 10 uM, por 10 minutos. A agregagéo
plaquetaria foi entdo realizada com um agregdbmetro éptico de oito canais (Platelet
aggregation Profiler, 8 channel PAP-8 V2.0 optics - Bio-Data Corporation), com agitacédo
constante e temperatura constante (37°C). O equipamento foi calibrado para 0% com PRP

ou PL e 100% com PPP ou solucdo de Krebs-Ringer, respectivamente.

Para promover a agregacao plaquetaria, os estimulos utilizados foram adenosina
difosfato (ADP) (Sigma Chemical; St. Louis, MO, EUA) em 10 pM, acido araquidonico
(Sigma Chemical; St. Louis, MO, EUA) em 300 uM, colageno (Chrono-log Corporation;
Havertown, PA, EUA) em 3ug/mL, epinefrina (Chrono-log Corporation; Havertown, PA,
EUA) em 10 uM, trombina (Sigma Chemical; St. Louis, MO, EUA) em 0,1 U/mL e
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U46619 (Cayman Chemical; Ann Arbor, MI, EUA). em 3mg/mL. A curva de agregacao
foi monitorada por até 10 minutos (77-79).

Quantificacao de producéo de tromboxano B;
400 pL de PRP foram incubados com agomelatina e/ou antagonistas

melatoninérgicos, da mesma forma descrita nos ensaios precedentes. Estas aliquotas
foram transferidas para cubetas de vidro, estimuladas por acido araquiddnico ou colédgeno
e mantidas em agitacéo e temperatura constantes (37° C), por 10 minutos. Na sequéncia,
as amostras foram centrifugadas por 400 x g, por 15 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi
armazenado para quantificacdo do tromboxano Bp, utilizando kit ELISA (501020,
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA).

Mensuragcao de calcio intracelular ([Ca®*] i)
Utilizando PRP obtido com solucdo de ACD-D, fluor6foro FURA2M (Sigma

Chemical; St. Louis, MO, EUA). na concentracdo final de 1,5 uM foi incubado por 30
minutos, em temperatura ambiente. Este plasma foi centrifugado a 400 x g por 10 min,
temperatura ambiente e o pellet resultante foi suavemente ressuspenso em solugéo de
Krebs. A concentracio de plaquetas foi ajustada para 1,2 x 108 plaquetas/mL e, por fim,
agomelatina e/ou antagonistas melatoninérgicos foram adicionados e incubados de

acordo com o que foi descrito previamente.

Da suspensdo plaquetaria tratada, foram pipetados 200 uL. em uma placa de 96
pocos (no binding) e, em seguida, a concentracdo externa de célcio (Ca?*) foi ajustada
para 1 mM usando CaCly, permitindo o repouso por 3 minutos para a estabilizacdo dos
niveis extracelulares de CA%*. Essas amostras foram estimuladas por &cido araquidonico

ou colageno e EGTA 10 mM foi adicionado para quelar o calcio extracelular.

A placa permaneceu sob agitagdo constante durante o ensaio e a fluorescéncia foi
medida no comprimento de onda de 340 nm para excitagédo e deteccdo em 510 nm (faixa
de emissdo), utilizando fluorémetro (SynergyTM H1 Hybrid Reader, Biotek, EUA). Uma
aliquota de PL n&o tratada foi acrescida de 2 pL triton-x 100 e solugdo de CaCla 1mM
na concentragéo final e sua leitura foi considerada como fluorescéncia maxima (Fmax). Na
sequéncia, 10pL de EGTA 10 mM e 10 pL de trisma 100 mM foram adicionados neste

poco para obtencado da fluorescéncia minima (Fmin).
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A concentracdo de calcio intracelular foi calculada usando a equacéo:
[Ca2+]i =kd x (F'Fmin)/(Fmax'F)
onde kd (224) ¢é a constante de dissociacdo do marcador fluorescente FURA2M (77-79).

Quantificacdo de AMPc e GMPc intracelulares
Em cubetas de vidro, 400 uL de PRP foram incubados com 3-isobutil-I-metil-

xantina (IBMX) a 1 mM por 20 minutos, temperatura ambiente. Em seguida, essas
amostras foram acrescidas de agomelatina e/ou antagonistas melatonérgicos e,
posteriormente, estimuladas por acido araquidénico ou colageno, da mesma maneira que
foram conduzidos os ensaios anteriores. O contetido das cubetas foi centrifugado a 400 x
g, por 15 minutos, a 4°C. O pellet plaquetério foi ressuspenso em 200 pL de solucdo
gelada de HCI 0,1 M e homogeneizado por 20 minutos, em temperatura ambiente . Essas
amostras foram novamente centrifugadas a 400 x g, por 30 minutos, a 4°C e o
sobrenadante foi armazenado para quantificacdo de cCAMP e cGMP, utilizando kits de
ELISA (581001 e 581021, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA). Nitroprussiato de
sodio (30 uM) ou Forskolin (3 uM) foram usados como controle positivo para cGMP e

CAMP, respectivamente.

Medida de adesdo plaquetéaria estatica
Uma microplaca de alta afinidade contendo 96 pocos foi preparada com 50 pL de

uma solugdo de fibrinogénio 50 ug/mL (Sigma Aldrich; St. Louis, MO, EUA) ou
colageno tipo I a 100 pg/mL (Merck; Darmstadt, Germany) e permaneceu overnight em
geladeira. No dia seguinte, os poc¢os foram lavados duas vezes com solucédo de Krebs e
os sitios de ligacao inespecificos foram bloqueados por meio da adi¢ao de 100 puL por
poco de uma solugdo de albumina sérica bovina (BSA) em 1%. Apds incubacdo de 1h a
37 °C, a solugcdo com BSA foi removida e a microplaca foi lavada duas vezes com 200

uL de Krebs-Ringer sem célcio.

As plaquetas lavadas (PL) tiveram a concentracdo previamente ajustada para 1,2
x 108 plaquetas/mL. Em cada poco, foram acrescentados 50 pL da suspensdo de plaquetas
que foram tratadas ou ndo com a agomelatina e/ou antagonistas melatoninérgicos. As
plaquetas foram mantidas em estufa tmida a 37 °C por 30 min. Em seguida, as plaguetas
ndo aderidas neste periodo foram removidas e 0s po¢os lavados duas vezes com solucao

de Krebs-Ringer sem célcio. Apos lavagem, nos pogos contendo plaquetas aderidas,



28

foram mantidos 50 uL de Krebs-Ringer sem calcio. Os pocos livres de fibrinogénio
receberam 50 pL de solugdes com concentragdes crescentes de plaquetas (obtidas a partir
da amostra original de plaquetas lavadas ndo estimulada). Estes pocos, em triplicata,
deram origem & curva padrdo, sendo a concentracdo minima de 0,3x10° e a maxima de
10x108 plaquetas/ml. Em seguida, foram adicionados a todos os pogos 150 pL de
substrato para a fosfatase acida p-nitrofenil na concentracédo final de 5 mM (diluido em
tampado citrato 0.1 M e triton X-100 0.1%). As placas foram incubadas & temperatura
ambiente por 1 hora e, em seguida, 100 uL de NaOH 2M foram adicionados em cada
poco para interromper a reacdo. O p-nitrofenol produzido neste ensaio foi medido em um
espectrofotdmetro de placa (SynergyTM H1 Hybrid Reader, Biotek, EUA), a 405 nm. A
adesdo plaquetaria, em porcentagem, foi calculada comparando os valores de absorbancia

das amostras com a curva padréo (78,82).

Determinag¢do das mudangas de conformagdo de integrina GPIIb/Ila (ollbf)
200 pL de suspenséo de plaquetas em 1,2 x 108 plaquetas/mL foram incubados

com agomelatina e/ou antagonistas melatoninérgicos, de acordo com o estabelecido
previamente. Depois disso, as plaquetas lavadas foram incubadas com 10 pl de solucéo
de PAC-1 (FITCPAC-1; 25 mg/ml - Cat. No. 340507; BD Biosciences, Franklin Lakes,
NJ, EUA) ou 10 pl de solucdo de anticorpo controle (FITC mouse IgM, mesma diluicdo
de solugéo de PAC-1 - Cat. No. 555782; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA). Na
sequéncia, foram pipetadas nas amostras araquidénico acido ou colageno e as aliquotas

foram constantemente agitadas por 10 minutos, em temperatura ambiente.

A fluorescéncia média foi adquirida por citometria de fluxo (FACSCalibur, Cat.
No. 340507; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA) no canal FL1 (10.000 eventos
por amostra). Os procedimentos de ajuste do citbmetro incluiram a identificacdo de
plaquetas pelos sinais de dispersdo frontal (FSC) e lateral (SSC) em um grafico de
dispersdo dot plot, delimitacdo dessa populacdo em um gate especifico (R1) e ajustando
sua fluorescéncia em um histograma de escala logaritmica. Além disso, a fluorescéncia
basal foi ajustada com uma amostra incubada com o isotipo negativo. A fluorescéncia
média foi considerada como um parametro para descrever a intensidade de ligacdo de
PAC-1 a allbp3 (77,79).
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Determinacéo da expressao de P-Selectina
Da mesma maneira que foi conduzido no ensaio de mudanca de conformagéo de

integrina, 200 pL de PL foram incubadas com 10 pl de solucdo de CD62P (FITC P-
selectina; 0,5 mg/mL - Cat. No. 11-0628-42; Invitrogen, Waltham, MA, EUA) ou 10 pl
de solucdo de anticorpo de controle (controle de isotipo IgG1 K de camundongo FITC,
mesma diluicdo de solucdo de P-selectina - Cat. No. 555748; BD Biosciences, Franklin

Lakes, NJ, EUA). Estas amostras foram estimuladas como descrito anteriormente.

A fluorescéncia média também foi adquirida por citometria de fluxo. Os
procedimentos de ajuste do citdmetro foram os mesmos descritos ano ensaio anterior. A
fluorescéncia média foi considerada como um parametro para descrever a ligagao do anti-
CD62P a P-Selectina (77,79).

Modelo animal
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Protocolo n° 5533-1/2020 (Anexo 2 ).

Foram utilizados camundongos isogénicos (mus musculus, linhagem
C57BL6J/UNIB), entre 15 e 20 semanas, de ambos 0s sexos. Estes animais foram
mantidos em caixas individuais, em ciclo claro/escuro de 12/12horas, temperatura
ambiente de 22° C (com variacdo de + 2° C). Todos receberam racdo padronizada
(Nuvilab — Nuvital Nutrientes, S.A) e agua filtrada, ambos ad libitum. Desde que foram
fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB), estes
camundongos permaneceram no Biotério do Departamento de Farmacologia da

universidade supracitada até o dia da coleta de sangue.

Coleta e processamento do sangue
Uma seringa de 1 mL contendo 80 pL de solugdo anticoagulante de citrato

trissodio 10% foi acoplada a uma agulha 26G % (0,45 x 13 mm) e utilizada para puncionar
a veia cava inferior de camundongos previamente anestesiados com isoflurano. Obtinha-
se cerca de 800 pL de sangue total, que eram homogeneizados com 200 pL de solugéo de
Krebs-Ringer a 37° C.

As amostras foram centrifugadas a 23° C, por 20 minutos, 100 x g e 0

sobrenadante obtido foi considerado o plasma rico em plaquetas (PRP). Em um novo tubo
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plastico de 1,5 mL, foi feito um pool de PRP de dois animais. A contagem de plaquetas
foi ajustada para 1,5 x 108 plaquetas/mL. As amostras sangue restante, foram adicionados
400 pL da solucédo de Krebs 37° C e, posteriormente, foram centrifugadas a 23°C, por 10
minutos, 400 x g. O sobrenadante formado apds a segunda centrifugacéao foi considerado

como o plasma pobre em plaquetas (PPP)(83).

Medida de agregacéao plaquetaria
Em uma microplaca de 96 pocos (no-binding), 1uL de célcio a 100 mM foi

pipetado em determinados pocos. Em seguida, 1puL de coldgeno a 5ug/mL ou acido
araquidénico a 500uM foram pipetados nos pogos que receberam calcio. Uma parte do
pool de PRP foi incubado agomelatina e/ou antagonistas melatoninérgicos, da mesma
forma feita nos ensaios com plaquetas humanas. Ap6s o periodo determinado de
incubacdo, 100uL de PRP previamente tratados foram pipetados nos pocos contendo
colageno ou &cido araquiddnico. Pogos vazios foram destinados a solu¢édo de Krebs, PRP

e PPP, correspondendo ao branco, controle negativo e controle positivo, respectivamente.

A leitura foi feita a cada 30 segundos, em um espectofotdbmetro de placa no
comprimento de onda 575nm, por 15 minutos, sob agitacdo orbital continua (550 rpm —
amplitude 2mm), a 37°C. Apos tabulacdo, os valores de absorbancia obtidos dos pogos
de controle positivo foram considerados como 100% de agregacdo plaquetaria e os do
controle negativo, 0% de agregacdo. A porcentagem de agregacao relativa as amostras
que receberam tratamento com antagonistas e/ou agomelatina foi calculada a partir da

comparagao com os controles (84).

Medida de adesdo plaquetéaria estatica
O ensaio de adesdo plaquetaria estadtica com amostras de camundongos foi

realizado da mesma forma descrita anteriormente para plaquetas humanas.

Anélise estatistica
Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média (SEM). A

distribuicdo paramétrica foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. A anélise de variancia
(one-way ANOVA) seguida pelo post hoc de Tukey ou Kruskal-Wallis seguida pelo teste
post hoc de Dunn foi aplicada para comparacdes de dados paramétricos e ndo-
paramétricos, respectivamente (GraphPad Prism, version 6.01 - GraphPad Software, Inc.,
San Diego, EUA). Em todos os resultados foi adotado 5% como limite de significancia
estatistica (p < 0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo clinico em humanos

Medida de viabilidade celular
A presenca de agomelatina, em qualquer concentracdo, ndo afetou de forma

significativa a viabilidade de plaquetas, independente do tempo de incubacdo da droga.
A atividade metabolica das amostras tratadas foi semelhante a das em condicéo basal, ou
seja, plaquetas lavadas que ndo sofreram intervencdo alguma. Da mesma maneira, a
utilizagdo do etanol a 1% (concentragéo final), ndo promoveu expressiva morte celular,
visto que a porcentagem deste grupo foi parecida com a das amostras incubadas com o

antidepressivo e das controle (Figura 1).
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Figura 1: Viabilidade celular (porcentagem) em amostras de PL (n=5). Valores expressos como média
A partir deste ensaio, foi possivel constatar que as concentracGes de agomelatina
planejadas para os experimentos posteriores eram adequadas e ndo acarretariam prejuizo

da viabilidade de plaquetas, comprometendo assim os possiveis resultados.

Medida de agregacao plaquetaria
Estimulo: Acido Araquiddnico
A presenca da agomelatina, logo na sua menor concentragéo, foi capaz de inibir a

agregacdo plaquetaria promovida pelo acido araquidénico em cerca de 65%, em
comparagdo as amostras que receberam apenas o estimulo. Da mesma forma, as
concentracdes de 20 e 100 puM inibiram em 75% e 95%, respectivamente, a agregacao,

quando comparadas ao grupo exclusivamente estimulado. Alem disso, € interessante
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destacar que as maiores doses do antidepressivo equipararam o0s valores maximos de

agregacao das amostras que as receberam com o grupo controle (Figura 2 — A).

Os ensaios com PL demonstraram que a inibicdo acontece, de maneira
significativa, a partir da concentracdo 20 pM de agomelatina, onde a reducdo da
agregacdo maxima é de 65% em relacdo ao grupo de amostras estimuladas. Igualmente
observado no experimento conduzido com PRP, as duas maiores doses do agonista
melatoninérgico tornaram a agregacao plaquetaria nestes grupos semelhantes ao basal

(Figura 2 - B).

Em relacdo ao perfil de agregacdo plaquetaria (PAP), ndo foram detectadas
discrepancias entre as curvas de ambos 0s ensaios, indicando que a acdo da agomelatina
observada anteriormente ndo estd unicamente atrelada a presenca do plasma e seus

componentes (Figura2 —C e D).
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Figura 2: Agregacéo plaquetaria estimulada por acido araquiddnico apresentado em porcentagem em (A)
PRP (n=11) e (B) PL (n=09) e perfil de agregagdo plaquetaria (curvas representativas dos ensaios) em
(C) PRP e (D) PL. Valores expressos em média £ SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas
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vs. Arachidonic Acid 300uM; #### p<0,0001 vs. Arachidonic Acid 300uM
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Estimulo: ADP
Nos ensaios com PRP, a porcentagem de agregacao maxima nas amostras tratadas

com agomelatina se assemelhou aquelas que foram somente estimuladas com ADP
(Figura3-A).

Quando utilizado na concentracdo de 100 UM, o agonista melatoninérgico
promoveu reducédo de, aproximadamente, 65% na agregacéao de PL estimuladas por ADP,
ao passo que as duas outras concentracbes usadas mantiveram a porcentagem de
agregacdo maxima equiparada ao grupo que recebeu exclusivamente o estimulo (Figura
3-B).

Seguindo o padrdo descrito acima, o PAP dos experimentos que empregaram 0
PRP exibiu curvas de agregacao semelhantes entre os grupos estimulados, independente

da presenca da agomelatina (Figura 3 — C).

J& nos ensaios com PL, ha uma reducdo progressiva dos valores maximos
atingidos pelas curvas das amostras incubadas com agomelatina, correspondente ao
aumento da concentracdo da droga. Apesar disso, a diferenciacdo entre as curvas de 2 e
20 uM ndo foi suficientemente significativa para impactar as médias dos grupos e divergi-
las das plaquetas apenas estimuladas (Figura 3 — D).
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Figura 3: Agregacéo plaquetaria estimulada por adenosina difosfato (ADP) apresentada em porcentagem em
(A) PRP (n=12) e (B) PL (n=08) e perfil de agregac¢do plaquetaria (curvas representativas dos ensaios) em (C)
PRP e (D) PL. Valores expressos em média + SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas da seguinte
forma: * p<0,05 vs. Ethanol; *** p<0,001 vs. Ethanol; **** p<0,0001 vs. Ethanol; # p<0,05 vs. ADP 10uM.

Estimulo: Colageno
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Ao utilizar o colageno como estimulo, a reducdo da agregacao plaquetariaem PRP

foi expressiva nas amostras incubadas previamente com agomelatina a 100 pM: foi

detectada inibicao de 75% neste grupo em comparagdo ao que recebeu exclusivamente o

colageno. As menores concentracdes do antidepressivo ndo implicaram em reducdo na

agregacdo maxima, em relacdo as amostras apenas estimuladas (Figura 4 — A).

De acordo com o observado no ensaio com o plasma rico em plaquetas, a maior

concentracdo de agomelatina foi capaz de reduzir a agregagdo plaquetaria méaxima em

83%, quando comparada aos valores obtidos nas amostras que receberam apenas o

estimulo. Pertinentemente, a concentracdo intermediaria do agonista melatoninérgico

reduziu em 66% a agregacédo plaquetaria maxima das amostras, em comparagao ao grupo

exclusivamente estimulado. Tal fato extinguiu as diferencas entre os valores dos grupos
20 e 100 pM (Figura 4 — B).
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As curvas referentes ao perfil de agregacdo plaquetaria salientam o que foi
observado nos gréficos de porcentagem ao demonstrar a nitida diferenciacéo da curva das
amostras tratadas com agomelatina 100 uM em relagdo as outras, nos ensaios com PRP
(Figura 4 - C).

No PAP dos experimentos com PL, € interessante observar que as curvas de
agregacao estdo agrupadas em dois grupos distintos: amostras estimuladas estdo mais
proximas das que receberam agomelatina 2 pM, enquanto as plaquetas que foram

incubadas com as maiores concentracfes da droga se equipararam (Figura 4 — D).
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Figura 4: Agregacéo plaquetaria estimulada por colageno apresentada em porcentagem em (A) PRP (n=12) e
(B) PL (n=07) e perfil de agregacdo plaquetaria (curvas representativas dos ensaios) em (C) PRP e (D) PL.
Valores expressos em média + SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas da seguinte forma: * p<0,05
vs. Ethanol; ** p<0,01 vs. Ethanol; **** p<0,0001 vs. Ethanol; # p<0,05 vs. Collagen 3pg/mL; #### p<0,0001

vs. Collagen 3pg/mL
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Estimulo: U46619

A agregacao plaquetaria ocasionada pelo analogo estavel do tromboxano A,
U46619, ndo foi alterada pela presenca da agomelatina, visto que as amostras incubadas
com a droga, em todas as concentracdes, apresentaram agregacao plaquetéria idéntica as

amostras apenas estimuladas (Figura 5 — A).

Ensaios conduzidos com PL mostraram que a agomelatina em 100 uM possui a
capacidade de reduzir a agregacdo plaquetaria maxima em 57%, em comparacao as
amostras somente estimuladas. Entretanto, diferente do que foi observado nas condicdes
dos experimentos anteriores, mesmo a a¢do da maior concentracao do antidepressivo ndo
foi capaz de igualar a porcentagem de agregacédo deste grupo ao que recebeu apenas 0
veiculo etanol (Figura 5 — B).

Tanto o perfil de agregacdo plaquetaria observado nos ensaios com PRP quanto
PL constataram que a distribuicdes das curvas estdo similares, com estas tendendo a ficar

acima de 40% de agregacéo plaquetaria (Figura5 — C e D).
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Figura 5: Agregacio plaquetéria estimulada por U-46619 apresentada em porcentagem em (A) PRP (n=12) e
(B) PL (n=09) e perfil de agregagdo plaquetaria (curvas representativas dos ensaios) em (C) PRP e (D) PL.
Valores expressos em média + SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas da seguinte forma: * p<0,05
vs. Ethanol; *** p<0,001 vs. Ethanol; **** p<0,0001 vs. Ethanol; ## p<0,01 vs. U46619 3mg/mL
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Estimulo: Epinefrina

Quando o estimulo utilizado foi a epinefrina, a agregacdo plagquetaria nao foi

afetada pela utilizacdo de qualquer dose de agomelatina, visto que a porcentagem méxima
de todos os grupos estimulados foi semelhante. Todavia, é importante pontuar que, na
concentracdo 100 uM, a droga foi capaz de igualar o valor de agregacdo maxima das

amostras as que foram apenas incubadas com o veiculo (Figura 6 — A).

Curiosamente, o gréafico de perfil de agregacdo plaquetaria apresenta curvas com
valores maximos distintos, sendo a de amostras somente estimuladas oscilando por volta
de 45%, de 2 e 20uM variando entre 25 e 30% e, por fim, a de 100 uM atingindo 15% de
agregacdo maxima. Estas diferencas ndo foram espelhadas pelo grafico de porcentagem
(Figura 6 — B).
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Figura 6: Agregacéo plaquetaria estimulada por epinefrina apresentada em porcentagem em (A) PRP
(n=10) e (B) perfil de agregacéo plaquetaria (curva representativa do ensaio). Valores expressos em
média £ SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas da seguinte forma: ** p<0,01 vs. Ethanol;
**** n<0,0001 vs. Ethanol.

Estimulo: Trombina
Nos experimentos utilizando PL estimuladas por trombina, a presenca de

agomelatina se mostrou insignificante, uma vez que, tanto o grafico contendo as
porcentagens de agregacdo maxima quanto o com as curvas de perfil de agregagdo
plaquetaria, os valores maximos identificados foram idénticos em todos os grupos que

receberam o estimulo (Figura 7 — A e B).
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Figura 7: Agregacdo plaquetaria estimulada por trombina apresentada em porcentagem em (A)
PL (n=13) e (B) perfil de agregacao plaquetéria (curva representativa do ensaio). VValores
expressos em média + SEM. As diferengas estatisticas estdo representadas da seguinte forma:
*** p<0,001 vs. Ethanol; **** p<0,0001 vs. Ethanol.

A partir destes resultados, algumas conclusdes puderam ser obtidas: considerando
que a agregacdo plaquetaria ocorre a partir da ligacdo de agonistas, como fatores de
coagulacdo, aos sitios especificos nos receptores plaquetarios, evidenciou-se que o efeito

inibitdrio apresentado pela agomelatina agia através de vias especificas (15).

Os receptores de ADP, trombina e a-2 adrenérgicos ndo foram fortemente
afetados pela utilizacdo do antidepressivo, de acordo com a agregacdo maxima obtida
apos estimulacdo com ADP, trombina e epinefrina, respectivamente. De fato, as duas vias

mais sensiveis a agomelatina parecem ser do acido araquidonico e colageno.

O &cido araquiddnico é resultado da hidrdlise do fosfatidilinositol, um fosfolipidio
presente na membrana plasmatica de plaquetas, pela fosfolipase A, Este processo infere
uma mudanca de conformacdo na estrutura plaquetaria, substituindo sua forma discoide
por uma irregular com pseuddpodes, que facilitam a agregacdo em células adjacentes e
adesdo na parede vascular. Por conseguinte, o acido araquidénico presente no citosol
plaquetario é oxidado pela ciclooxigenase-1 (COX-1), resultando em prostaglandina G;
(PgGz) e, consequentemente, prostaglandina Hz (PgH>). Este Gltimo é entdo convertido
em tromboxano Az (TxA:>) através da agdo da enzima tromboxano-A sintase. A liberagéo
de TxA: é responsavel por ativar plaquetas circulantes nas imediacdes e estimular a

agregacdo plaquetaria atraves da estimulagdo do receptor TxA./ PGH> (15,85-87).
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E possivel inferir que, mesmo na sua menor concentracdo, este antidepressivo
exerce poder inibitério sob a agregacdo plaquetaria estimulada via COX-1. Como
demonstrado por Kornblihtt, a melatonina, na concentragdo de 100 pM, promoveu
reducdo na agregacao estimula por acido araquidénico a 300 uM em até 60% (64).
Notavelmente, o resultado obtido nos ensaios de agregacdo estimulada por &cido
araquidonico no presente estudo reproduziu este mesmo padrdo, entretanto, as
concentragOes de agomelatina empregadas foram consideravelmente menores do que as

de melatonina utilizadas na literatura.

As curvas obtidas em amostras estimuladas por colageno demonstraram um
interessante padréo de dose-resposta: quanto maior a concentragdo de agomelatina, menor
a agregacdo maxima atingida. Este fendmeno replicou-se tanto em plasma rico em

plaquetas quanto em plaquetas lavadas.

A agregacao estimulada por colageno se da através da ligacdo desta proteina a
glicoproteinas especificas, como GPVI. A partir disso, a ocorre a ativacdo de Syk, o que
leva a fosforilacdo de varias proteinas de sinalizacdo, incluindo a fosfolipase C-y2
(PLCy2). Como resultado, ocorre a ativacdo plaquetéria, caracterizada pelo aumento de
Ca?" intracelular, mudanca de conformacdo plaquetaria, exocitose do contetdo dos
granulos e atividade pré-coagulante (88,89). Devido a este mecanismo de acao, especula-
se gue agomelatina, na sua maior concentracdo, blogueia a ativacdo desta glicoproteina

ou interfere negativamente na cascata de sinalizagdo intracelular.

Os proximos experimentos foram conduzidos utilizando apenas o 4&cido
araquidoénico e o coldgeno como agonistas de agregacdo, visto que estas duas vias
aparentam ser as mais suscetiveis aos efeitos da agomelatina. As concentracGes da droga

foram definidas como 2 UM para o primeiro estimulo e 100 uM para o segundo.

Medida de agregacéao plaquetaria — Antagonistas melatoninérgicos
Reproduzindo o que foi observado anteriormente, a agregacéo plaquetaria em PRP

estimulado por &cido araquidonico foi consideravelmente inibida pela agomelatina, em
relagdo ao grupo somente estimulado. Este efeito foi blogueado pela incubacao
concomitante com o antagonista de receptores MT1 e MT>, luzindole, que igualou a
agregacdo méxima dos grupos que 0s receberam com as amostras exclusivamente

estimuladas (Figura 8 — A).
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De modo correspondente, no grafico de PAP, é possivel notar trés curvas com

agregacdo maxima acima de 45%, ao passo que a curva de amostras incubadas apenas

com agomelatina apresentou agregacédo maxima de 15% (Figura 8 — B).
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Figura 8: Agregacéo plaquetaria estimulada por acido araquiddnico em amostras incubadas com luzindole
apresentada em porcentagem em (A) PRP (n=07) e (B) perfil de agregacdo plaquetaria (curva
representativa do ensaio). Valores expressos em média = SEM. As diferencas estatisticas estdo
representadas da seguinte forma: **** p<0,0001 vs. Ethanol; #### p<0,0001 vs. Arachidonic Acid
300uM; &&&& p<0,0001 vs. Agomelatine 2uM

Os ensaios que utilizaram o antagonista de receptor MT2, 4-P-PDOT,

demonstraram um alinhamento bastante peculiar: a reducdo da agregacdo plaquetéaria foi

observada tanto nas amostras que receberam exclusivamente a agomelatina como

naquelas que foram incubadas apenas com o antagonista melatoninérgico. Quando

comparadas ao grupo estimulado, a inibicdo foi de 74% e 64%, respectivamente. Ja a

associacdo da agomelatina com o 4-P-PDOT reduziu em 91% a agregac¢do em relacéo as

amostras somente estimuladas (Figura 9 — A).

Condizentemente, é possivel observar o padrao descrito acima no grafico de perfil

de agregacdo plaquetaria deste ensaio. Ha apenas uma curva que ultrapassa 0s 60% de

agregacao maxima, enquanto as outras trés tem incidéncia menor do que 25% (Figura 9

_B).
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Figura 9: Agregacéo plaquetaria estimulada por acido araquidénico em amostras incubadas com 4-P-PDOT
apresentada porcentagem em (A) PRP (n=08) e (B) perfil de agregacéo plaquetaria (curva representativa do
ensaio). Valores expressos em média £ SEM. As diferengas estatisticas estdo representadas da seguinte forma:
**** n<0,0001 vs. Ethanol; #### p<0,0001 vs. Arachidonic Acid 300uM

Diferentemente do que foi exibido no ensaio anterior, o luzindole foi incapaz de
impedir o efeito antiagregante da maior concentracdo de agomelatina sob a agregacao
plaquetaria em PRP estimulado com coldgeno. Ambos os grupos incubados com o
antidepressivo apresentaram inibicdo de 77% da agregacdo, quando comparados as
amostras apenas estimuladas. Como previsto, os valores de agregacdo maxima das
amostras que receberam apenas o luzindole ndo se diferenciaram do grupo estimulado
(Figura 10 — A).

Novamente, as curvas no grafico de PAP ilustraram o fendmeno caracterizado no
gréfico de porcentagens. As duas populacdes distintas correspondem as curvas de
amostras estimuladas e incubadas com luzindole — estes atingindo valores de agregacgéo
maxima de 70% — e dos grupos que foram incubados com agomelatina, com e sem

luzindole — ambos mantendo agregacdo maxima menor que 20% (Figura 10 — B).
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Figura 10: Agregacdo plaquetaria estimulada por colageno em amostras incubadas com luzindole
apresentada em porcentagem em (A) PRP (n=07) e (B) perfil de agregacdo plaquetaria (curva
representativa do ensaio). Valores expressos em média + SEM. As diferencas estatisticas estdo
representadas da seguinte forma: **** p<0,0001 vs. Ethanol; #### p<0,0001 vs. Collagen 3 pg/mL

Frente ao estimulo do colageno, a capacidade inibitéria do 4-P-PDOT,
evidenciada no ensaio com acido araquidonico, ndo foi detectada. De fato, o padrédo
constatado nesse experimento foi idéntico ao descrito no com plasma rico em plaquetas
tratado com agomelatina 100 uM e incubado também com luzindole: a presenca do
antagonista de receptor melatoninérgico foi incapaz de evitar a acdo inibitéria do
antidepressivo. Dessa forma, a reducdo da agregacdo plaquetaria nos dois grupos que
receberam a agomelatina foi de, aproximadamente, 60% em comparag¢do ao grupo que
foi apenas estimulado (Figura 11 — A).

Sendo assim, o perfil de agregacdo plaquetaria também foi muito semelhante ao
obtido anteriormente. A presenca da agomelatina foi capaz de manter a agregacdo
plaquetaria maxima inferior a 25% nas amostras que foram previamente tratadas com esta
droga, ao passo que a incubacdo com o 4-P-PDOT nao afetou a habilidade de agregacéo

de plaguetas (Figura 11 — B).



43

-20
10
8 0 i 5 RARRAREE R
& 510 Gol + Age + 4-P-PDOT
= 100 S e s - K
S .I v 'E 20
2 v ]
‘é, 75 " v 230 ®col + Ago
] #iHit [
=1} = : _i_ =407
E" 50 m A E50
= N A = (Col + 4-P-PDOT
X} v¥ © 560
g T % 70
= .
T @ Add & Y 1 Rcol
0 T T T T 80 e
0 50 100 150 200 250 300
1% Ethanol + ¥ ¥ + Time (s)
Collagen (3 pg/mL) - + + +
Agomelatine {100 pM) + -
4-P-PDOT (10 pM) - + +

Figura 11: Agregacéo plaquetaria estimulada por coldgeno em amostras incubadas com 4-P-PDOT
apresentada em porcentagem em (A) PRP (n=08) e (B) perfil de agregacdo plaquetaria (curva
representativa do ensaio). Valores expressos em média + SEM. As diferencas estatisticas estdo
representadas da seguinte forma: **** p<0,0001 vs. Ethanol; #### p<0,0001 vs. Collagen 3 pg/mL

Nesta fase do estudo, foi empregado o luzindole como antagonista de ambos 0s
receptores melatoninérgicos estudados, visto que ndo possui seletividade entre MT; e
MT., embora sua maior afinidade seja pelo segundo (razdo afinidade MT1/MT> = 16-26)
(68). Desta forma, foi possivel detectar que, nos ensaios que utilizaram 4&cido
araquidénico, a inibicdo ocasionada pela agomelatina foi mediada pelos receptores de
melatonina, visto que a presenca do antagonista bloqueou totalmente a acdo antiagregante

do farmaco.

Inicialmente, o uso do 4-P-PDOT foi pensado como critério para distin¢do da acdo
de cada receptor, visto que este € um antagonista seletivo para MT>, entretanto, no
decorrer dos ensaios de agregacdo, constatou-se que a presenca deste, por si SO, é capaz
de promover grande reducdo na agregacao plaquetaria. Fora do tecido nervoso, o 4-P-
PDOT pode comportar-se como agonista parcial do receptor MT2, fenémeno ja descrito
em leucdcitos (70,90) . Ponderando este fato, os resultados obtidos com o uso deste
antagonista frente o estimulo do acido araquidénico sugerem que a ativacao do receptor
melatoninérgico MT.tem um papel chave no processo de inibi¢do observado.

Ja os ensaios onde o estimulo empregado foi o colageno, independente da
presenca dos antagonistas, a agomelatina manteve sua acéo inibitoria, o que indica que a
acdo da maior concentracdo desta droga ndo esta necessariamente vinculada a ativacéo

dos receptores melatoninérgicos.
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Quantificacao de producéo de tromboxano B2
A producédo de tromboxano B estimulada por &cido araquidonico, bem como a

agregacao plaquetaria e a mobilizacdo intracelular de célcio, foi afetada pela utilizagdo
de agomelatina. No ensaio onde a incubagdo concomitante com luzindole foi feita, as
amostras que receberam somente o antidepressivo se mostraram semelhantes as que
continham somente o veiculo, ao passo que a presenca do antagonista melatoninérgico
equiparou os grupos ao que foi somente estimulado (Figura 12 — A).

Em consonancia com os experimentos anteriores, a incubagdo com o 4-P-PDOT
ja foi capaz de reduzir substancialmente a producao de tromboxano estimulado por acido
araquidénico. As amostras que receberam agomelatina e/ou antagonista de receptor MT>

ndo se diferenciaram daquelas incubadas apenas com etanol (Figura 12 — B).
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Figura 12: Producgdo de tromboxano B2 estimulado por 4cido araquidénico apresentado em PRP (n=10) (A)

incubado com luzindole e (B) incubado com 4-P-PDOT. Valores expressos em média + SEM. As diferengas
estatisticas estdo representadas da seguinte forma: **** p<0,0001 vs. Ethanol; #### p<0,0001 vs. Arachidonic
Acid 300 uM; &&&& p<0,0001 vs. Agomelatine 2 uM

Complementando os ensaios pregressos que tiveram o colageno como estimulo, a
producdo de tromboxano foi fortemente inibida pelo tratamento com agomelatina. Uma
vez mais, a associacdo do luzindole com o antidepressivo apresentou valores semelhantes
ao uso do agonista isoladamente e das amostras veiculo, ao passo que o uso exclusivo do

antagonista ndo diferenciou este grupo do apenas estimulado (Figura 13 — A).

Intrigantemente, a incubacdo com 4-P-PDOT reduziu a produgéo de tromboxano
em 30% em relacdo as amostras somente estimuladas, porém a liberacdo de TBX> deste
grupo foi 38 vezes maior do que dos dois outros que receberam agomelatina (Figura 13
- B).
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Figura 13: Producdo de tromboxano B2 estimulado por colageno apresentado em PRP (n=10) (A) incubado

com luzindole e (B) incubado com 4-P-PDOT. Valores expressos em média £ SEM. As diferencas estatisticas
estdo representadas da seguinte forma: **** p<0,0001 vs. Ethanol; #### p<0,0001 vs. Collagen 3 pg/mL

A formacéo do tromboxano acontece através da oxidagdo do acido araquidénico
presente no citosol plaquetario pela ciclooxigenase-1 (COX-1), resultando em
prostaglandina G2 (PgG2) e, consequentemente, prostaglandina H2 (PgH2). Este altimo
é entdo convertido em tromboxano A2 (TxA2) através da acdo da enzima tromboxano-A
sintase. A liberacdo de TxA2 é responsavel por ativar plaquetas circulantes nas
imediacOes e estimular a agregacdo plaquetéria através da estimulagéo do receptor TxA2/
PGH2 (91-93).

Consistente com os resultados obtidos no ensaio de agregacdo plaquetéria, a
inibicdo causada pela agomelatina também foi observada na producéo de tromboxano,
tanto estimulada por acido araquiddnico quanto por colageno. Visto que a liberacao deste
composto por plaquetas ativas é decorrente da acdo da enzima COX-1, como apontado
anteriormente, a redugdo da producdo de tromboxano nas amostras tratadas com
agomelatina reforca a ideia de que, de alguma forma, os receptores melatoninérgicos
plaquetarios, através da sua ativacao, interferem negativamente na a¢do enzimatica da
COX-1. Novamente, é importante ressaltar que a maior concentracdo de agomelatina
provavelmente agiu independentemente dos receptores de melatonina, uma vez que seu
efeito ndo foi revertido pela presenca dos antagonistas, como observado nas amostras

tratadas com o antidepressivo em 2 uM.

Mensuracéo de calcio intracelular ([Ca2+] i)
A concentracdo intracelular de calcio foi significantemente impactada pela

presenca da agomelatina em amostras estimuladas com acido araquidénico. As amostras

incubadas com a droga mantiveram as concentracfes de calcio semelhantes as amostras
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que receberam apenas o veiculo etanol, ou seja, apresentaram nivel intracelular 35 vezes
menor do que o grupo estimulado. Em relacdo as amostras que receberam luzindole,
associado ou ndo a agomelatina, a concentracao intracelular de célcio foi equivalente as

amostras estimuladas somente (Figura 14 — A).

O gréfico de fluorescéncia vs. tempo elucida como ocorreu a mobilizacdo de
calcio nas amostras ap6s a injecdo do estimulo. Pode-se notar que as amostras tratadas
exclusivamente com agomelatina tiveram um pico expressivamente menor, quando

comparadas aos outros trés grupos que receberam o estimulo (Figura 14 — B).
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Figura 14: Mobilizagdo intracelular de calcio estimulada por &cido araquidénico em amostras incubadas
com luzindole apresentado em (A) concentragéo intracelular final de calcio em PL (n=06) e (B) curva
representativa do ensaio. Valores expressos em média + SEM. As diferencas estatisticas estdo
representadas da seguinte forma:** p<0,01 vs. Ethanol; *** p<0,001 vs. Ethanol; ### p<0,001 vs.
Arachidonic Acid 300 uM; && p<0,01 vs. Agomelatine 2 uM; &&& p<0,001 vs. Agomelatine 2uM

Reproduzindo o padréo observado nos ensaios de agregacao plaquetaria, o 4-P-
PDOT, por si so, foi capaz de reduzir os niveis de célcio intracelular de amostras que
foram incubadas com este antagonista. A agomelatina também promoveu um efeito
semelhante, logo, as amostras tratadas tanto com o agonista melatoninérgico quanto com
0 4-P-PDOT - ou ambos — se mostraram equivalentes aquelas que receberam o veiculo
exclusivamente. Por tanto, o grupo que foi somente estimulado apresentou concentracédo
intracelular de célcio 25 vezes maior do que 0s outros presentes neste experimento
(Figura 15 - A).

Como era de se esperar, a mobilizacdo de calcio intracelular apds estimulo
agregante foi acentuada somente no grupo que ndo recebeu o tratamento prévio com o

agonista e/ou antagonista melatoninérgico (Figura 15 — B).
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Figura 15: Mobilizagdo intracelular de célcio estimulada por 4cido araquidénico em amostras incubadas
com 4-P-PDOT apresentado em (A) concentracdo intracelular final de célcio em PL (n=06) e (B) curva
representativa do ensaio. VValores expressos em média £ SEM. As diferengas estatisticas estdo representadas

da seguinte forma: **** p<0,0001 vs. Ethanol; ##### p<0,0001 vs. Arachidonic Acid 300 uM

Repercutindo o mesmo principio identificado nos ensaios de agregacédo
estimulada por colageno, a utilizagéo de luzindole nfo impediu a acio da agomelatina. E
notavel a reducdo das concentragdes de calcio intracelular dos grupos incubados com o
antidepressivo em comparacao aos apenas estimulados ou tratados com luzindole (Figura
16 - A).

Da mesma forma, o grafico que mostra a mobilizacéo de calcio intracelular apos
estimulo corrobora com o que foi descrito anteriormente: as amostras que receberam
agomelatina, independente da utilizacdo concomitante de luzindole, apresentaram picos
menores no influxo de célcio quando comparadas as apenas estimuladas ou incubadas

com o antagonista (Figura 16 — B).
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Figura 16: Mobilizacéo intracelular de calcio estimulada por colageno em amostras incubadas com luzindole
apresentado em (A) concentragdo intracelular final de célcio em PL (n=06) e (B) curva representativa do

ensaio. Valores expressos em média £ SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas da seguinte forma:
** p<0,01 vs. Ethanol; **** p<0,0001 vs. Ethanol; #### p<0,0001 vs. Collagen 3 pg/mL; && p<0,01 vs.
Agomelatine 100 pM
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Inusitadamente, o 4-P-PDOT foi capaz de reduzir a concentracdo de célcio
intracelular. Ao comparar os valores do grupo apenas estimulado com os demais, isto &,
amostras que receberam somente o veiculo e aquelas que foram tratadas com agomelatina
e/ou 4-P-PDOT, € perceptivel que os niveis do primeiro sao mais altos que os do restante.
Em compensacdo, os grupos tratados e o que recebeu apenas o veiculo etanol

apresentaram valores semelhantes (Figura 17 — A).

De maneira igualmente curiosa, o grafico de mobilizacdo de calcio apds estimulo
demonstra que as amostras com 4-P-PDOT atingem um pico maximo maior do que as
que receberam agomelatina, entretanto, h4 um decréscimo progressivo da concentracao

no decorrer do ensaio (Figura 17 — B).
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Figura 17: Mobilizagdo intracelular de célcio estimulada por colédgeno em amostras incubadas com 4-P-PDOT
apresentado em (A) concentracao intracelular final de calcio em PL (n=06) e (B) curva representativa do ensaio.
Valores expressos em média + SEM. As diferencas estatisticas estéo representadas da seguinte forma: ** p<0,01
vs. Ethanol; **** p<0,0001 vs. Ethanol; ### p<0,0001 vs. Collagen 3 pg/mL

Considerado o fator determinante para a ativacao plaquetaria, a mobilizacédo de
calcio em plaquetas tem inicio a partir da ativacdo da fosfolipase C (PLC), hidrolisando
0 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2) para inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG). A liberacdo do célcio estocado é mediada pelo IP3, bem como a
proteina STIM1, encontrada no sistema tubular denso (DTS) de plaquetas, sendo esta
considerada como um “sensor” dos niveis de Ca?* intraplaquetarios. Apds o esgotamento
dos estoques de calcio intracelular, ocorre a interagcdo da STIM1 com o canal Orai 1,
resultando na sua abertura e, consequentemente, no influxo denominado store-operated
Ca?* entry (SOCE). Outros fendmenos responsaveis pelo influxo de célcio intracelular ja
identificados ocorrem ou a partir da ativacéo dos receptores PX21, que dependem de ADP

ou ATP — receptor-operated Ca?* entry (ROCE) — ou de second messenger-operated
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Ca®* entry (SMOCE) ativados pela fosfoquinase C (PKC) e tirosina quinase src. Estes
sdo chamados de entrada de célcio ndo-SOCE (22,25,94).

De maneira contraria aos dados supracitados, Kumari (2011) demonstrou que a
melatonina, em concentragdes maiores que 100 uM, foi responsavel pelo aumento da
concentracdo intracelular de calcio em plaquetas inativas, bem como a potencializac¢éo do
influxo de célcio estimulado por trombina 1 U/mL. Neste estudo, notou-se, também, que
o efeito da melatonina sobre plaquetas foi abolido na presenca do luzindole, indicando

que a acdo sobre o influxo de célcio era dependente dos receptores melatoninérgicos (75).

Apesar de controverso, a acao inibitéria observada com a utilizacdo de
agomelatina € condizente com o que foi obtido nos ensaios de agregacao plaquetaria, uma
vez que o influxo e mobilizacdo de célcio intraplaquetarios sdo tidos como principais
responsaveis pela ativacdo e passagem do estado inativo das plaquetas para um de pro-

coagulacao (17).

Quantificacdo de AMPc e GMPc intracelulares
Quando comparadas as amostras que receberam somente o veiculo, o grupo

tratado com agomelatina apresentou aumento dos niveis de AMPc. Curiosamente, as
amostras incubadas com luzindole também apresentaram este mesmo padrdo de
diferenciacdo, enquanto a associacdo do agonista e antagonista em uma mesma amostra

extinguiu esta disparidade (Figura 18 — A).

Reiterando os interessantes resultados que vinha apresentando, a presenca de 4-P-
PDOT, por si s0, foi capaz de induzir o aumento expressivo das concentra¢ées de AMPc
em comparagdo com as amostras que continham apenas o veiculo ou as que foram
exclusivamente estimuladas por &cido araquidénico. Da mesma forma, a combinacéo
deste antagonista com a agomelatina manteve os elevados valores, ao passo que a
incubacdo somente com o antidepressivo exibiu o mesmo perfil, porém em escala
reduzida (Figura 18 - B).

Em relacdo a quantificacdo de GMPc intracelular em plaquetas estimuladas com
acido araquidonico, ndo foram detectadas diferencas relevantes entre os valores expressos

pelos grupos (Figura 18 — C e D).
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Figura 18: Quantificacdo de nucleotideos ciclicos intracelulares em amostras estimuladas por 4cido araquiddnico
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p<0,01 vs. Arachidonic Acid 300 uM; #### p<0,0001 vs. Arachidonic Acid 300 uM

Diferentemente do que foi observado nos ensaios onde o estimulo utilizado foi o
acido araquiddnico, amostras estimuladas com colageno e incubadas previamente com
agomelatina e/ou antagonistas de receptores melatoninérgicos ndo apresentaram

diferencas significantes nas concentracdes de nucleotideos intracelulares (Figura 19 — A,
B, CeD).
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H& décadas, os nucleotideos ciclicos — AMPc e GMPc — sdo conhecidos
mecanismos de inativacdo plaquetaria, estando intimamente relacionados a compostos

liberados pelo endotélio integro, como prostaglandina I2 (prostaciclina) e éxido nitrico.

A partir da ativacdo de receptores acoplados a proteina G presentes na superficie
plaquetaria, como, por exemplo o PAR-1, P2Y1, e o2-adrenérgicos, ocorre a supressao
da atividade da adenilato ciclase, resultando na diminuicéo dos niveis de AMPc presentes
no citosol da plaqueta e, ap6s a inibicao da fosfoquinase (PKA) dependente de AMPc, ha
blogueio da fosforilagdo de fosfoproteina estimulada por vasodilatador (VASP) e,
consequentemente, ativacdo da integrina allbp, responsdvel pela ligacdo plaqueta-
plaqueta pelo intermédio do fibrinogénio . O mesmo mecanismo de sinalizagdo é

observado na via do GMPc, cuja enzima envolvida é a guanilato ciclase (91,95).

E interessante ressaltar que a ativagio dos receptores melatoninérgicos, tanto M T
quanto MT>, canonicamente promove a reducdo do AMPc, uma vez que estes receptores

séo do tipo GPCR. Fundamentado neste conceito, os resultados encontrados no presente
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estudo parecem incongruentes, entretanto hd um didlogo com os fendmenos detectados
nos experimentos de mobiliza¢do de célcio: ha relatos na literatura de que a liberacéo de
Ca2* é inibida pela presenca de proteinas fosforiladas por quinases dependentes de AMPc
(96,97). Corroborando com a associa¢do acima, um estudo conduzido com voluntarios
que receberam melatonina via oral demonstrou que houve aumento nos niveis
plasméticos de GMPc e AMPc ap6s o tratamento. Entretanto, o mecanismo que

desencadeou tal fato ndo foi elucidado (98).

Medida de adesdo plaquetéaria estatica
Os resultados obtidos nos ensaios de agregacao estatica ao fibrinogénio confluem,

de certa forma, com o compilado de dados dos ensaios anteriores: a utilizacdo de
agomelatina, logo na concentracdo 2uM, foi capaz de promover redugdo na adesao em,
aproximadamente, 30% quando comparada com as amostras que receberam somente o

etanol.

Foi observado que a utilizacdo do luzindole bloqueia o efeito inibitério do
antidepressivo, tornando a adesao semelhante ao grupo veiculo (Figura 20 — A), ao passo
que a incubacdo, exclusiva ou ndo, com 4-P-PDOT reduz em cerca de 22% a adesdo
(Figura 20 — B).
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Figura 20: Adesdo plaquetéria estatica ao fibrinogénio de amostras incubadas com agomelatina 2 uM
PL (n=08) (A) concomitantemente incubadas com luzindole e (B) concomitantemente incubadas com 4-
P-PDOT. Valores expressos em média + SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas da seguinte
forma: *** p<0,001 vs. Ethanol; **** p<0,0001 vs. Ethanol; #### p<0,0001 vs. Agomelatine 2 uM

Apesar de ter demonstrado potente ac¢ao inibitdria que nos ensaios pregressos, a
agomelatina, na concentracdo 100 UM, reduziu a adesdo plaquetaria ao fibrinogénio em
30% em comparagao as amostras incubadas somente com etanol, ou seja, 0 mesmo

efeito observado com a menor concentragéo do antidepressivo.
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A utilizacdo dos antagonistas melatoninérgicos concomitantemente a droga

investigada ndo impediram sua acéo inibitéria (Figura 21 — A e B).
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Figura 21: Adesdo plaquetéria estatica ao fibrinogénio de amostras incubadas com agomelatina 100 uM
PL (n=08) (A) concomitantemente incubadas com luzindole e (B) concomitantemente incubadas com 4-P-
PDOT. Valores expressos em média £+ SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas da seguinte
forma: **** p<0,0001 vs. Ethanol; #### p<0,0001 vs. Agomelatine 100 uM; $$$$ p<0,0001 vs. Luzindole
10 pM / 4-P-PDOT 10 pM
No que se refere ao ensaio de adesdo ao colageno, a agomelatina 2uM apresentou
acao mais discreta, sendo capaz de inibir somente 5% deste fendbmeno em relacdo as

amostras veiculo.

Em compensagdo, o luzindole conseguiu reverter esta inibi¢do, tornando este

grupo semelhante ao que recebeu somente o etanol (Figura 22 — A).

O 4-P-PDOT reduziu a adesédo ao colageno, inibindo este acontecimento em 15%
quando comparado ao grupo veiculo. Essas amostras também se diferenciaram do grupo

tratado exclusivamente com agomelatina (Figura 22 — B).
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Figura 22: Adesdo plaquetéaria estatica ao colageno de amostras incubadas com agomelatina 2 pM
PL (n=08) (A) concomitantemente incubadas com luzindole e (B) concomitantemente incubadas
com 4-P-PDOT. Valores expressos em média + SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas
da seguinte forma: ** p<0,01 vs. Ethanol; **** p<0,0001 vs. Ethanol; ## p<0,01 vs. Agomelatine
2 uM
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A utilizacdo da maior concentracdo de agomelatina promoveu reducéo de 30% da
adesdo estatica ao colageno, independente da presenca de luzindole ou 4-P-PDOT
(Figura 23— A e B).
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Figura 23: Adesdo plaquetaria estética ao coldgeno de amostras incubadas com agomelatina 100 pM
PL (n=08) (A) concomitantemente incubadas com luzindole e (B) concomitantemente incubadas com
4-P-PDOT. Valores expressos em média + SEM. As diferengas estatisticas estdo representadas da
seguinte forma: **** p<0,0001 vs. Ethanol; #### p<0,0001 vs. Agomelatine 100 uM; $$$$ p<0,0001
vs. Luzindole 10 pM / 4-P-PDOT 10 uM

O ensaio de adesdo estatica baseia-se no principio de que a enzima fosfatase &cida
é liberada dos lisossomos e entra em atividade a partir das oscilagdes de célcio
intracelular, servindo como medida indireta para a ativacdo plaquetaria (99,100). Os
resultados encontrados no presente estudo, condizente com o que foi descrito nos
experimentos de mobilizagdo de Ca?*, sugerem que a ativacdo dos receptores
melatoninergicos, especialmente do MT2, modulam negativamente a ativacdo de

plaquetas.

Determinagdo das mudangas de conformagdo de integrina GPIIb/IIla (ollbp)
A ativacdo da integrina allbp, tanto em ensaios utilizando o acido araquidénico

quanto o colageno como estimulo, ndo foi consideravelmente impactada pela presenca de
agomelatina, independente da concentragdo. De forma geral, todas as amostras deste
experimento que receberam o estimulo agregante emitiram fluorescéncias semelhantes

entre si, entretanto diferentes do grupo que continha apenas o etanol (Figura 24 — A e B).
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Figura 24: Integrina GPIIb/IlIa (allbp) ativada, representada pela fluorescéncia média de PAC-1 em PL (n=06)
(A) estimuladas com &cido araquidénico e (B) estimuladas com colageno. Valores expressos em média + SEM.
As diferengas estatisticas estdo representadas da seguinte forma: **** p<0,0001 vs. Ethanol

As GPs sdo encontradas em dois estados de afinidade: baixa e alta afinidade, as
quais s@o definidas pelas alteracbes de fosforilacdo dos seus dominios citoplasmaticos.
Dentre as GPs mais notaveis, a allbp3 (GP IIb-Illa), cujo mecanismo de funcionamento
¢ amplamente explorado na literatura, age através da ligacdo majoritaria com o
fibrinogénio ou, em menor grau, fator de von Willebrand (VWF), promovendo a ponte
entre plaquetas ja ativadas, culminando na agregacdo plaquetaria e, consequentemente,
na formacdo do agregado plaquetéario.

A mudanca de conformacdo das integrinas é um fendmeno complexo,
intimamente relacionada a outros eventos, como adesdo e agregacdo plaquetaria. Este
evento surge a partir da sinalizacdo bidirecional, processo vital para a hemostasia e
estabilizacdo do agregado plaquetario (91,101).

A sinalizacdo inside-out desta glicoproteina acontece a partir da ligacdo de um
composto estimulante & um receptor plaquetério, gerando alteragdes estruturais na cadeia
da integrina, especialmente através das proteinas talin e/ou kindlin. J& a forma outside-in
de sinalizacdo acontece € pela ligacdo da parte externa desta integrina ao fibrinogénio,
levando a uma cascata de sinalizacdo celular que resultardo em adesdo e agregacao
plaquetaria (23,102).
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Apesar dos impactos observados nos outros ensaios, ndo foram detectadas
alteracdes significativas na mudanga de conformagéo desta integrina em decorréncia do

tratamento com agomelatina.

Determinacéo da expressao de P-Selectina
Retomando o padrdo apresentado em outros ensaios que utilizaram o &cido

araquiddnico como estimulo, a exteriorizacao de p-selectina foi impactada negativamente
pela presenca da agomelatina. O grupo tratado com o antidepressivo apresentou
fluorescéncia equivalente ao ndo estimulado, ou seja, amostras que receberam apenas o
veiculo, a0 mesmo tempo que se diferenciou dos outros trés grupos estimulados. E
interessante ressaltar que as populag@es que receberam &cido araquiddnico, independente
da presenca de luzindole, deslocaram-se para a esquerda no histograma, ao passo que as
amostras que receberam apenas o0 agonista melatoninérgico como tratamento

mantiveram-se a direita (Figura 25 — A).

Em relacdo as amostras estimuladas por colageno, todos 0s grupos que receberam
esta proteina apresentaram médias de fluorescéncia maxima semelhantes entre si e
expressivamente aumentada em comparacdo as amostras que foram incubadas apenas

com etanol (Figura 25 - B).
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Figura 25: Expressdo de P-Selectina, representada pela fluorescéncia média de CD62P em PL (n=06)
(A) estimuladas com acido araquiddnico e (B) estimuladas com colageno. Valores expressos em média
+ SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas da seguinte forma: ** p<0,01 vs. Ethanol; ****
p<0,0001 vs. Ethanol; #### p<0,0001 vs. Arachidonic Acid 300 pM; & p<0,05 vs. Luzindole 10 uM
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A p-selectina € uma molécula com propriedades adesivas encontrada nos granulos
a de plaquetas. Apds ativagdo plaquetaria, o contetdo dos granulos é exteriorizado a partir
dos canaliculos encontrados no citosol, logo, esta proteina adesiva liga-se a
polissacarideos especificos do endotélio ou de células sanguineas adjacentes, como

monacitos, neutrofilos e dendrocitos (103).

A funcdo da p-selectina é, majoritariamente, promover a aglutinacdo celular no
sitio de lesdo, sendo também fator determinante para o tamanho e estabilidade do
agregado (104).

A reducdo da expressdo da p-selectina, somente na condicao do estimulo do &cido
araquidénico, causada pela agomelatina ndo foi acompanhada pela mudanca de
conformacédo da integrina allbB3, 0 que sugere que a droga nao impede totalmente a
formacdo de agregados plaquetarios, mas enfraquece a ligacdo e reduz a estabilidade

deste.

Modelo animal
Medida de agregacédo plaquetaria
Da mesma forma observada nos ensaios com plaquetas humanas, amostras de

plasma rico em plaguetas de camundongos isogénicos também foram suscetiveis a acao

inibitéria da agomelatina.

Quando o estimulo utilizado foi o &cido araquiddnico, a concentracdo de
agomelatina se mostrou pouco importante, uma vez que a agregacdo plaquetaria maxima
dos grupos tratados se equiparou. Estas amostras apresentaram reducdo aproximada de
50% em relacdo ao grupo exclusivamente estimulado. Diferentemente das plagquetas
humanas, 0s grupos incubados com o antidepressivo apresentaram agregacao 50 vezes

maior do gque as amostras que continham apenas o veiculo (Figura 26 — A).

A curva de agregacao deste ensaio ilustrou a proximidade entre os grupos tratados
com agomelatina, da mesma forma que confirmou que estas amostras apresentaram perfil
de agregacdo intermediario, mantendo-se entre as curvas do grupo exclusivamente

estimulado e aquele que recebeu apenas o estimulo (Figura 26 — B).
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Figura 26: Agregacdo plaquetaria em amostras de C57BL6J estimuladas por 4cido araquiddnico, PRP (n=05)
apresentada como (A) porcentagem de agregacao maxima e (B) curva de agregagao. Valores expressos em média
+ SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas da seguinte forma: **** p<0,0001 vs. Ethanol; ####

p<0,0001 vs. Arachidonic Acid 500 pM;

Diferentemente da condicdo anterior, ao utilizar coldgeno como estimulo, a
concentracdo de agomelatina foi relevante para o desfecho inibitério: as duas menores
concentracdes apresentaram valores de agregacdo maxima idénticos ao grupo somente
estimulado, enquanto, ao ser comparado com este ultimo, o plasma tratado com 100 uM

do antidepressivo teve agregacgéo reduzida em aproximadamente 65% (Figura 27 — A).

A curva de agregacdo deste experimento evidenciou o destacamento das amostras
que receberam a maior concentracdo do agonista melatoninérgico em relacéo aos outros
trés grupos estimulados, embora ainda mantivessem agregacdo super ao plasma néo

estimulado (Figura 27).
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Figura 27: Agregagdo plaquetaria em amostras de C57BL6J estimuladas por colageno, PRP (n=05)
apresentada como (A) porcentagem de agregagdo maxima e (B) curva de agregacao. VValores expressos
em média £ SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas da seguinte forma: **** p<0,0001
vs. Ethanol; #### p<0,0001 vs. Arachidonic Acid 500 pM; $$$ p<0,001 vs. Agomelatine 2 pM;
@@@ p<0,001 vs. Agomelatine 20 uM
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Em consonéncia com os procedimentos feitos em plaguetas humanas, o ensaio de
agregacdo com plasma tratado com antagonista de receptores melatoninérgicos, em

associacdo ou ndo com a agomelatina, foi conduzido com amostras de camundongos.

O resultado obtido com a utilizag&o do luzindole nos experimentos que utilizaram
0 acido araquidénico como estimulo foram idénticos aos observados com amostras
humanas: a inibicao incitada pela agomelatina foi revertida pela utilizagdo concomitante
do antagonista, entretanto, a inibi¢cdo ndo foi potente o suficiente para igualar o grupo
tratada exclusivamente com o antidepressivo as amostras nao estimuladas (Figura 28 —

A).

Complementando o que foi escrito acima, a curva de agregacdo deste ensaio
demonstrou que a populagdo que recebeu apenas o0 agonista melatoninérgico apresentou
agregacao intermediaria, com valores entre aquelas que ndo foram estimuladas e os outros

trés grupos que receberam colageno (Figura 28 — B).
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Figura 28: Agregacdo plaquetaria em amostras de C57BL6J estimuladas com &cido araquiddnico e incubadas
com luzindole apresentada como (A) porcentagem de agregagdo maxima e (B) curva de agregagdo. Valores
expressos em média £ SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas da seguinte forma: **** p<0,0001
vs. Ethanol; #### p<0,0001 vs. Arachidonic Acid 500 uM; $$$$ p<0,001 vs. Agomelatine 2 uM

Pautado no historico de acdo do 4-P-PDOT em plaquetas humanas, o experimento
com este antagonista frente amostras estimuladas com &cido araquiddnico apresentou o
mesmo padrdo: todas as amostras que foram previamente tratadas, seja com 0 4-P-PDOT
e/ou agomelatina, agregaram cerca de quatro vezes menos do que aquelas exclusivamente

estimuladas (Figura 29 — A).

As curvas de agregacéo reproduziram de maneira consistente o que foi constatado
pelo gréfico de porcentagem maxima de agregacdo. Sendo assim, € possivel observar que

a agregacdo expressiva ocorre apenas nas amostras que receberam apenas o estimulo, ao
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passo gque 0s outros grupos mantiveram agregacdes plaquetarias consideravelmente

baixas (Figura 29 — B).
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Figura 29: Agregacao plaquetaria em amostras de C57BL6J estimuladas com &cido araquiddnico e incubadas

com 4-P-PDOT apresentada como (A) porcentagem de agregacdo maxima e (B) curva de agregagdo. Valores

expressos em média £ SEM. As diferengas estatisticas estdo representadas da seguinte forma: * p<0,05 vs.

Ethanol; ** p<0,01 vs. Ethanol; **** p<0,0001 vs. Ethanol; #### p<0,0001 vs. Arachidonic Acid 500 uM

Uma vez mais, o plasma de camundongos isogénicos apresentou comportamento

semelhante ao observado em humanos: a capacidade inibitoria da agomelatina manteve-
se intacta, independente da presenca de luzindole. Ambos os grupos tratados com o
antidepressivo tiveram reducdo de, aproximadamente, 55% em relacéo tanto ao que foi
somente estimulado quanto o que também recebeu somente o antagonista (Figura 30 —

A).

No grafico contendo as curvas de agregacdo, fica nitido a distin¢do entre as duas
populacdes compostas pelos grupos luzindole e colageno versus agomelatina e luzindole
+ agomelatina. Os dois primeiros apresentam perfil de agregacdo tdo semelhantes que
suas curvas sdo praticamente indistinguiveis. O mesmo ocorre com o0s dois grupos que

contém o antidepressivo (Figura 30 — B).
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Figura 30: Agregacéo plaquetaria em amostras de C57BL6J estimuladas com coldgeno e incubadas com luzindole
apresentada como (A) porcentagem de agregagdo maxima e (B) curva de agregacdo. Valores expressos em média
+ SEM. As diferengas estatisticas estdo representadas da seguinte forma: **** p<0,0001 vs. Ethanol; #### p<0,0001
vs. Arachidonic Acid 500 pM; $$$$ p<0,0001 vs. Agomelatine 100 pM; @@ @@ p<0,0001 vs. Luzindole 10 uM
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Tal qual o experimento supracitado, os efeitos inibitérios da agomelatina
sobrepujaram o possivel bloqueio da utilizacdo do antagonista de receptor MT».. O
antidepressivo causou reducdo de 75% da agregacdo nas amostras que o receberam, em
comparagdo ao grupo somente estimulado. Da mesma forma observada em humanos, o

4-P-PDOT néo propiciou reducédo na agregacdo plaquetaria (Figura 31 — A).

Interessantemente, as curvas de agregacéo neste ensaio foram muito parecidas
com as obtidas anteriormente, com luzindole. Os dois grupos tratados com agomelatina
aparecem agrupados proximo a curva das amostras ndo estimuladas, ao passo que as
duas populagdes estimuladas restantes acumularam-se préximo ao controle positivo
(Figura 31 - B).
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Figura 31: Agregacéo plaquetaria em amostras de C57BL6J estimuladas com coldgeno e incubadas com 4-P-PDOT
apresentada como (A) porcentagem de agregacdo maxima e (B) curva de agregagdo. Valores expressos em média
SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas da seguinte forma: **** p<0,0001 vs. Ethanol; #### p<0,0001
vs. Arachidonic Acid 500 uM; $$$$ p<0,0001 vs. 4-P-PDOT 10 pM

Ja foi descrito na literatura que as plaquetas de camundongos se assemelham
estruturalmente a de humanos, exceto pelo tamanho, volume circulante e possuir maior
densidade de granulos. A presenca de enzimas como ciclooxigenase, lipoxigensase e
diversos receptores plaquetarios também ja foi descrita nestes fragmentos celulares de
roedores (83,105).

Por apresentar um padrédo equivalente ao observado nos ensaios com amostras de
plasma humano, é possivel inferir que, assim como abordado nos experimentos
anteriores, a agomelatina afeta a atividade plaquetaria, causando reducdo na agregacéo
plaquetéria. Este fendmeno parece ser dependente da ativacdo dos receptores
melatoninérgicos quando o estimulo empregado era o acido araquidénico, o que sugere
bloqueio da acdo da COX-1, ao passo que a inibicdo da agregacdo estimulada por
colageno parece ser indepentente de MT1/MTo.
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Medida de adesdo plaquetéria estatica
Seguindo o padrdo verificado em amostras humanas, a agomelatina, na

concentragdo 2 pM, foi capaz de promover reducdo na adesdo de plaquetas ao
fibrinogénio. Entretanto, é importante destacar que o efeito observado no ensaio com
amostras de C57 foi menor, promovendo reducao de apenas 10% em relacdo ao grupo
incubado apenas com o veiculo. Os outros dois grupos tratados ndo se mostraram

diferentes do restante (Figura 32 — A).

Inusitadamente, o 4-P-PDOT foi capaz de reduzir a adesdo plaquetaria em 30%,
independentemente da utilizagdo concomitante de agomelatina. Nos ensaios em humanos,
0 agonista melatoninérgico se mostrou um agente inibitério mais potente do que o
antagonista, entretanto este padrao foi oposto em plaguetas de camundongos (Figura 32
-B).
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Figura 32: Adesdo plaquetéaria estatica ao fibrinogénio de amostras incubadas com agomelatina 2 uM
PL (n=02) (A) concomitantemente incubadas com luzindole e (B) concomitantemente incubadas com
4-P-PDOT. Valores expressos em média + SEM. As diferengas estatisticas estdo representadas da
seguinte forma: * p<0,05 vs. Ethanol; ** p<0,01 vs. Ethanol; *** p<0,001 vs. Ethanol; ## p<0,01 vs.
Agomelatine 2 uyM

A maior concentracdo de agomelatina usada foi capaz de promover notavel
inibicdo da adesdo ao fibrinogénio, obtendo valores semelhantes aos observados nos
experimentos com plaquetas humanas. A utilizacdo concomitante com luzindole néo foi
capaz de impedir a acdo da agomelatina, visto que o grupo que recebeu simultaneamente
0 antagonista e 0 antidepressivo apresentou reducdo de 30% em relacdo as amostras que
receberam somente o veiculo etanol — mesma porcentagem atingida pelo grupo tratado

exclusivamente com agomelatina (Figura 33 — A).
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Ao utilizar o 4-P-PDOT como antagonista, € possivel identificar que as trés
populagdes tratadas apresentaram o mesmo decaimento de adesdo em comparagdo ao

grupo tratado apenas com veiculo (Figura 33 — B).
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Figura 33: Adesdo plaquetéria estatica ao fibrinogénio de amostras incubadas com agomelatina 100 uM
PL (n=02) (A) concomitantemente incubadas com luzindole e (B) concomitantemente incubadas com
4-P-PDOT. Valores expressos em média + SEM. As diferengas estatisticas estdo representadas da
seguinte forma: *** p<0,001 vs. Ethanol; ### p<0,001 vs. Agomelatine 100 pM; $$$ p<0,001 vs.
Luzindole 10 pM

A adesdo ao colageno ndo foi especialmente afetada pela agomelatina a 2 pM. Os
ensaios utilizando luzindole ndo apresentaram grupos diferentes entre si (Figura 34 — A).

A presenca do 4-P-PDOT nos ensaios com amostras de camundongo atuou de
maneira mais intensa do que a detectada nos experimentos com humanos. A inibicao
promovida nos grupos incubados com o antagonista de MT, foi de quase 30% em

comparagdo ao grupo que continha apenas etanol (Figura 34 — B).
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Figura 34: Adesdo plaquetaria estatica ao colageno de amostras incubadas com agomelatina 2 uM
PL (n=02) (A) concomitantemente incubadas com luzindole e (B) concomitantemente incubadas com
4-P-PDOT. Valores expressos em média + SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas da
seguinte forma: ** p<0,01 vs. Ethanol
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O padréo de adesao ao colageno nos ensaios que utilizaram a maior concentracao

de agomelatina foi semelhante ao observado em amostras humanas.

O antidepressivo, em 100 uM, foi capaz de reduzir a adesdo em cerca de 30% em
comparagdo as amostras tratadas apenas com o veiculo. O grupo que recebeu
concomitantemente luzindole e agomelatina apresentou inibicdo idéntica ao que foi

tratado exclusivamente com o agonista melatoninérgico (Figura 35 — A).

Da mesma maneira observada nos ensaios com plaquetas humanas, tanto a maior
concentracdo de agomelatina quanto o 4-P-PDOT foram capazes de inibir a adeséo ao
colageno. A associacdo destas duas drogas, entretanto, ndo potencializou o resultado

obtido individualmente (Figura 35 — B).
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Figura 35: Adesdo plaquetéria estatica ao coldgeno de amostras incubadas com agomelatina 100 pM

PL (n=02) (A) concomitantemente incubadas com luzindole e (B) concomitantemente incubadas com
4-P-PDOT. Valores expressos em média + SEM. As diferencas estatisticas estdo representadas da
seguinte forma: ** p<0,01 vs. Ethanol; **** p<0,0001 vs. Ethanol; ### p<0,0001 vs. Agomelatina
100 uM; $$$$ p<0,0001 vs. Luzindole 10 pM

Tal qual o ensaio de adesdo com plaquetas humanas, os resultados com plaquetas
lavadas de camundongos demonstraram que a ativacdo plaquetaria também foi afetada
pelo tratamento prévio com agomelatina e revertido pela presenca do luzindole, isto €,

guando a concentracdo do antidepressivo era 2uM.

E interessante ressaltar que a atividade plaquetaria de camundongos é
notavelmente maior e mais veloz do que a humana: enquanto estes roedores tém tempo
médio de sangramento de 2,5 minutos, humanos podem chegar até 7 minutos (105) .
Sendo assim, o efeito do agonista melatoninérgico, mesmo na sua menor concentracéo,
foi suficientemente capaz de promover reducdo na adesdo ao fibrinogénio, indicando o
possivel impacto da ativagdo dos receptores melatoninérgicos no controle da ativagéo de

plaguetas.
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CONCLUSAO
Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a utilizagéo da agomelatina

mostra-se promissora na prevencao de eventos cardiovasculares decorrentes da disfungéo

plaquetaria, uma vez que este antidepressivo promove reducédo da atividade de plaquetas.

Em suma, a agomelatina reduz a adesé&o ao fibrinogénio, bem como a agregacao
plaquetaria, producédo de tromboxano, mobilizacdo de célcio e expressdo de p-selectina,
todos estes induzidos por acido araquidbnico, a0 passo que aumentou 0S niveis
intracelulares de AMPc. Estes achados parecem ser dependentes de receptores MT1/MTo,
uma vez que a utilizagdo do antagonista melatoninérgico luzindole impediu as a

ocorréncia de tais fendmenos.

Os efeitos supracitados foram causados pela menor concentracéo de agomelatina
empregada nos ensaios, ou seja, 2 UM, valor correspondente a uma dose de 25mg do

medicamento ingerido via oral.

J& a maior concentracdo utilizada (100 pM) ndo pode ser atingida
terapeuticamente e se mostrou independente dos receptores melatoninérgicos, uma vez

que ndo ocorreu bloqueio de acdo com a utilizacdo concomitante do antagonista.

Por fim, os resultados gerados a partir do modelo animal demonstraram padrées
semelhantes aos observados em humanos, logo, a utilizacdo de camundongos surge como
alternativa de desenho experimental para outros estudos que pretendem investigar a acdo

dos receptores melatoninérgicos em plaquetas.
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plaquetaria frente a estimulos agregantes. Pretendemos esclarecer se este potencial efeito da Agomelatina
depende da ativacdo dos receptores melatoninérgico.

Objetivo Secundario:

Determinar se a Agomelatina modula a agregacéo plaquetaria induzida por colageno, trombina, acido
araquiddnico ou ADP com ou sem serotonina em Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e Plaquetas Lavadas
(PL); Avaliar se a modulagdo da agregacao plaquetaria causada pela Agomelatina é impedida por
antagonistas de receptores melatoninérgicos MT1 (Luzindole ou UCM871) e MT2 (4-PPDOT ou UCM924);
Avaliar se a modulagdo da agregacao plaquetaria causada pela Agomelatina € acompanhada por mudanca
na producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs); Avaliar se a modulacédo da agregagdo plaquetaria
causada pela Agomelatina € acompanhada por mudancas de conformagdo em integrinas plaquetarias
Gllb/llla; Determinar se a Agomelatina modula a adesao plaquetaria induzida por colageno, trombina, acido
araquiddnico ou ADP com ou sem serotonina em Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e Plaquetas Lavadas
(PL); Determinar se a Agomelatina modula as alteracées na concentracéo de Calcio ([Ca +2 ]i) intracelular
induzidas por colageno, trombina, acido araquidénico ou ADP com ou sem serotonina ou em Plasma Rico
em Plaquetas (PRP) e Plaquetas Lavadas (PL); Determinar por Western Blot a presenga de receptores MT1
e MT2 em plaquetas humanas.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Segundo informagdes do pesquisador.

Riscos:

Considera os riscos inerentes da pungdo venosa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

-Aluna de Mestrado: Julia Modesto Vicente; Orientador: Prof. Dr. Gabriel Forato Anhé.

-Projeto original aprovado em outubro de 2019, com coleta de dados iniciada em outubro de 2019.

-Em dezembro 2019 solicitado Emenda visando o aumento do volume da coleta de sangue dos
participantes, de 30 para 60 ml. Os pesquisadores apresentaram como justificativa, a viabilizagdo de
experimentos.

-Em 08 fevereiro 2021 solicitado nova Emenda para inclusdo de voluntarios do sexo feminino e para a
utilizacdo de outros agonistas de receptores melatoninérgicos MT1 (UCM871) e MT2 (UCM924).
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Para apreciagdo das pendéncias:

- PB_INFORMACOES_BASICAS_1481059_E2.pdf 23/12/2019: Incluso modificagdes da emenda 3 (atual).
Vide item recomendacées.

- Projeto detalhado: Os pesquisadores incluiram as alteracées relacionadas a Emenda atual.

Recomendagoées:

No Formulario informacdes Basicas do Projeto, apresentado ao CEP em 08/02/2021:

Conforme Emenda 2 no ltem "Desenho do projeto”, alterar o volume de sangue venoso coletado dos
participantes da pesquisa (de 30 para 60mL).Favor na préxima emenda que for ser submetida realizar esta
adequacéo.

A Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa (Conep), do Conselho Nacional de Saude (CNS) orienta a
adogdo 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 “ORIENTAGOES PARA CONDUGAO 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. “Orientagdes para Pesquisadores”:

- Aconselha-se a adogdo de medidas para a prevengdo e gerenciamento de todas as atividades de
pesquisa, garantindo-se as ac¢des primordiais a saude, minimizando prejuizos e potenciais riscos, além de
prover cuidado e preservar a integridade e assisténcia dos participantes e da equipe de pesquisa.

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

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

- Nos casos de ensaios clinicos, é permitida, excepcionalmente, a tramitacdo de emendas concomitantes a
implementagdo de modificagdes/alteragdes no protocolo de pesquisa, visando a
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seguranca do participante da pesquisa, assim como dos demais envolvidos no contexto da pesquisa,
evitando-se, ainda, quando aplicavel, a interrupgcdo 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 Inadequagoes:
Emenda aprovada

Consideragoes 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
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo 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 descontinuacdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apés analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagdo, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto €, somente em caso de necessidade de acdo 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 Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagées 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 aprovagao
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il
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apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma,
junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste
parecer de aprovagdo 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”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e

responsabilidade, por um periodo de 5 anos apdés o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_169998| 08/02/2021 Aceito
do Projeto 4 E3.pdf 10:40:13
Projeto Detalhado / |julia_projeto_CEP_2.pdf 08/02/2021 | JULIA MODESTO Aceito
Brochura 10:38:06 |VICENTE
Investigador
Qutros Julia_Carta_Resposta2.pdf 23/12/2019 |JULIA MODESTO Aceito
13:05:51 | VICENTE

TCLE / Termos de  |Novo_TCLE_Julia.pdf 23/12/2019 [JULIA MODESTO Aceito

Assentimento / 13:05:16 |VICENTE

Justificativa de

Auséncia

Outros PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 29/10/2019 |JULIA MODESTO Aceito

CEP_3667497.pdf 12:21:58 |VICENTE

Outros Carta_Resposta_CEP_Julia_V1.pdf 14/10/2019 |JULIA MODESTO Aceito
11:58:51 | VICENTE

Recurso Anexado AtestadoMatricula.pdf 10/09/2019 [JULIA MODESTO Aceito

pelo Pesquisador 11:31:45 |VICENTE

Folha de Rosto FolhaDeRostoJulia.pdf 05/09/2019 | JULIA MODESTO Aceito
17:11:21 _|VICENTE

Situagao do Parecer:
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Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

CAMPINAS, 11 de Margo de 2021

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador(a))
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Bairro: Bar&o Geraldo
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Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187

CEP: 13.083-887
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Anexo 2 — Certificado de aprovacdo emitido pela Comisséo de ética no Uso de Animais
A

'«f‘.\' B

UNICANMP

CEUASUNICAM?

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Estudo do efeito da Agomelatina na agregacao e adeséo de
plaquetas de camundongos, registrada com o n° §533-1/2020, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Gabriel
Forato Anhé e Julia Modesto Vicente, que envolve a produg&o, manutengao ou utilizagao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino),
encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11,794, OE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), tendo sido
aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas -
CEUA/UNICAMP, em reunido de 21/05/2020.

Finalidade:

{ } Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto:

01/08/2020 a 01/08/2022

Vigéncia da autorizagao para manipulagao animal:

21/05/2020 a 01/08/2022

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57bl6)/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo: 3§ Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / C57bi6J/Unib
No. de animais: S

ldade/Peso:

4.00 Semanas / 13.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / Iinhagem) raga:

Camundongo isogénico / C57b16J/Unib

No. de animais:

5

ldade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57bi6)/Unib

No. de animais:

3

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57b16J/Unib

No. de animais:

&

Idade/Peso:

4,00 Semanas / 13.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundaongo isogénico / C37b16J/Unib

No. de animais:

3

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / Iinhagem.l raga:

Camundongo isogénico / CS7b16)/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

S Machos

Espécie / Iinhagerﬁ/ raga:

Camundongo isogénico / C57b16J/Unib

No. de animais:

g

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo: -

5 Machos

Espécie / linhagem!/ raga:

Camundongo isogénico / C57bl6J/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57b16)/Unib

No. de animais:

Idade/Peso:

3
4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / Iinhagém[ raga:

Camundongo isogénico / C57bl6)/Unib




No. de animais: 5
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 15.00 Gramas
Sexo: 5 Machos

Espécie / Iinhagem/ racga:

Camundongo isogénico / C57bl6J/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57bl6J/Unib

No. de animais:

3

Idade/Peso:

4,00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

3 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57bl6J/Unib

No. de animais:

5

4,00 Semanas / 15.00 Gramas

Idade/Peso:

Sexo: 5 Machos

Espécie / linhagem/ raga; Camundongo isogénico / C57b16J/Unib
No. de animais: 5

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo: 5 Machos

Espécie / Iinhagemi raga:

Camundongo isogénico / C37b16)/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57bI6J/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / Iinhageh/ raga:

Camundongo isogénico / C57bI6J/Unib

5

No. de animais:
Idade/Peso: )

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo is0€énico / C357bl6J/Unib

No. de animais:

I

4,00 Semanas / 15.00 Gramas

Idade/Peso:

Sexo: ] 5 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57bl16J/Unib
No. de animais: 5

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo: 5 Machos

Espécie / linhagem!/ raga:

Camundongo isogénico / C57bl6J/Unib

No. de animais:

5

ldade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C37b163/Unib

No. de animais:

g

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C37b16J/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso.

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Camundongo isogénica / C57bl6J/Unib

Espécie / linhagem/ raga:

3

No. de ani
| ldade/Peso: 400 Semanas / 15.00 Gramas
| Sexo: 5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57b16J/Unib

No. de animais:

3

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57bI61/Unib

No. de animais:

5

ldade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

: (i
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Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57bl6J/Unib

No. de animais:

b

ldade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57bl6)/Unib

No. de animais:

S

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / Iinhageml. raga:

Camundongo isogénico / C57b16J/Unib

No. de animais:

k)

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57bl6J/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4,00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / Iinhagem/. raga:

Camundongo isogénico / C57bl6)/Unib

No. de animais:

3

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / Iinhagemlv raca:

Camundongo isogénico / C57bl6J/Unib

No. de animais:

5

4,00 Semanas / 15.00 Gramas

Idade/Peso:

Sexo: g 5 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57blo}/Unib
No. de animais: ) 5

idade/Peso:

4,00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

S Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57bl6J/Unib

No. de animais:

J

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57bl6J/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57b16J/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4,00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

S Machos

Espécie / linhagem!/ raca:

Camundongo isogénico / C57bl6J/Unib

No. de animais:

5

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Idade/Peso:

Sexo: 5 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57b16J/Unib
No. de animais: 5

Jdade/Peso: 4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo: 5 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / CS7bl6J/Unib
No. de animais: 5

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo: 5 Machos

Espécie / linhagem/ .raga:

Camundengo isogénico / C57b16J/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4,00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57bi6J/Unib

No. de animais:

3

Idade/Peso:

4,00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ .raca:

Camundongo isogénico / C57bl6J/Unib
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No. de animais: 5
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 15.00 Gramas
Sexo: 5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57bl6J/Unib

No. de animais:

S

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / Iinhageml. raga:

Camundongo isogénico / C57bl6J/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem!/ raga:

Camundongo isogénico / C57bl6)/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

S Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57b16J/Unib

No. de animais:

3

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie/ Iinhageml.raga:

Camundongo isogénico / C57b16J/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / IinhagemI:raga:

Camundongo isogénico / C57b16J/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57bl6)/Unib

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie ! linhagem/ .ra(;.a:

Camundongo isogénico / C37bl6J/Unib

No. de animais:

5

4.00 Semanas / 15.00 Gramas

Idade/Peso:
Sexo: 5 Machos
Origem: CEMIB/Unicamp

Biotério onde serao mantidos os animais:

Biotério da Farmacologia, FCM/UNICAMP

A aprovagao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagao a junto ao IBAMA,SISBIO ou CiBio e é
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 08 de junho de 2020.

<
avy Yo

Prof. Dr. V\fg bner Jos’@ %évarc
Presidente J

Pedimos atangio a0 prazo

atividades referente b este

2
‘/’/I(,Z’J»Z:?

Rosangela dos Santos
Secretaria Executiva

é 30 dias apés do i forn

ido impedic gua novos protocclos sejom submetidos,

na pigin da , arco do

disponivel
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