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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) e outras sindromes hipertensivas gestacionais (SHG) sdo responsaveis
por uma fracdo substancial da morbidade e mortalidade materna e fetal. A PE € uma doenca
de etiologia complexa, que envolve disfungdo endotelial e a ativacdo plaquetéria. Os
parametros plaquetarios tém sido estudados em inumeras condicfes patoldgicas com o auxilio
de analisadores hematoldgicos de nova geragdo, os quais fornecem pardmetros calculados
referentes as plaquetas. Ha indicios que estes parametros apresentam associacdo com a
prevaléncia de SHG, podendo se tornar importantes ferramentas no diagndstico e manejo
dessas pacientes. Assim, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar o comportamento dos
pardmetros plaquetarios nas SHG. Foram incluidas no estudo amostras de 32 mulheres ndo
gravidas e 268 gestantes, sendo 114 no grupo controle (C), 112 no grupo hipertensdo
gestacional (HG) e 42 no grupo pré-eclampsia (PE). Os parametros plaquetarios de contagem
de plaquetas por impedancia e fluorescéncia (PLT-I e PLT-F, respectivamente), plaquetécrito
(PCT), volume plaquetério médio (VPM), amplitude de distribuicdo das plaquetas (PDW),
percentual de plaquetas grandes (P-LCR) e fracdo de plaquetas imaturas (IPF% e IPF#,
porcentagem e contagem absoluta, respectivamente) foram obtidos no analisador
hematoldgico Sysmex XN-1000. Os marcadores relacionados a angiogénse sFlt-1 e PIGF
foram determinados por imunoensaios de eletroquimioluminescéncia, no analisador Cobas e
411. Os parametros PLT-I, PLT-F e PCT foram significativamente menores nas gestantes
saudaveis, quando comparadas a mulheres ndo gravidas. Nas gestantes saudaveis, PLT-I e
PLT-F foram significativamente menores no segundo e terceiro trimestre, em comparacao ao
primeiro. Na comparacao entre os grupos, PLT-I, PLT-F, PCT foram menores nos grupos HG
e PE em relacdo ao C. Ja os parametros VPM, PDW, P-LCR e IPF foram significativamente
maiores na PE e HG. Tais resultados sdo indicativos de aumento da ativacdo e do turnover
plaquetéario nas SHG. O marcador sFlt-1 apresentou-se aumentado na HG e PE, enquanto a
relacdo sFIt-1/PIGF é maior em PE em relacdo a HG e ao controle, achados caracteristicos da
disfungdo placentaria na PE. H& uma moderada correlacdo positiva entre o sFlt-1 e o0s
parametros plaquetarios VPM, PDW e P-LCR. Os parametros plaquetarios fornecem
importante informacdo sobre a ativacdo e turnover plaquetario em pacientes com diagndstico
ou suspeita de SHG. Estes marcadores possuem potencial para serem aplicados como uma
ferramenta adicional no manejo de pacientes com SHG.

Palavras-chave: hipertensdo gestacional, indices plaquetarios; PIGF; pré-eclampsia; sFlt-1.



ABSTRACT

Preeclampsia (PE) and other pregnancy hypertensive disorders (PHD) are responsible for a
substantial fraction of maternal and neonatal deaths. The physiopathology of PE is complex
and concerns endothelial dysfunction and platelet activation, which is considered a key
element in the development of PE. Platelet indices have been studied in numerous diseases.
These are provided by new generation hematology analyzers mostly without any additional
cost. There is evidence of the association between platelet indices and the incidence of PHD,
which could be helpful tools for the diagnosis and management of these patients. Thus, this
study aimed to assess the behavior of platelet indices in the PHD. 32 healthy non-pregnant
and 268 pregnant women were included in this study. 114 were in the control group (C), 112
were diagnosed with pregnancy hypertension (PH), and 42 with preeclampsia (PE). The
parameters of impedance and fluorescence platelet counts (PLT-I and PLT-F, respectively),
plateletcrit (PCT), mean platelet volume (MPV), platelet distribution width (PDW), platelet
large cell ratio (P-LCR) and immature platelet fraction (IPF% and IPF#, percentage and
absolute count respectively) were obtained with the hematology analyzer Sysmex XN-1000.
The levels of the angiogenesis-related biomarkers sFlt-1 and PIGF were measured by
electrochemiluminescence immunoassays in the Cobas e 411 analyzer. In the comparison
between groups PLT-I, PLT-F, PCT were lower for HG and PE than C, whereas VPM, PDW,
P-LCR, IPF%, and IPF# were higher for PE and HG. These results indicate increased platelet
activation and turnover. The sFIt-1 was increased in HG and PE, while the sFlt-1/PIGF was
higher for PE in comparison with HG and C. These finds are characteristic of placental
dysfunction in PE. There was a moderate positive correlation between sFlt-1 and the platelet
indices VPM, PDW e P-LCR. Platelet indices provide useful information about the platelet
activation and turnover in patients with suspect or diagnosis of PHD. These parameters can be
used as additional tools for the management of patients with PHD.

Key-words: gestational hypertension, Platelet indices; preeclampsia; PIGF; sFlt-1.
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1 INTRODUCAO

As Sindromes Hipertensivas gestacionais (SHG) sdo um grupo heterogéneo de
doencas que compreende a hipertensdo cronica, hipertenséo gestacional sem proteindria, pré-
eclampsia/eclampsia e a pré-eclampsia (PE) sobreposta a hipertenséo cronica (ACOG, 2019;
BRASIL, 2012).

A PE e outras desordens hipertensivas da gestacdo sdo responsaveis por uma fracéo
substancial da morbidade e mortalidade materna e fetal. H& importante associagdo entre estas
condigdes clinicas e um maior risco de mortalidade materna e infantil, havendo relacdo com a
severidade da PE (FOX et al., 2019; JUSTYNA et al., 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a hipertensdo gestacional é a
segunda maior causa de morte em gestantes, o que corresponde a cerca de 14% das mortes
maternas no mundo (SAMMOUR et al., 2011; SAY et al., 2014).

A PE é uma doenca de etiologia complexa, que depende de varios fatores para sua
instalacdo, dentre eles estdo a producdo e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias e
quimiocinas, o estresse oxidativo, a disfuncdo endotelial e a ativagdo plaquetaria, a qual
constitui um elemento chave na fisiopatologia da doenga (BURTON; JAUNIAUX, 2011,
KOHLI et al., 2016; REDMAN; SACKS; SARGENT, 1999; REDMAN; SARGENT, 2003;
TINNAKORN CHAIWORAPONGSA, PIYA CHAEMSAITHONG, LAMI YEO, 2014).

Durante a gestacdo, além de seus papéis na hemostasia, as plaquetas executam
também funcdes ndo hemostaticas no remodelamento vascular materno. Este processo
assegura a perfusdo placentaria adequada e a manutencdo da gestacdo. Embora as plaquetas
ndo sejam os Unicos elementos que atuam na regulacdo do remodelamento vascular materno,
anormalidades na funcdo plaquetaria durante essa etapa estdo associadas com o
desenvolvimento de doencas no periodo gestacional, como é o caso da PE. (MOSER et al.,
2019; SATO; FUJIWARA; KONISHI, 2010).

Sabe-se ainda que o aumento da ativacdo plaquetaria em gestantes pode tanto causar
como propagar processos patoldgicos em doencas relacionadas a placenta, como a PE
(MOSER et al., 2019).

Na ultima década, os parametros plaquetarios tém sido estudados em inumeras
condicBes patologicas com o auxilio de analisadores hematologicos de nova geracdo. Estes
equipamentos sdo capazes de fornecer uma série de indices calculados referentes as plaquetas,

sendo a maioria deles sem custo ou consumo adicional de reagentes. Tais parametros
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constituem possiveis ferramentas para avaliacdo de risco, diagndstico, monitoramento e
progndstico de doencas (HE et al., 2019; OMAR et al., 2018; PYO; SOHN; KANG, 2016;
VERDOIA et al., 2020; ZHANG et al., 2020).

Em relacdo ao periodo gestacional, o comportamento dos indices plaquetarios tem sido
avaliado em diversas condi¢fes, como partos prematuros, diabetes gestacional, hemorragia
pos-parto, PE e outras SHG, gestacBGes ectdpicas, restricdo do crescimento intrauterino e
abortos recorrentes (ARTUNC ULKUMEN et al., 2014; ERIKCI et al., 2008; HUANG et al.,
2020; METE URAL et al., 2014; SHAHGHEIBI et al., 2020; SITOTAW; ASRIE; MELKU,
2018; TESFAY et al., 2019; ULKUMEN et al., 2014).

Existem evidéncias de que os parametros plaquetérios apresentam padrGes distintos
nas SHG quando comparados a gestacGes saudaveis, 0 que sugere seu potencial para
aplicacdo na deteccdo, estratificacdo de risco e manejo das SHG. Os parametros de volume
plaquetario médio (VPM), amplitude de distribuicdo das plaquetas (PDW) e plaquetdcrito
(PCT) sdo os mais pesquisados, enquanto o percentual de plaquetas grandes (P-LCR) e a
fracdo de plagquetas imaturas (IPF) sdo abordados em menos estudos (BELLOS et al., 2018;
EVERETT et al., 2014; FREITAS et al., 2013; SHILPA GOPAL REDDY, 2019; TESFAY et
al., 2019; THALOR et al., 2019; UMEZULUIKE et al., 2021).

Os marcadores relacionados a angiogénse PIGF (placental growth factor) e o seu
receptor sollvel sFlt-1 (soluble FMS-like tyrosine kinase-1) sdo fatores pré-angiogénico e
antiangiogénico, respectivamente. Durante a gestacdo, ambas as moléculas sdo produzidas
pela placenta e liberadas na circulacdo materna. Estas sdo essenciais para a manutencdo da
homeostasia do endotélio vascular. O sFlt-1 se liga ao PIGF e ao seu homologo VEGF
(vascular endothelial growth factor) reduzindo a sua biodisponibilidade aos receptores nas
membranas celulares, inibindo assim, seus efeitos bioldgicos (KENDALL; THOMAS, 1993;
LECARPENTIER et al., 2016; LECARPENTIER; TSATSARIS, 2016).

Um desequilibrio entre fatores pro e antiangiogénicos esta presente na PE, o qual é
caracterizado por niveis aumentados de sFlt-1 e reduzidos de PIGF (KLEIN et al., 2016;
MAYNARD et al., 2003; YU et al., 2006).

Ainda, na PE, plaquetas ativadas podem se ligar a mondcitos, formando agregados
plaqueta-mondcito, os quais produzem sFlt-1, o que pode contribuir para a disfuncéo
endotelial e inflamacdo sistémica na doenca. (MAJOR et al., 2015).

Diante do exposto, e considerando o importante papel das plaquetas na fisiopatologia

das SHG, principalmente da PE, e a crescente relevancia dos indices plaquetarios, o objetivo
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deste estudo foi avaliar o comportamento dos pardmetros plaquetérios nas SHG (PE e HG),

correlacionando-os a marcadores relacionados & angiogénse.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SINDROMES HIPERTENSIVAS GESTACIONAIS

As SHG classificadas em cinco subtipos, sendo elas: a hipertensdo croénica,
hipertensdo gestacional (HG), PE/eclampsia e a PE sobreposta a hipertensdo crénica (ACOG,
2019; BRASIL. Ministério da Saude, 2012).

A PE e outras desordens hipertensivas da gestacdo sdo responsaveis por uma fracdo
substancial da morbidade e mortalidade materna e fetal. Ha4 importante associacdo entre estas
condigdes clinicas e um maior risco de mortalidade materna e infantil (FOX et al., 2019;
JUSTYNA et al., 2017; SUTTON; HARPER; TITA, 2018).

Segundo a OMS, a hipertensdo gestacional é a segunda maior causa de morte em
gestantes, o que corresponde a cerca de 14% das mortes maternas no mundo (SAMMOUR et
al., 2011).

A hipertensdo cronica € definida como hipertensdo diagnosticada antes das 20
semanas de gestacdo, caracterizada por pressao arterial sistélica (PAS) maior que 140 mmHg,
ou pressao arterial diastélica (PAD) maior que 90 mmHg, ou ambas, em pelo menos duas
medicBes com um intervalo de 04 horas entre elas (ACOG, 2019; BRASIL. MINISTERIO
DA SAUDE., 2012; SUTTON; HARPER; TITA, 2018).

A hipertensdo gestacional é definida como a hipertensao (PAS > 140 mmHg e/ou PAD
> 90 mmHg) que se instala ap6s a 20* semana de gestacdo, sem proteinuria ou outros sinais de
PE. (ACOG, 2019; SUTTON; HARPER; TITA, 2018) As mulheres que apresentam
hipertensdo gestacional possuem alto risco de evolucdo para PE, que pode chegar a 50%, e
estdo sujeitas ao risco de todas as complicacdes obstétricas associadas a essa condicao
(FOLK, 2018; SUTTON; HARPER; TITA, 2018).

A PE é definida como a hipertensdo (PAS > 140 mmHg e¢/ou PAD > 90 mmHg) que se
instala apds a 20® semana de gestagdo, associada a proteintria (> 300 mg/24h, ou relacdo
ureia/creatinina > 0,3 ou > 1+ em tira reativa se 0 método quantitativo ndo estiver disponivel)
e/ou sinais de comprometimento de érgdos, como: sintomas do sistema nervoso central (dor
de cabeca e/ou alteracfes visuais), edema pulmonar, trombocitopenia ou prejuizo da funcéo
renal ou hepatica (ACOG, 2019; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2012; FOLK, 2018;
SUTTON; HARPER; TITA, 2018).

A eclampsia ¢é definida como o aparecimento de convulsdes generalizadas em mulher
com qualquer quadro hipertensivo, ndo causadas por epilepsia ou qualquer outra doenca

convulsiva. Pode ocorrer durante a gestacdo, no parto e no puerpério imediato. A eclampsia
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constitui um importante causa de morte materna, principalmente em regides onde 0s recursos
de salde sdo escassos (ACOG, 2019; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2012; MALIK;
KUMAR, 2017).

A sindrome de HELLP é o quadro clinico caracterizado por hemolise (H =
“hemolysis”), elevagdo de enzimas hepaticas (EL = “elevated liver functions tests”) e
plaquetopenia (LP = “low platelets count”) € é considerada como um agravamento do quadro
de PE. A sindrome de HELLP tem sido associada com elevadas taxas de morbidade e
mortalidade materna (ACOG, 2019; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2012; SUTTON;
HARPER; TITA, 2018).

A PE sobreposta a hipertensdo cronica é caracterizada como o desenvolvimento de PE
em mulheres com hipertens&o crénica pré-existente. E a SHG com maior risco de desfechos
desfavoraveis (ACOG, 2013; SUTTON; HARPER; TITA, 2018).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

As SHG afetam 5 a 10% das gestacfes no mundo, sendo que a incidéncia de PE €
estimada em 2 a 5%. (DROGE et al., 2021; FOLK, 2018).

Em uma revisdo sistematica publicada em 2013, considerando aproximadamente 39
milhGes de mulheres em 40 paises estimou a incidéncia global da PE em 4,6% e a da
eclampsia em 1,4% (ABALOS et al., 2013).

Estima-se que a incidéncia das SHG aumentou de 16,3 milhdes para 18,1 milhdes
globalmente, com um aumento total de 10,9% entre 1990 e 2019, sendo que somente no ano
de 2019, o nimero de mortes atribuido a essas doencas foi de aproximadamente 27.830
(WANG et al., 2021).

A prevaléncia das sindromes hipertensivas durante o periodo gestacional é variavel
entre as diversas regides do mundo, possivelmente devido a fatores genéticos, ambientais,
sociais e de estilos de vida entre diferentes grupos étnicos e paises. Com relacdo a América
Latina, a prevaléncia da PE varia entre 1,8 a 7,7% (UMESAWA; KOBASHI, 2017).

No Brasil, estima-se que 10,5% das mortes maternas sejam atribuidas a PE, sendo que
nas regides Sudeste e Nordeste a incidéncia é maior, seguida do Norte, Centro-Oeste e Sul
(GOMES et al., 2020).
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Segundo a Federacdo Brasileira das Associa¢fes de Ginecologia e Obstetricia
(FEBRASGO), a PE constitui a principal causa de parto prematuro eletivo no pais
(FEBRASGO, 2017).

2.3 FATORES DE RISCO PARA PE E HG

Diversas circunstancias sdo atribuidas como fatores de risco para PE. Os principais

fatores de risco para PE estdo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 — Fatores de risco para pre eclampsia

e Idade materna >35 anos e Hipertensdo crénica
e Historico familiar de PE e Doenga renal cronica

e PE em gestacdo prévia

e Historico de trombofilia e LUpus eritematoso sistémico
o Fertilizacdo in vitro e Obesidade

e Primigesta e Diabetes gestacional

e Diabetes mellitus 1 ou 2 e Apneia do sono obstrutiva

e Gestacdo multipla (mais de um feto)

Fonte: (ACOG, 2013; BARTSCH et al., 2016; DUCKITT; HARRINGTON, 2005; FOLK, 2018)

Uma mulher tem o risco de desenvolver PE aumentado em duas a quatro vezes se
algum parente em primeiro grau teve a doenca. O risco de PE aumenta sete vezes se esta ja
ocorreu em uma gestacao anterior (DUCKITT; HARRINGTON, 2005).

Estima-se que 25 a 50% das mulheres com HG irdo desenvolver PE. (SIBAI;
STELLA, 2009) e existe uma maior chance de evolugéo para PE quando a HG se instala antes
das 32 semanas de gestacdo. Segundo o American College of Obstetricians and
Gynecologists, a incidéncia de PE sobreposta a hipertensdo crbnica varia de 13 a 40%
(ACOG, 2013).

S&o apontados como os fatores de risco mais significantes para o desenvolvimento de
PE o historico dessa doenca em gestacOes anteriores e a presenca de anticorpos
antifosfolipides (ACOG, 2020; DUCKITT; HARRINGTON, 2005).

Os fatores de risco para HG aparentam ser em geral os mesmos descritos para PE,
embora algumas diferencas sejam apontadas. Indice de massa corporea >24 e idade superior a
34 anos, diabetes mellitus gestacional sdo descritos como fatores de risco compartilhados
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entre HG e PE, enquanto que resultados controversos sao relatados para nuliparidade e doenca
renal (LI et al., 2016; ROS; CNATTINGIUS; LIPWORTH, 1998; SHIOZAKI et al., 2013).

Acredita-se que os fatores de risco em comum entre as duas doencas se dao pelo fato
que estas compartilham em parte seus mecanismos fisiopatoldgicos, enquanto que as
diferengas observadas sdo atribuidas a fatores especificos de cada doenga, embora a
fisiopatologia destas néo esteja completamente elucidada (LEWANDOWSKA et al., 2020; LI
etal., 2016; SHEN et al., 2017).

2.4 FISIOPATOLOGIA: PE E HG

Acredita-se que HG e a PE sejam processos patologicos distintos, embora 0s
mecanismos fisiopatoldgicos presentes em cada uma ndo estejam totalmente esclarecidos. No
entanto, na HG, aparentam atuar os mesmos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
hipertensdo em individuos ndo gestantes, uma vez que a hipertensdo gestacional aumenta o
risco do desenvolvimento de hipertensdo apds o periodo da gestacdo (VEST; CHO, 2014).

As mudancas hormonais que ocorrem na gestacdo levam a adaptacdes fisiologicas do
sistema cardiovascular, em que ocorre vasodilatacdo e aumento do volume plasmaético, o que
pode resultar em anemia fisioldgica por diluicdo. Como compensacdo para estes dois fatores,
a frequéncia cardiaca aumenta, e somada a expansdo de volume, resulta em aumento do
débito cardiaco. Tal adaptacdo é necessaria para assegurar a pressdo sanguinea suficiente para
a adequada perfuséo de placenta e para os tecidos da gestante (BRAUNTHAL; BRATEANU,
2019).

Embora essas adaptacdes hemodinamicas estejam presentes em todas as gestacdes
saudaveis, diferentes tipos de alteracdes cardiovasculares sdo observados na HG e na PE.
Enquanto na HG a hipertensdo arterial esta associada a disfuncdo hemodinamica central, na
PE é observada uma disfuncdo hemodindmica venosa associada a hipertensdo e outras
caracteristicas clinicas que definem a doenca. Tais diferencas sdo outro indicativo da presenca
de mecanismos fisiopatologicos distintos atuam na HG e na PE (GYSELAERS et al., 2015).

Ainda, com relacdo aos aspectos hemodinamicos, gestaces saudaveis caracterizam-se
por uma reduzida resposta vascular a angiotensina Il, enquanto que na PE existe um aumento
da sensibilidade a angiotensina Il. Uma parcela das mulheres diagnosticadas com PE pode
apresentar niveis detectaveis de anticorpos contra o receptor de angiotensina Il do tipo 1
(AT1), os quais sdo capazes de ativar tais receptores, presentes em células endoteliais,

mesangiais e da musculatura lisa. A presenca de tais anticorpos esta associada com
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hipertensdo, proteinuria, ativacdo da coagulagdo e antiangiogénese (DECHEND et al., 2005;
TINNAKORN CHAIWORAPONGSA, PIYA CHAEMSAITHONG, LAMI YEO, 2014;
WALLUKAT etal., 1999; XIA et al., 2007).

A PE ¢é uma patologia de etiologia complexa e sabe-se que a presenca da placenta, mas
ndo do feto é necessaria para que esta ocorra. A placenta, que sofre isquemia nesta condicéo,
libera fatores solUveis na circulacdo materna, os quais medeiam pelas manifestac@es clinicas
da doenca (TINNAKORN CHAIWORAPONGSA, PIYA CHAEMSAITHONG, LAMI YEO,
2014).

No desenvolvimento placentario normal, os citotrofoblastos de origem fetal invadem
as artérias espirais maternas, transformando artérias de resisténcia e pequeno calibre em vasos
de grande calibre, os quais permitem a perfusdo placentaria adequada ao desenvolvimento do
feto. Na PE este processo de invasdo vascular ocorre de forma deficiente e as artérias espirais
mantém seu pequeno calibre, o que resulta em isquemia placentaria (Figura 1)
(KARUMANCHI et al., 2005; REDMAN; SARGENT, 2005).



23

Figura 1 — Invasdo deficiente das artérias uterinas na pré-eclampsia
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Fonte: Adaptado de REDMAN; SARGENT, 2005.
Nota: (A) Desenvolvimento normal da placenta, com invasdo das artérias espirais uterinas pelos trofoblastos. (B)
Desenvolvimento anormal da placenta, com invasao deficiente das artérias uterinas na pré-eclampsia.

O estresse oxidativo € um fator importante na fisiopatologia da PE, uma vez que induz
a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas. Acredita-se que a causa para tal
estresse seja a hipoOxia resultante da conversdo deficiente das artérias espirais em vasos de
maior calibre (BURTON; JAUNIAUX, 2011; REDMAN; SARGENT, 2003; SAN JUAN-
REYES et al.,2020).

Apesar de existirem evidéncias de que gestacBes normais constituem por si s6 um
estado de ativacdo inflamatoria, sabe-se que a magnitude deste fendmeno é consideravelmente
aumentada em mulheres com PE. Os mecanismos responsaveis pela inflamacéo intravascular
na PE envolvem a liberacdo de microparticulas pelo sincicio trofoblasto, além de citocinas pré
inflamatorias e quimiocinas (MURTHI et al., 2020; REDMAN; SACKS; SARGENT, 1999;
REDMAN; SARGENT, 2003).

A disfuncdo endotelial é outro fenémeno que apresenta papel chave no contexto da

patogenia da PE, o qual se apresenta como um fendmeno posterior a inflamacéo intravascular.
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A proteinuria, importante fator diagnostico para a PE, constitui um bom exemplo de
disfungéo endotelial, uma vez que pode ser considerada manifestacdo do dano provocado ao
endotélio glomerular (ROBERTS et al., 1989; TINNAKORN CHAIWORAPONGSA, PIYA
CHAEMSAITHONG, LAMI YEO, 2014).

2.5 PLAQUETAS E PE

As plaquetas executam um papel chave na fisiopatologia da PE, sendo que a ativacao
plaquetaria, fendmeno ja evidenciado nesta condigdo, ocorre previamente a instalacdo da
doenca. Durante o processo de desenvolvimento da PE, vesiculas extracelulares patogénicas
derivadas de células endoteliais induzem o acimulo de plaguetas maternas ativadas nos leitos
vasculares placentarios, as quais sdo capazes de provocar a ativacdo do inflamassoma via
sinalizacdo purinérgica e o desenvolvimento de um estado inflamatério nas células
trofoblasticas (KOHLI et al., 2016; LOK et al., 2007; MACEY et al., 2010).

Ainda, vesiculas extracelulares derivadas de plaquetas e células endoteliais sdo
capazes de induzir um fenotipo PE-like em estudos in vivo com camundongos. Nesse estudo,
quando diferentes agentes sdo usados para inibir a funcdo plaquetaria, como aspirina, e
anticorpos anti-GPIba, o desenvolvimento das caracteristicas de PE apds a inje¢do de VE nao
ocorre, 0 que torna evidente a participacdo das plaquetas no desenvolvimento do estado pro-
inflamatdrio que ocorre nesta patologia (KOHLI et al., 2016).

A ativacdo plaquetaria € um fenbmeno evidente e bem caracterizado na PE, sendo
demonstrado pelo aumento da expressdo da P-selectina (CD62P) na superficie das plaquetas,
e também por um maior nimero microparticulas derivadas de plaquetas contendo de P-
selectina (HOLTHE et al., 2004a, 2005; MACEY et al., 2010). Plaquetas ativadas podem
interagir com leucdcitos na circulacdo por meio da ligacdo da P-selectina exposta em sua
superficie aos ligantes PSGL-1 (P-selectin ligand 1) nos leucdcitos, levando a ativacdo dessas
células, e exposicdo de fator tecidual de superficie e de CD11b/CD18, o qual se liga ao fator
Xa, contribuindo para o estado pro-coagulante e de ativacdo plaquetaria observado na PE
(BARNARD et al., 2005).

Neste contexto, ja foi demonstrado por Macey et al. (2010), que em comparacdo a
gestantes normotensas, pacientes com PE apresentam maior nimero de agregados de
mondcitos-plaquetas em sua circulacéo.

Plaquetas ativadas sdo uma importante fonte de mediadores inflamatérios na

circulacdo do espaco interviloso da placenta, podendo alterar a secrecdo hormonal pelas
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células trofoblasticas e levar a disfungdo placentaria, caracteristica de PE (FORSTNER,;
GUETTLER; GAUSTER, 2021).

Existem diferentes mecanismos envolvidos na ativacdo plaquetaria na interface
materno-fetal na PE. Entre eles, estdo a adesdo das plaquetas ao endotélio lesionado e/ou
disfuncional, deposicédo de fibrina, interacdo das plaquetas com o coldgeno exposto na matriz
extracelular, e subsequente geracdo de trombina, potente ativador plaquetério, e a liberagdo de
outros agonistas como ADP e serotonina dos granulos plaquetarios, ativando por sua vez
outras plaquetas (FORSTNER; GUETTLER; GAUSTER, 2021; KAZMI; COOPER;
LWALEED, 2011).

As plaquetas contribuem ainda para um processo de autoperpetuacdo da PE. Plagquetas
ativadas acumulam-se nos vasos sanguineos placentarios e induzem a liberacdo do mediador
inflamatdrio interleucina-1p (IL-1B) pelas células trofoblasticas, que por sua vez, é capaz de
estimular as plaquetas, as quais expressam receptores para IL-1p, resultando na manutencéo
do processo inflamatorio (BROWN et al., 2021; KOHLI et al., 2016).

2.6 PARAMETROS PLAQUETARIOS

Os parametros ou indices plaquetarios podem ser obtidos facilmente a partir de

analisadores hematoldgicos automatizados de diversos fabricantes.
O parametro PLT-I corresponde a contagem de plaquetas por metodologia de impedancia
(D’SOUZA; BRIGGS; MACHIN, 2015; SYSMEX CORPORATION, 2014). O principio da
impedancia para contagem de células baseia-se na deteccdo e medida de alteracdes na
resisténcia elétrica produzida por células que atravessam uma pequena abertura (RODAK et
al., 2019).

Nos analisadores da linha Sysmex (ex.: séries XE e XN) a contagem de plaquetas é
baseada na impedancia com foco hidrodindmico. Um grafico de distribuicdo de tamanho das
plaquetas € produzido utilizando trés limites (thresholds). Um limite é fixo em 12fL enquanto
que os outros irdo se mover para alcancar os limites inferior e superior da populacdo de
plaquetas. O limite inferior para o tamanho das plaguetas se move entre 2 e 6fL e o superior
entre 12 e 30 fL. O propdsito de tais limites é tentar distinguir plaquetas de pequenas
hemaécias, fragmentos de hemaécias ou debris no limite inferior (MICHELSON et al., 2019).

O PLT-F corresponde a contagem de plaquetas pela metodologia de fluorescéncia, realizada
em canal optico exclusivo para a contagem de plaquetas. Neste canal, as plaquetas sdo

coradas com um reagente contendo oxazina, capaz de corar componentes especificos
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plaquetérios, como mitocondrias, RNA mensageiro citosélico, o que confere a esta
metodologia elevada especificidade para plaquetas. Nos analisadores da linha Sysmex-XN,
este mesmo canal permite o célculo da fracdo de plaquetas imaturas (IPF), que corresponde as
plaquetas com maior dispersdo frontal ou forward scattering (FSC) e maior fluorescéncia
lateral ou side fluorescence (SFL) no grafico FSC x SFL, conforme apresentado na Figura 2.
O parédmetro IPF pode ser expresso em porcentagem (IPF%) ou contagem absoluta
(IPF#) (D’SOUZA; BRIGGS; MACHIN, 2015; SCHOORL et al., 2013; WADA et al., 2015).
O parametro IPF% € obtido a partir da formula abaixo, sendo que as regides de IPF e

PLT-F sdo exemplificadas na Figura 2.

Contagem de particulas na regido de IPF
IPF% = - — x 100
Contagem de particulas na regiio de PLT - F

Fonte: SYSMEX CORPORATION, 2014.

Figura 2 — Gréfico de dispersdo nos analisadores da série Sysmex-XN mostrando a diferenca na intensidade de
dispersdo frontal (FSC) e fluorescéncia lateral SFL de plaquetas imaturas (IPF) e plaquetas maduras (PLT-F).
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Fonte: SCHOORL et al., 2013.
Nota: PLT-F e IPF sdo distinguidos claramente das hemacias (RBC) e dos leucécitos (WBC).

O volume plaquetario médio (VPM) é derivado da curva de distribuicdo de plaquetas,

e nos analisadores Sysmex é calculado pela seguinte férmula:

VEM(fL) = PCT (%) X 10000
~ PLT (X 10%)/ul

Fonte: SYSMEX CORPORATION, 2014.

O parametro PDW, do inglés “plalet distribution width”, corresponde a amplitude de
distribuicdo das plaquetas, e € expresso em fentolitros (fL). Tal indice é obtido pela média da
dispersdo dos sinais durante a contagem das plaquetas por impedancia (ALI et al., 2019;
D’SOUZA; BRIGGS; MACHIN, 2015; VAGDATLI et al., 2010).
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O plaquetocrito (PCT) é o equivalente ao hematdcrito, para as plaquetas. Corresponde
ao volume ocupado por plaquetas e é relatado em porcentagem (ALI et al., 2019;
CHANDRASHEKAR, 2013). Nos analisadores da linha Sysmex € obtido a partir da
frequéncia de plaquetas durante a contagem por impedancia (SYSMEX CORPORATION,
2014).

O parametro P-LCR (platelet large cell ratio) representa o percentual de plaquetas
maiores do que 12 fL, também ¢é derivado da curva de distribui¢cdo do tamanho das plaquetas

(Figura 3) e esta relacionado a atividade plaquetaria. (ALl et al., 2019)

Figura 3 — Curva de distribuicdo de tamanho das plaquetas no analisador Sysmex XN-1000.
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Fonte: SYSMEX CORPORATION, 2014.

2.5 FATORES PRO E ANTI-ANGIOGENICOS

O fator de crescimento placentario PIGF (placental growth fator) e o seu receptor
soluvel sFlIt (soluble FMS-like tirosine kinase-1) sdo respectivamente fatores pré e anti-
angiogénicos. Durante a gestacdo, essas duas moléculas sdo liberadas na circulacdo materna
pela placenta (LECARPENTIER et al., 2016).

O PIGF é uma glicoproteina do fator de crescimento endotelial vascular, o VEGF
(vascular endotelial growth fator) sintetizada em varios tecidos, como coracgdo, cérebro,
musculo esquelético e plagquetas, mas principalmente pela placenta durante a gestacdo. Sua
concentra¢do aumenta progressivamente durante esse periodo, sendo de cerca de 20 pg/mL no
primeiro trimestre, e atingindo um maximo de 500 pg/mL por volta da trigésima semana
(LECARPENTIER et al., 2016; VERLOHREN et al., 2014).
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Com relacéo ao seu papel fisiologico, o PIGF executa um papel no desenvolvimento e
na manutencdo da vascularizagdo em diversos tecidos, atuando na migracao, proliferacéo e
sobrevida celular. (DEWERCHIN; CARMELIET, 2012).

A atividade pré-angiogénica do PIGF é mediada por sua ligacdo ao receptor de
membrana do tipo 1 do VEGF, o VEGFR-1, também chamado de Flt-1 (FMS-like tyrosine
kinase 1) (LECARPENTIER et al., 2016).

O sFIt-1 ¢ uma forma solavel do receptor de membrana Flt-1, e pode se ligar tanto ao
VEGF como ao PIGF sem induzir sinal intracelular, atuando como um inibidor para essas
duas moléculas (KENDALL; THOMAS, 1993).

O sFlt-1 é liberado por células endoteliais vasculares e também por células circulantes,
incluindo mondcitos e plaquetas. Além disso, é liberado pelo tecido trofoblastico placentario
na circulacdo materna durante a gestacdo, em concentragdes crescentes de 500 pg/mL durante
0 primeiro trimestre até 2000 pg/mL no terceiro (VERLOHREN et al., 2014).

Um desequilibrio entre fatores pr6 e anti-angiogénicos (Figura 4) tem sido observado
em pacientes com PE, o qual é caracterizado pelo aumento dos niveis de sFlt-1e reducdo dos
niveis de PIGF (KLEIN et al., 2016; MAYNARD et al., 2003; YU et al., 2006).

Figura 4 — Papel do sFlt-1 e do PIGF no desenvolvimento da pré-eclampsia.

Célula endotelial
vascular
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+ Baixa relagdo sFlt1/PIGF
* Endotélio saudavel
+ Gesta¢do normal

* Alta relagdo sFIt1/PIGF
« Disfungdo endotelial
* Pré-ecldmpsia

Fonte: Adaptado de BENZING, 2016.

Sabe-se ainda que plaquetas ativadas de mulheres com PE sdo capazes de ligar-se a
monocitos, gerando agregados de plaquetas e mondcitos, os quais produzem sFlt-1,

contribuindo para a disfuncéo endotelial e resposta inflamatoria na PE (MAJOR et al., 2015).
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A razdo sFIt-1/PIGF reflete o equilibrio angiogénico na PE, a qual se apresenta
aumentada nesta condicdo, e esta relacionado com a severidade da doenca (KLEIN et al.,
2016; LECARPENTIER; TSATSARIS, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o comportamento dos parametros plaquetarios e sua relacdo a marcadores

relacionados a angiogénese nas sindromes hipertensivas gestacionais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar os valores dos parametros plaquetarios entre gestantes saudaveis e mulheres
ndo gravidas.

e Avaliar o comportamento dos parametros plaquetarios entre os trés trimestres em
gestantes saudaveis.

e Determinar os valores dos parametros PLT-I, PLT-F, PCT, VPM, PDW, P-LCR, IPF#
e IPF% em pacientes diagnosticadas com HG e PE, avaliando o impacto dessas
doencas nos valores dos pardmetros plaquetarios, em comparacdo com gestantes
saudaveis.

e Avaliar a concordancia entre as metodologias de contagem de plaquetas por
impedancia (PLT-I) e fluorescéncia (PLT-F) em pacientes gestantes.

e Auvaliar os niveis dos marcadores relacionados a angiogénese sFlt-1 e PIGF em
gestantes saudaveis e com SHG.

¢ Realizar analise de curvas ROC (receiver operator characteristic) para 0s parametros
estudados para a deteccao de pré-eclampsia.

e Auvaliar a associacdo entre caracteristicas clinicas das gestantes (idade superior a 35
anos, primigesta, histérico de aborto) com o diagnostico de HG e PE.

e Auvaliar a associacdo entre alteracdes nos parametros plaquetarios com o diagnéstico
de PE.

e Verificar a associacdo entre os parametros plaquetarios e os niveis de sFlt-1, PIGF e
relagdo sFlt-1/PIGF.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

A presente pesquisa foi um estudo observacional analitico transversal.

4.2 PACIENTES

Foram incluidas neste estudo pacientes do sexo feminino, incluindo mulheres nédo
gestantes em idade fértil e gestantes, atendidas no do Hospital Universitario da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, nos setores de Ambulatério, Pronto Atendimento Obstétrico e
Clinica Obstétrica.

O periodo da coleta foi de marco de 2019 a junho de 2021.

As mulheres gestantes foram dividas nos grupos controle (C), hipertensdo gestacional
(HG) e pré-eclampsia (PE).

Os critérios de exclusdo para as pacientes gestantes foram: ocorréncia de febre na
semana anterior a coleta de sangue, doencas crbnicas (exceto hipertensdo), ocorréncia de
sangramentos no inicio da gestacdo, uso de antibioticos, uso de anticoagulantes, doencas
infecciosas, tabagismo, alcoolismo, gestacGes gemelares, gestacbes ectopicas, gestacbes com
mas formacdes embrionarias.

As amostras de mulheres ndo gestantes incluidas no estudo foram obtidas a partir de
consultas médicas para exame admissional para a equipe de colaboradores do Hospital
Universitario. A coleta de sangue para realizacdo de hemograma fazia parte da conduta
médica para todos os exames admissionais. Foram incluidas mulheres entre 18 e 49 anos. Os
critérios de exclusdo foram: doencas agudas ou cronicas, gravidez, histérico de alcoolismo,
tabagismo, uso de qualquer medicamento que possa afetar o numero ou a funcdo plaquetaria.

Os critérios usados para o diagnostico das SHG nas pacientes envolvidas neste estudo
baseiam-se nas defini¢cbes do Ministério da Saude em seu manual técnico para gestagdes de
alto risco, e do American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG), conforme
descrito no Quadro 2 (ACOG, 2019; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2012).
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Quadro 2— Critérios Diagnosticos para PE segundo o Ministério da Salde e o American College of Obstetricians
and Gynecologists.

Hipertensao:
PAS > 140 mmHg e/ou
PAD > 90 mmHg, e

Proteinaria
> 300mg/24h,
ou relagdo ureia/creatinina > 0.3,

ou > 1+ em tira reativa (somente se 0 método quantitativo ndo estiver disponivel)

Na auséncia de proteindria:
Trombocitopenia: contagem de plagquetas < 100x10%L, ou
Insuficiéncia renal: creatinina sérica > 1,1 mg/dL ou dobrar a concentracdo sérica de
creatinina na auséncia de outra doenga renal, ou
Prejuizo da fungdo hepética: elevagdo nos niveis séricos das transaminases hepaticas para o
dobro da concentracdo normal, ou
Edema pulmonar,
Dor de cabega ndo responsiva a medicacdo e ndo associada a diagnésticos alternativos
Sintomas visuais

Fonte: (ACOG, 2019; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2012).
Nota: PAS, pressao arterial sistolica; PAD, pressao arterial diastdlica.

A HG foi definida como hipertensdo (PAS > 140 mmHg e/ou PAD > 90 mmHg) que
se desenvolve apds as 20 semanas de gestacdo, sem proteindria ou outros sinais de PE.

As informacdes referentes ao diagnostico das pacientes incluidas no estudo foram
obtidas por meio de acesso aos prontudrios eletrénicos.

O presente estudo ndo ofereceu risco as pacientes envolvidas, uma vez que 0S
resultados dos parametros plaquetarios sdo fornecidos automaticamente durante a realizacdo
dos hemogramas pelo analisador hematoldgico automatizado. A coleta dos dados ficou
restrita as pacientes que tiverem solicitacdo médica para realizacdo do hemograma, ou
analises bioquimicas em amostras de soro. Assim, ndo foram realizadas coletas de sangue

adicionais com exclusivo fim de realizacdo da pesquisa.
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4.3 ETICA

A presente pesquisa foi desenvolvida em concordancia com a Declaragéo de Helsinki
e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa sob

0 nimero 3.591.154. A copia do parecer consubstanciado esta apresentada no ANEXO 1.

4.4 DADOS CLINICOS

Nos prontudrios no sistema GSUS (http://www.gsus.saude.pr.gov.br) foram coletados
dados clinicos das pacientes como idade materna (IM), idade gestacional (IG), nimero de
gestacdes prévias, historico de aborto, diagnosticos e uso de medicamentos.

Os dados de diagndsticos foram usados para a classificacdo das pacientes nos grupos e
para verificar a presenga de doengas presentes nos critérios de exclusao.

A informagéo referente ao uso de medicamentos foi utilizada para estabelecer se havia
0 uso de antibidticos, anticoagulantes ou qualquer outro medicamento que poderia afetar a
funcdo plaquetaria.

Drogas associadas & trombocitopenia incluem: heparina, quinina, quinidina,
sulfonamidas, rifampicina, penicilina, vancomicina, sais de ouro, procainamida, &cido
valpréico, carbamazepina, cloritiazida, abciximabe, tirofibana e eptifibatide (MICHELSON et
al., 2019).

Drogas que afetam a funcdo das plaquetas incluem: aspirina e outros anti-
inflamatérios ndo esteroidais (ex.: naproxeno, ibuprofeno), antagonistas dos receptores de
ADP (ex.: clopidogrel, prasugrel, ticagrelor), antagonistas de GPlIbllla (abciximabe,
tirofibana, eptifibatide), anticoagulantes orais diretos (rivaroxabana, apixabana, edoxabana),
agentes antimicrobianos (penicilinas, cefalosporinas, nitrofurantoina, hidroxicloroquina,
miconazol), drogas que agem no sistema cardiovascular (propranolol, nitroprussiato,
nitroglicerina, furosemida, bloqueadores dos canais de calcio) e psicotropicos (antidepressivos
triciclicos, fenotiazinas, inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina) (MICHELSON et
al., 2019).
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4.5 AMOSTRAS

Para a determinacdo dos parametros plaquetarios, foram utilizadas amostras de 2 a 4
mL de sangue venoso, em tubos contendo o anticoagulante EDTA-K: (BD Vacutainer,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA). Apés a coleta, as amostras foram mantidas em
temperatura ambiente e analisadas em até duas horas, visando minimizar a interferéncia do
EDTA sobre os parametros plaquetarios (HARRISON; GOODALL, 2016).

Para a medida dos parametros sorolégicos sFlt-1 e PIGF, foram utilizadas amostras de
soro, obtidas por puncdo venosa, com volume aproximado de 5 mL, coletadas em tubos
contendo gel separador. As amostras foram centrifugadas a 3.200 rpm por 10 minutos para a
obtencdo de soro, transferidas para tubos de polipropileno com capacidade de 1,5 mL e

congeladas a -20°C até o momento das analises.

4.6 PARAMETROS PLAQUETARIOS

Para a obtencdo dos parametros plaquetarios, as amostras foram submetidas a analise
completa para hemograma com contagem de plaquetas fluorescente (CBC+DIFF+PLF-F)
pelo analisador hematoldgico automatizado Sysmex XN-1000 (Sysmex Corporation, Kobe,
Japan).

Os parametros analisados foram:

Contagem de plaquetas por metodologia de impedancia: PLT-I, expresso em contagem
absoluta por microlitro de sangue (x10%/uL);

Contagem de plaquetas metodologia de fluorescéncia: PLT-F, expresso em contagem absoluta
por microlitro de sangue (x10%/uL);

Volume plaquetario médio: VPM, expresso em fL;

Amplitude de distribuicdo das plaquetas: PDW, expresso em fL;

Plaquetdcrito: PCT, expresso em porcentagem;

Percentual de plaquetas grandes (volume maior que 12fL): P-LCR, expresso em porcentagem;
Fracdo de plaquetas imaturas: percentual (IPF%) e contagem absoluta por microlitro de
sangue (x10%/uL) (IPF#).

Foram utilizados diariamente trés niveis (baixo, normal e alto) de controle de

qualidade interno XN CHECK (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) durante todo o periodo das
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andlises. Todos os resultados obtidos se apresentaram dentro dos intervalos especificados pelo
fabricante.

As amostras cujos resultados obtidos ao final da analise pelo equipamento Sysmex
XN-1000 apresentaram o alerta (‘flag’) indicando a presenca de possiveis agregados
plaquetérios (‘platelet clumps’?) ou o sinal de asterisco (*) ao lado do resultado de qualquer
um dos parametros plaquetarios, indicando a presenca de interferentes, foram excluidas do

presente estudo.

4.6.1 Equipamento Sysmex XN-1000

O equipamento Sysmex XN-1000 (Figura 5) é um analisador hematoldgico
automatizado de nova geracdo, com capacidade de analisar até 100 amostras por hora.

O sistema permite a identificacdo e contagem de células (hemacias, leucdcitos,
plaquetas e outras células) presentes em amostras de sangue total e de liquidos biolégicos. De
acordo com as instrucfes para uso do equipamento, o volume de sangue total aspirado por
amostra é de 88 pL (SYSMEX CORPORATION, 2014).

O sistema elétrico do instrumento contém uma unidade de controle de valvulas e um
sistema hidraulico, responsavel pelo controle do fluxo de amostras, reagentes e descarte de
residuos no equipamento.

Os sinais recebidos em cada detector no equipamento sdo convertidos em sinais
digitais, que sdo entdo submetidos a um processamento aritmético para a obtencdo dos

parametros estudados.

Figura 5 — Analisador hematolégico automatizado Sysmex XN-1000

»
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-

Fonte: Sysmex Corporation, 2022.
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4.6.2 Reagentes para 0s parametros plaquetarios

Os reagentes utilizados para a determinacdo dos parametros plaquetarios
compreendem aqueles utilizados para a contagem de plaquetas pelas metodologias de
impedancia e fluorescéncia.

O reagente CELLPACK DCL (Sysmex America, Lincolnshire, IL, United States) € um
diluente para sangue total utilizado em analisadores hematologicos da linha Sysmex. E
utilizado para determinacdo do tamanho (volume) das hemacias e plaquetas por focalizacao
hidrodinamica. Com o uso de tal reagente sdo determinados os parametros PLT-I, PCT, VPM,
PDW e P-LCR.

Os reagentes CELLPACK DFL e Fluorocell PLT (Sysmex America, Lincolnshire, IL,
United States) sdo utilizados de forma combinada para a analise de plaquetas pelo método de
citometria de fluxo utilizando um laser semicondutor. Tais reagentes, combinados, permitem
a determinacdo dos parametros PLT-F, IPF% e IPF#, conforme descrito na secdo ‘2.4
PARAMETROS PLAQUETARIOS”.

4.7 MARCADORES RELACIONADOS A ANGIOGENSE sFlt-1 e PIGF

Os parametros sFlt-1 e PIGF foram determinados por imunoensaios de
eletroquimioluminescéncia, Elecsys sFlt-1 e Elecsys PIGF (Roche Dignostics, Mannheim,
Germany) no analisador Cobas e 411 (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland).

O equipamento Cobas e 411 (Figura 6) é um analisador automatizado multicanal para
ensaios imunoldgicos pela tecnologia de eletroquimioluminescéncia.

A eletroquimioluminescéncia envolve a geracao de espécies na superficie de eletrodos,
as quais sofrerdo reacdes de transferéncia de elétrons para formar estados excitados capaz de

emitir luz, que sera mensurada por um detector. (RICHTER, 2004)
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Figura 6 — Analisador Cobas e 411.

Fonte: Roche Diagnostics, 2022.

No analisador Cobas e 411 os testes para determinagédo de sFlt-1 e PIGF ocorrem de
maneira semelhante, em um imunoensaio do tipo sanduiche, conforme as etapas descritas
abaixo:

Primeira incubagdo: 20pL e 50 puL de amostras de soro, para sFlt-1 e PIGF, respectivamente,
sdo incubados com anticorpos monoclonais especificos marcados com um complexo de
ruténio (Tris(2,2"-bipiridil) ruténio (11)-complexo (Ru(bpy)s**) para cada um dos marcadores, para
formar complexos do tipo sanduiche;

Segunda incubacdo: Apos a adicdo de microparticulas recobertas com estreptavidina, 0s
complexos comecam a se ligar a fase sélida do ensaio via interacdo entre biotina e
estreptavidina.

A mistura de reacdo é entdo aspirada para o interior da célula de medicdo, onde as
microparticulas sdo magneticamente capturadas no interior de um eletrodo. Substancias ndo
ligadas s@o removidas por uma etapa de lavagem. A aplicacdo de uma voltagem ao eletrodo
induz a emissao de quimioluminescéncia, a qual € medida por um fotomultiplicador.

Os resultados sao determinados via uma curva de calibracdo especifica do instrumento, gerada
por uma calibracdo de 2 pontos e uma curva mestre fornecida por codigo de barras para cada
reagente (ROCHE DIAGNOSTICS, 2022a, 2022b).

O controle de qualidade dos ensaios para sFlt-1 e PIGF foi realizado simultaneamente
as analises das amostras, com o uso de dois niveis do controle Precicontrol Multimarker
(Roche Dignostics, Mannheim, Germany). Todos os resultados obtidos se apresentaram
dentro dos intervalos especificados pelo fabricante.
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A relacdo sFIt-1/PIGF foi obtida por célculo, pela divisdo do resultado da do sFlt-1
pelo PIGF.

4.8 APOIO FINANCEIRO

Todos os reagentes utilizados para a determinacdo de parametros plaquetérios e
soroldgicos foram fornecidos pela Roche Diagnostics International Ltd, mediante aprovagéo
de patrocinio (ANEXO Il) para o estudo intitulado “Platelet paramenters in pregnancy
hypertensive disorders”, em 11 de fevereiro de 2021.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001. Foi concedida
bolsa do Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior (Edital de abertura 19/2020), com
duracdo de 06 meses, para a realizacdo de estagio de treinamento sobre testes de funcgédo
plaquetaria e doencas relacionadas as plaquetas no Center for Platelet Research Studies, da

Universidade de Harvard/Boston Children’s Hospital.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

O célculo amostral foi realizado com base na contagem de plaquetas e PDW
(desfechos primarios) considerando as gestantes com diferentes condicdes clinicas, sendo
divididas nos grupos C, HG e PE. O célculo amostral foi realizado a partir de dados obtidos
da andlise preliminar de 45 gestantes do mesmo universo amostral, sendo n=15/grupo. Desta
forma, a contagem de plaquetas apresentou um desvio padrdo comum de 38,51, com um
tamanho de efeito calculado em 0,28.

Assim, considerando um modelo paramétrico bicaudal (ANOVA de um fator), com
um poder de 95% em um nivel de significancia de 5%, o tamanho amostral total deveria ser
de no minimo de 195 voluntéarios. Ja4 para o parametro PDW para o mesmo nivel de
significancia e poder de teste, foi obtido um desvio padrdo comum de 1,62 com um tamanho
de efeito calculado em 0,24, desta forma, o tamanho amostral deveria ser no minimo de 270
individuos.

Com intuito de evitar o impacto de eventuais perdas amostrais durante a pesquisa,
estabeleceu-se que o numero final seria de 300 voluntarios. Em uma distribuig¢do balanceada

1:1:1; a amostra deveria ser de n=100 por grupo de observacao.
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Os caélculos para o tamanho amostral foram realizados com o auxilio do programa
G*Power version 3.1.9.2 sample-size calculating software (http://www.gpower.hhu.de).

A normalidade dos dados foi verificada por meio do teste de Shapiro Wilk, analise dos
indices de curtose, assimetria e histogramas.

Como os dados avaliados apresentaram distribuicdo ndo normal, os resultados para as
variaveis continuas foram apresentados utilizando a mediana como medida de tendéncia
central e o intervalo interquartil (IQR) como medida de dispersdo. O IQR foi representado
como: 1° quartil — 3° quartil.

A significancia das diferengcas entre os grupos foi avaliada pelos testes ndo
paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis com Dwass-Steel-Critchlow-Fligner
(DCSF) pairwise comparisons.

O teste de Qui-quadrado foi utilizado para avaliar a diferenca de propor¢cdo nas
variaveis categoricas (dados clinicos das pacientes gestantes) entre os grupos do estudo.

A anélise de regressdo de Passing-Bablok foi realizada para avaliar a correlacdo entre
0s métodos de contagem de plaquetas por impedancia e fluorescéncia. O teste de Pearson foi
usado para obter o coeficiente de correlacdo. Na regressao de Passing-Bablok o intercept
corresponde & medida da diferenca sistemética entre os dois métodos. Se o intervalo de
confianca de 95% ndo inclui 0, pode-se afirmar que existe diferencga sistematica entre os dois
métodos avaliados. O slope é a medida da diferenca na proporcao entre os dois métodos. Se o
intervalo de confianca de 95% (IC 95%) para o slope ndo contém 1, conclui-se que existe pelo
menos uma diferenca proporcional entre os dois métodos avaliados (BILIC-ZULLE, 2011).

Quando o coeficiente de correlagdo r é < 0,35 existe um fraco grau de correlagdo, ja
quando r esta entre 0,36 e 0,67 o grau de correlagdo é moderado, e r entre 0,68 e 1,0, alto grau
de correlacdo (WANG et al., 2019).

A concordéancia entre os dois métodos foi avaliada pela analise de Bland-Altman. Os
graficos de Bland-Altman sdo coordenadas cartesianas de duas dimens@es, onde 0 eixo X
representa a média dos resultados dos dois métodos, e 0 eixo Y representa a porcentagem de
diferenga entre os dois métodos e o valor medio da amostra. As linhas superior e inferior do
grafico indicam os limites de consisténcia de 95% (+1,96 desvio padrdo (DP) e -1,96 DP,
respectivamente).

Foi realizada uma andlise de curva ROC (receiver operator characteristic) para
calcular a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo
negativo (VPN) e area sob a curva ou area under the curve (AUC) para 0s parametros

estudados para o diagnostico de PE. Os valores de corte (cut-off) foram estabelecidos com
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base no maior indice de Youden e considerando as consequéncias de falsos-negativos e falsos-
positivos.

Para avaliar a relacdo entre as caracteristicas clinicas das gestantes (idade superior a 35
anos, primigesta e historico de aborto) e o diagnostico de HG e PE, e entre as alteracdes nos
pardmetros plaquetarios e a presenca de PE, foi utilizado o teste de Qui-quadrado de
independéncia, apos verificacdo dos pressupostos (observacdes independentes, contagem de
cada célula superior a 5). Como alteracBGes nos parametros plaquetarios foram considerados
os resultados que se apresentaram acima dos valores de cut-off obtidos nas andlises de curvas
ROC para os parametros cuja AUC foi significante: VPM >11,3 fL, PDW >14 4 fL, P-LCR
>35,8%, IPF% > 7,8% e IPF# > 12,21x10%/uL.

O teste de correlacdo de Pearson foi utilizado para investigar a correlacdo entre as
variaveis continuas (correlacdo entre os parametros plaquetarios e os marcadores relacionados
a angiogénese sFlt-1, PIGF e relacdo sFIt-1/PIGF).

O nivel de significancia estabelecido foi de 5%.

Os programas utilizados para a analise estatistica foram Jamovi (2.2.5) e MedCalc®
Statistical Software version 20.104 e o software GraphPad Prism 9 foi utilizado para a elaboracéo

dos gréficos.
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5 RESULTADOS

5.1 PARAMETROS PLAQUETARIOS: GESTANTES SAUDAVEIS E MULHERES NAO
GRAVIDAS

Para a determinacdo dos parametros plaquetarios para gestantes saudaveis e mulheres
ndo gravidas, foram consideradas 107 pacientes, sendo 75 gestantes e 32 ndo gestantes. Para o
grupo de gestantes, 16 estavam no primeiro trimestre de gestacdo, 28 no segundo e 31 no
terceiro. As pacientes do segundo e terceiro trimestre foram provenientes do grupo C.

As medianas e IQR de idade foram de 24 anos (20 — 24,5) para as mulheres ndo
gravidas, e de 22 anos (21 — 26) para as gestantes saudaveis. Ndo houve diferenca
significativa entre as idades dos grupos (p = 0,050)

As contagens de plaquetas (PLT-1 e PLT-F) e o pardmetro PCT foram
significativamente menores nas gestantes saudaveis, quando comparadas a mulheres ndo
gravidas. Nao houve diferenca significativa entre os dois grupos para os demais parametros
plaquetarios.

As medianas e IQR obtidos para os parametros plaquetarios estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1 — ParAmetros plaquetarios em gestantes saudaveis e mulheres ndo gravidas.

Parametro Mediana (IQR) p*
Gestante (n = 75) Nao gestante (n = 32)

PLT-1 (%10%/pL) 235 (192 — 266) 266 (242 — 292) 0,001
PLT-F (x10%uL) 235 (188 — 264) 263 (233 — 295) 0,002
VPM (fL) 10,1 (9,8 - 10,6) 9,95 (9,5 -10,6) 0,322
PDW (fL) 11,5 (10,4 - 12,6) 11,1 (10,3 - 12,6) 0,581
PCT (%) 0,24 (0,21 - 0,26) 0,26 (0,24 - 0,30) 0,004
P-LCR (%) 25,9 (20 — 24,5) 26 (21 — 26) 0,397
IPF% 3,6 (2,6 — 4,6) 3(21-4) 0,184

IQR, Intervalo interquartil. PLT-I, contagem de plaquetas por impedancia; PLT-F, contagem de plaquetas por
fluorescéncia; VPM, volume plaquetario médio; PDW, amplitude de distribuicdo das plaquetas; PCT,
plaquetdcrito; P-LCR, percentual de plaquetas grandes; IPF%, fracdo de plaquetas imaturas. *Teste de Mann-
Whitney. U.
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5.2 PARAMETROS PLAQUETARIOS E OS TRIMESTRES GESTACIONAIS

Os resultados da comparacdo dos parametros plaquetarios entre os trimestres da

gestacdo (gestantes saudaveis) estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Andlise comparativa dos parametros plaquetarios entre os trimestres gestacionais.

Trimestre Mediana I0OR p*
1 267" 71
(:1'61,:” 2 2162 63 0,013
3 227 67
1 262" 70
PLT-F 2 2252 71 0,027
(x10%L) 3 231 ¢ 64,8
1 0,26 0,04
PCT (%) 2 0,24 0,06 0,105
3 0,24 0,06
1 9,8 1
VPM (fL) 2 10,2 08 0,051
3 10,3 1,1
1 10,8 2,2
PDW (fL) 2 11,5 1,9 0,168
3 11,7 2,1
1 22,8 10,4
P-LCR (%) 2 27,5 6,3 0,069
3 26,1 9,3
1 36 2,9
IPF% 2 3,6 2,4 0,967
3 35 2,6

IQR, Intervalo interquartil. PLT-1, contagem de plaquetas por impedéancia; PLT-F, contagem de plaquetas por
fluorescéncia; VPM, volume plaquetario médio; PDW, amplitude de distribuicdo das plaquetas; PCT, plaquetocrito; P-
LCR, percentual de plaquetas grandes; IPF%, fracdo de plaquetas imaturas. *Teste de Kruskal-Wallis com DCSF
pairwise comparisons. Letras diferentes sobrescritas nas colunas indicam diferenca significativa entre os grupos.

Os resultados de PLT-I e PLT-F foram significativamente menores no segundo e
terceiro trimestre, em comparacdo ao primeiro (p= 0,013 e p= 0,027, respectivamente). Para

os demais parametros, ndo houve diferenca significativa entre os trimestres.
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5.3 DADOS GERAIS — GESTANTES

Foram incluidas no estudo um total de 268 pacientes gestantes, distribuidas nos grupos

C, HG e PE. Os dados clinicos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Dados clinicos das pacientes gestantes.

C HG PE p Shapiro-Wilk p
n 114 112 42 - -
Idade (anos) 22(20-27) 25(20,8-9,3) 24 (22 -30) 0,007** <0,01
mediana (IQR)
Numero de gestacdes 2(1-3) 2(1-3) 151-2) 0,77** <0,01
mediana (IQR)
Idade gestacional 31 (21-35) 38 (35-39) 36,5(34-39) <0,001** <0,01
(semanas)
mediana (IQR)
Primigestas n (%) 49 (43) 21 (18,8) 21 (50) < 0,001* <0,01
Caucasianas n (%) 99 (87) 79 (88) 36 (86) 0,950* -

* Teste de Qui-quadrado; “"Teste de Kruskal-Wallis com DCSF pairwise comparisons. C, controle; HG,
hipertensdo gestacional; PE, pré-eclampsia. IQR, intervalo interquartil (25% e 75%).

5.4 PARAMETROS PLAQUETARIOS

Os resultados dos parametros plaquetarios e as comparagdes entre 0S grupos estdo
apresentados na Tabela 4 e Figuras 7 e 8.

Os parametros PLT-I, PLT-F e PCT foram significativamente menores no grupo PE,
em comparacao aos grupos HG e C.

Os indices VPM, PDW, P-LCR e IPF% foram significativamente maiores no grupo
PE, seguido pelo grupo HG e C.

O parametro IPF# foi significativamente maior em PE.



44

Tabela 4 — Parametros plagquetarios em pacientes gestantes: Mediana e intervalo interquartil (IQR).

C HG PE p*
PLT-1 (% 10%uL) 233 (195 — 271) © 219 (182—248)° 156 (130 193) ° <0001
PLT-F (x 10¥L) 223 (195 — 265) b 220 (180 - 259)° 165 (135 199) ? < 0,001
VPM (fL) 10,4 (9,9 - 10,9) 2 11,1 (105-118)® 12 (11,2-12,9)° <0001
PDW (fL) 12,2 (10,6 — 13,2) * 138 (123-15)> 153 (13,5 17.8)" < 0,001
PCT (%) 0,23 (0,2 0,27) " 0.24(0,21-027)" 0,20 (0,17 — 0,23)° <0001
P-LCR (%) 28,8 (23,6-33,6) " 336(289-39)" 38,9 (33-44,9)° <0,001
IPF% 3.9 (2,4 49)° 6,6 (3.9 9,5) " 11 (58-15.2) ¢ < 0,001
IPF# (x10L) 8,93 (5,5 11,8) ° 138(9,5-18)" 157 (11-26,1) <0001

C, Controle: n= 114; HG, Hipertensdo gestacional: n=114; PE, pré-eclampsia: n=42. PLT-I, contagem de plaquetas por
impedancia; PLT-F, contagem de plaquetas por fluorescéncia; VPM, volume plaquetario médio; PDW, amplitude de
distribuicdo das plaquetas; PCT, plaquetdcrito; P-LCR, percentual de plaquetas grandes; IPF, fracdo de plaquetas
imaturas, percentual (%) e contagem absoluta (#). *Teste de Kruskal-Wallis com DCSF pairwise comparisons. Letras
diferentes (a,b e c) sobrescritas nas colunas indicam diferenca significativa entre 0s grupos.
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Figura 7 — Distribuicdo dos parametros plaquetarios PLT-1, PLT-F, VPM e PDW nas pacientes gestantes.
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PLT-I, contagem de plaquetas por impedéncia; PLT-F, contagem de plaquetas por fluorescéncia; VPM, volume
plaquetario médio; PDW, amplitude de distribui¢do das plaquetas. Grupos controle (C), hipertensdo gestacional
(HG) e pré-eclampsia (PE). Teste de Kruskal-Wallis com DCSF pairwise comparisons. *p <0,05; **** p
<0,0001.
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Figura 8 — Distribuicdo dos parametros plaquetarios PCT, P-LCR, IPF% e IPF# nas pacientes gestantes.
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PCT, plaquetécrito; P-LCR, percentual de plaquetas grandes; IPF, fragdo de plaquetas imaturas, percentual (%) e
contagem absoluta (#). Teste de Kruskal-Wallis com DCSF pairwise comparisons. * p <0,5; *** p<0,001; ****
p <0,0001.

55 CONCORDANCIA ENTRE AS METODOLOGIAS DE IMPEDANCIA (PLT-I) E
FLUORESCENCIA (PLT-F)

Os resultados da analise de Bland-Altman de concordancia entre as metodologias de
contagem de plaquetas por impedancia (PLT-1) e fluorescéncia (PLT-F) em pacientes
gestantes estdo apresentados na Tabela 5 e Figura 9.
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Tabela 5 — Resultado da andlise de Bland-Altman comparando as metodologias de contagem de plaquetas por
impedancia (PLT-I) e fluorescéncia (PLT-F) em pacientes gestantes (n=268).

Intervalo de confianca a 95%

Média Inferior  Superior

Viés -0,905 -5,77 3,96
Limite inferior de concordancia -72,955 -81,28 -64,63
Limite superior de concordancia 71,144 62,82 79,47

Figura 9 — Grafico de Bland-Altman comparando as metodologias de contagem de plaquetas por impedancia
(PLT-I) e fluorescéncia (PLT-F) em pacientes gestantes (n=268).
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Nota: As linhas pontilhadas representam os limites de 95% concordancia. O eixo y representa as diferencas entre
os valores e 0 eixo x as médias dos valores. As linhas pontilhadas superior e inferior indicam os limites de
consisténcia de 95% (+1,96 DP e -1,96 DP, respectivamente). Para o teste t para as diferencas entre as
metodologias o valor de p obtido foi de 0,797. As diferengas e médias sdo expressas em contagens absolutas
(=103%/uL).

Para a andlise de regressdo de Passing-Bablok, as equacGes de regressdo estdo

apresentadas na Tabela 6, e a curva de regressao na Figura 10.
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Tabela 6 - Analise de regressdo de Passing-Bablok comparando as metodologias de contagem de plaquetas por
impedancia (PLT-I) e fluorescéncia (PLT-F) em pacientes gestantes (n=268).

PLT-1 PLT-F
Minimo 59 61
Méximo 486 524
Média 223 222
Mediana 218 215
Desvio-padrao 62,28 64,84
Erro padrdo da média 3,61 3,76

Equacéo de regressdo y = -3,000000 + 1,025424 x

Diferencgas sistematicas

Intercept A -3,0000

95% IC -10,0400 a 3,3352
Diferencas proporcionais

Slope B 1,0254

95% IC 0,9945 a 1,0600
Diferengas aleatorias

Desvio-padréo residual (RSD) 28,2558

Intervalo + 1.96 RSD -55,3813 a 55,3813

Validagdo de modelo linear

Teste de Cusum para linearidade

Sem desvio significante da linearidade (P= 0,76)
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Figura 10 — Curva de regressao de Passing-Bablok comparando as metodologias de contagem de plaquetas por
impedancia (PLT-I) e fluorescéncia (PLT-F) em pacientes gestantes (n=268).
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PLT-I, contagem de plaquetas por impedancia; PLT-F, contagem de plaquetas por fluorescéncia. Ambas as
contagens sdo expressas em x 10%/L.

Os resultados indicam uma correlacdo linear entre os resultados das contagens de
plaquetas pelos métodos de impedancia e fluorescéncia. O IC 95% para o intercept da
equacdo de regressdo inclui 0, portanto, ndo ha erro sistematico entre os dois métodos. O IC
95% para o slope contém 1, e, portanto, ndo ha diferenca proporcional entre os dois métodos.
O valor de r de Pearson é 0,837 (IC 95%: 0,792 — 0,872, p <0,001) indicando alto grau de

correlacdo entre os métodos.

5.6 MARCADORES RELACIONADOS A ANGIOGENESE: sFlt-1 e PIGF

A Tabela 7 e a Figura 11 apresentam os resultados das comparac@es entre 0s grupos
para os parametros sFlt-1, PIGF e relacéo sFlt-1/PIGF.

O parametro sFlt-1 apresentou-se significativamente maior nos grupos HG e PE em
relagdo ao C, enquanto que o PIGF foi significativamente menor no grupo PE, em relagéo aos
grupos C e HG.

A relacdo sFIt-1/PIGF foi significativamente maior no grupo PE em relacdo aos

demais grupos.
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Tabela 7 — Niveis de sFlt-1, PIGF e relagdo sFlt-1/PIGF em gestantes nos grupos controle C, hipertensao
gestacional (HG) e pré-eclampsia (PE).

C HG PE p

sFIt-1 (pg/mL) 1706 (1500 — 1797) 4417 (2273 — 6464) b 10915 (4039 —17112)® 0,010
PIGF (pg/mL) 484 (31,3 -656) P 314 (81,4 — 416)® 57,5 (19,6 — 92,9) @ 0,002

sFIt-1/PIGF 36,5 (2,5 54,6) 2 57,5 (5,4 —69,7) 2 339 (62,8 —631)® 0,003

Resultados expressos em mediana (IQR). sFlt-1, soluble vascular endothelial growth factor receptor-1; PIGF,
placental growth factor. Teste de Kruskal-Wallis com DCSF pairwise comparisons. Letras diferentes
sobrescritas nas colunas indicam diferenca significativa entre os grupos.

Figura 11 — Niveis de sFlt-1, PIGF e relacdo sFIt-1/PIGF nos grupos controle (C), hipertensdo gestacional (HG) e
pré-eclampsia.
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sFlt-1, soluble vascular endothelial growth factor receptor-1; PIGF, placental growth factor. Teste de Kruskal-
Wallis com DCSF pairwise comparisons. * p <0,05; ** p<0,01; **** p <0,0001. Os simbolos @ e A indicam a
presenca de outliers.

5.7 CURVAS ROC

No presente estudo, foram realizadas analises de curvas ROC para determinar valores
de corte (cut-off) para os marcadores relacionados a angiogénese (Figura 12) e os parametros
plaquetérios (Figura 13), para discriminar pacientes com PE e controles (C).

O parametro sFlt-1, a um cut-off de 3122 pg/mL, teve uma AUC de 0,878,
sensibilidade de 80%, especificidade de 100%, VPP e VPN de 100% e 81,62%,
respectivamente.

Para o parametro PIGF, a um cut-off de 35,64 pg/mL, obteve-se uma AUC de 0,333,
60% de sensibilidade, 44,44% de especificidade, VPP e VPN de 54,5% e 50%,

respectivamente.
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Para a relacdo sFlt-1/PIGF, a um valor étimo de cut-off estabelecido em 119,12, a
AUC foi de 0,878, com 60% de sensibilidade, 100% de especificidade, VPP de 100% e VPN
de 69,23%.

Figura 12 — Analise de curva ROC para os marcadores relacionados a angiogénese sFlt-1, PIGF e relacdo sFlt-
1/PIGF em pacientes com pré-eclampsia (PE) e controles (C).

PIGF
sFlt-1
sFIt-1/PIGF

Sensibilidade

-100 75 50

1-Especificidade

ROC, receiver operating characteristic; sFlt-1, soluble vascular endothelial growth factor receptor-1; PIGF,
placental growth factor.

Para os parametros plaquetarios, como mostrado na Tabela 8 e Figura 13, o parametro
VPM, a um cut-off ideal estabelecido em 11,3 fL, apresentou a maior AUC (0,833).

Tabela 8 — Resultados da andlise de curva ROC dos parametros plaquetarios, para a discriminacdo de pacientes
com pré-eclampsia (PE) e controles (C).

Cut-off  Sensibilidade Indice de

Especificidade VPP VPN

(%) (%) (%) %)  Youden AYC

PLT-1 354 0 % 0 6429  -004 0,160
PLT-F 405 0 9 0 6420  -004 0160
VPM 113 725 86,49 7436 8533 0500 0833
PDW 144 65 86.67 7222 8228 0517 0803
PCT 0,31 10 85.33 26,67 64 0047 0300

PLCR 358 70 92 8235 8519 0620 0814
IPF% 7.8 70 92 8235 8519 0621 0801
PR 1221 725 73,33 5018 8333 0458 0739

ROC, receiver operating characteristic; AUC, area sob a curva; VPP, valor preditivo positivo; VPN, valor
preditivo negativo; PLT-I, contagem de plaquetas por impedancia; PLT-F, contagem de plaquetas por
fluorescéncia; VPM, volume plaquetario médio; PDW, amplitude de distribuicdo das plaquetas; PCT,
plaquetdcrito; P-LCR, percentual de plaquetas grandes; IPF, fracdo de plaquetas imaturas, percentual (%) e
contagem absoluta (#).



52

Figura 13 — Andlise de curva ROC para os parametros plaquetarios para a distincdo de pacientes com pré-
eclampsia (PE) e controles (C).
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PLT-I, contagem de plaquetas por impedancia; PLT-F, contagem de plaquetas por fluorescéncia; VPM, volume
plaquetario médio; PDW, amplitude de distribuicdo das plaquetas; PCT, plaquetdcrito; P-LCR, percentual de
plaquetas grandes; IPF, fracdo de plaquetas imaturas, percentual (%) e contagem absoluta (#).

5.8 ASSOCIACAO ENTRE VARIAVEIS CATEGORICAS

5.8.1 Caracteristicas clinicas e as SHG

Os resultados do teste de Qui-quadrado de independéncia indicam que ha associacao
entre as caracteristicas de idade materna superior a 35 anos, primigesta e aborto prévio com o

tipo de SHG (controle, HG ou PE), conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 9 — Andlise de Qui-quadrado de independéncia para associagdo entre as caracteristicas clinicas e o tipo
de SHG. (n=268)

Condicéo 1 Graus de liberdade V de Cramer p
Idade materna > 35 anos 8,84 2 0,146 0,012
Primigesta 20,5 2 0,277 <0,001
Aborto prévio 34,6 2 0,359 <0,001

SHG, Sindromes hipertensivas gestacionais.
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Existe uma proporg¢do superior a esperada de gestantes com idade maior que 35 anos nos
grupos HG e PE, conforme descrito na Tabela 10.

Tabela 10 — Tabela de contingéncia de Qui-quadrado para a associagao entre primigesta e o tipo de SHG. (n=268)

Idade > 35 anos

Grupo Sim Nao Total
Controle Observado 5 109 114
Esperado 12 102 114
HG Observado 15 97 112
Esperado 12 100 112
PE Observado 8 34 42
Esperado 4 38 42
Total Observado 28 240 268
Observado 28 240 268

SHG, Sindromes hipertensivas gestacionais; HG, hipertensdo gestacional; PE, pré-eclampsia.

Existe uma proporcdo superior a esperada de gestantes primigestas nos grupos

controle e PE, conforme descrito na Tabela 11.

Tabela 11 — Tabela de contingéncia de Qui-quadrado para a associa¢do entre primigesta e o tipo de SHG.
(n=268)

Primigesta

Grupo Sim N&o Total
Controle Observado 49 65 114
Esperado 39 75 114
HG Observado 21 91 112
Esperado 38 74 112
PE Observado 21 21 42
Esperado 14 28 42
Total Observado 91 177 268
Esperado 91 177 268

SHG, Sindromes hipertensivas gestacionais; HG, hipertensao gestacional; PE, pré-eclampsia.

Foi observada uma proporcédo superior & esperada de gestantes com histérico de aborto

no grupo HG, conforme descrito na Tabela 12.
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Tabela 12 — Tabela de contingéncia de Qui-quadrado para a associacdo entre historico de aborto e o tipo de
SHG. (n=268)

Histérico de aborto

Grupo Sim Nao Total
Controle Observado 17 97 114
Esperado 31 83 114
HG Observado 51 61 112
Esperado 30 82 112
PE Observado 4 38 42
Esperado 11 31 42
Total Observado 72 196 268
Esperado 72 196 268

SHG, Sindromes hipertensivas gestacionais; HG, hipertensdo gestacional; PE, pré-eclampsia.
5.8.2 Parametros plaquetérios e PE

Os resultados do teste de Qui-quadrado de independéncia indicam que ha associacao
entre parametros plaquetarios (VPM, PDW, P-LCR, IPF% e IPF#) acima dos valores de cut-

off estabelecidos pela analise de curvas ROC, com a presenca de PE (Tabela 13).

Tabela 13 — Analise de Qui-quadrado de independéncia para associacéo entre pardmetros plaquetérios acima dos
valores de cut-off e a presenca de PE. (n=267)

Pardmetro i Graus de liberdade V de Cramer p
VPM > 11,3 fL 35,9 1 0,367 < 0,001
PDW > 14,4 fL 29,0 1 0,329 <0,001
P-LCR > 35,8% 37,2 1 0,374 <0,001

IPF% > 7,8% 34,7 1 0,360 < 0,001
IPF# > 12,21x10%/uL 14,4 1 0,231 <0,001

PE, pré-eclampsia, VPM, volume plaquetario médio; PDW, amplitude de distribuicdo das plaquetas; P-LCR,
percentual de plaquetas grandes; IPF, fragdo de plaquetas imaturas, percentual (%) e contagem absoluta (#).

Para os parametros VPM, PDW, P-LCR, IPF% e IPF# no grupo PE houve uma

guantidade superior ao esperado de pacientes com resultados acima dos valores de cut-off
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estabelecidos pela analise de curvas ROC, conforme apresentado nas tabelas de contingéncia

do teste de Qui-quadrado (Tabelas 14 a 18).

Tabela 14 — Tabela de contingéncia de Qui-quadrado para a associacdo entre VPM >11,3 fL e o diagnostico de

PE. (n=267)

VPM > 11,3 fL
PE Sim Néo Total
Nao Observado 59 166 225
Esperado 76 149 225
Sim Observado 31 11 42
Esperado 14 28 42
Total Observado 90 177 267
Esperado 90 177 267

PE, pré-eclampsia, VPM, volume plaquetario médio

Tabela 15 — Tabela de contingéncia de Qui-quadrado para a associagdo entre PDW >14,4 fL e o diagnostico de

PE. (n=268)

PDW > 14,4 fL
PE Sim Nao Total
Nao Observado 52 174 226
Esperado 67 160 226
Sim Observado 27 15 42
Esperado 12 30 42
Total Observado 79 189 268
Esperado 79 189 268

PE, pré-eclampsia; PDW, amplitude de distribuicdo das plaquetas.
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Tabela 16 — Tabela de contingéncia de Qui-quadrado para a associacdo entre P-LCR > 35,8% e o diagndstico de
PE. (n=267)

P-LCR > 35,8%

PE Sim Néo Total
Nao Observado 50 175 225
Esperado 67 158 225
Sim Observado 29 13 42
Esperado 12 30 42
Total Observado 79 188 267
Esperado 79 188 267

PE, pré-eclampsia, P-LCR, percentual de plaquetas grandes.

Tabela 17 — Tabela de contingéncia de Qui-quadrado para a associacéo entre IPF% > 7,8% e o diagndstico de
PE. (n=268)

IPF% > 7,8%

PE Sim Nao Total
Nao Observado 53 173 226
Esperado 70 157 226
Sim Observado 29 13 42
Esperado 13 29 42
Total Observado 82 186 268
Esperado 82 186 268

PE, pré-eclampsia; IPF% fracdo de plaquetas imaturas, percentual.

Tabela 18 — Tabela de contingéncia de Qui-quadrado para a associagdo entre IPF# > 12,21x10%/uL e o
diagnéstico de PE. (n=268)

IPF# > 12,21x10%/uL

PE Sim Nao Total
Néo Observado 95 131 226
Esperado 106 120 226
Sim Observado 31 11 42
Esperado 20 22 42
Total Observado 126 142 268
Esperado 126 142 268

PE, pré-eclampsia; IPF#, fracdo de plaquetas imaturas, contagem absoluta.
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5.9 ASSOCIACAO ENTRE AS VARIAVEIS - PARAMETROS PLAQUETARIOS E
MARCADORES RELACIONADOS A ANGIOGENESE

Os valores de correlacdo (Pearson) entre todas as variaveis estudadas estdo
apresentados na Figura 14.

Figura 14 — indices de correlagdo (r de Pearson) para os parametros plaquetarios e marcadores relacionados a
angiogénese em pacientes gestantes (n=268).
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PLT-I, contagem de plaquetas por impedéancia; PLT-F, contagem de plaquetas por fluorescéncia; VPM, volume
plaquetario médio; PDW, amplitude de distribuicdo das plaquetas; PCT, plaquetocrito; P-LCR, percentual de
plaquetas grandes; IPF, fracdo de plaquetas imaturas, percentual (%) e contagem absoluta (#). sFlt-1, soluble
vascular endothelial growth factor receptor-1; PIGF, placental growth factor.

O parametro sFlt-1 apresentou correlacdo negativa com PLT-I e PLT-F, e uma
correlacdo positiva com VPM, PDW, P-LCR, IPF# e IPF%. N&o houve correlacdo
significante entre o PIGF e os pardmetros plaquetarios estudados. A relacdo sFlt-1/PIGF
apresentou correlagédo positiva com VPM, PDW, P-LCR, IPF% E IPF#.

As correlacdes significantes entre os marcadores relacionados a angiogénese e 0s

indices plaquetéarios estdo detalhadas na Tabela 19.
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Tabela 19 — Valores de R Pearson entre os marcadores sFlt-1, PIGF e sFIt-1/PIGF com os indices plaquetarios
em mulheres gestantes. (n=268)

Pardmetro r de Pearson (IC 95%) p
sFIt-1 vs. PLT-I - 0,295 (-0,537- - 0,008) 0,044
sFlt-1 vs. PLT-F - 0,320 (-0556 — -0033) 0,028
sFlt-1 vs. VPM 0,512 (0,263 - 0,696) < 0,001
sFit-1 vs. PDW 0,457 (0,195 - 0,657) 0,001
sFlt-1 vs. P-LCR 0,514 (0,268 — 0,698) < 0,001
sFIt-1 vs. IPF% 0,421 (0,153 -0,632) 0,003
sFIt-1 vs. IPF# 0,370 (0,092 - 0,594) 0,011
sFIt-1/PIGF vs. VPM 0,326 (0,043 - 0,561) 0,025
sFlt-1/PIGF vs. PDW 0,297 (0,010 - 0,538) 0,043
sFIt-1/PIGF vs. P-LCR 0,331 (0,049 - 0,565) 0,023
sFIt-1/PIGF vs. IPF% 0,289 (0,002 - 0,532) 0,049
sFIt-1/PIGF vs. IPF# 0,300 (0,014 — 0,540) 0,041

IC 95%, Intervalo de confianca a 95%; PLT-I, contagem de plaquetas por impedancia; PLT-F, contagem de
plaquetas por fluorescéncia; VPM, volume plaquetario médio; PDW, amplitude de distribuicdo das plaquetas;
PCT, plaquetdcrito; P-LCR, percentual de plaquetas grandes; IPF, fragdo de plaquetas imaturas, percentual (%) e
contagem absoluta (#). sFlt-1, soluble vascular endothelial growth factor receptor-1; PIGF, placental growth
factor.
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6 DISCUSSAO

Uma vez que as SHG, principalmente a PE, constituem relevantes causas de
mortalidade e morbidade materno e fetal, sdo necessarias ferramentas Uteis para diagndstico e
estratificacdo de risco para essas condi¢fes (FOX et al., 2019; JUSTYNA et al., 2017).

Considerando que a idade materna e a primigestacdo constituem fatores de risco para o
desenvolvimento de PE, e que existem fatores de risco compartilhados entre PE e HG, foi
avaliada a associacdo entre tais caracteristicas e o diagnostico dessas duas doencas.

A caracteristica clinica de idade materna acima de 35 anos estd associada com o
diagnostico das SHG, sendo que houve uma quantidade superior ao esperado de gestantes
com mais de 35 anos tanto no grupo de paciente com HG como no de PE, o que esta de
acordo com a maior incidéncia das SHG em mulheres nessa faixa etaria (ACOG, 2020;
VEST; CHO, 2014).

Foi observada uma maior proporc¢do de primigestas no grupo PE, sendo este apontado
como um importante fator de risco para o desenvolvimento da doengca (HUTCHEON;
LISONKOVA,; JOSEPH, 2011).

Com relacdo ao historico de aborto prévio, foi encontrada associacdo entre tal
caracteristica e o diagndstico das SHG, sendo que no grupo PE, houve uma quantidade de
pacientes com aborto prévio inferior ao esperado, enquanto no grupo HG uma proporcao de
mulheres com tal histérico foi superior aos valores esperados. Tais resultados corroboram
com o fato de que o histérico de aborto € apontado como um fator protetor para o
desenvolvimento de PE, principalmente para mulheres em que a concepg¢do ocorre com 0
mesmo parceiro da gestacdo anterior, embora ndo tenha sido possivel avaliar tal caracteristica
no presente estudo. Acredita-se que tal fator protetor esta associado a hip6tese de que fatores
imunoldgicos relacionados a exposicao a antigenos do feto e do esperma estejam associados a
fisiopatologia da PE (ERAS et al., 2000; SAFTLAS et al., 2003).

Tais dados corroboram que a idade superior a 35 anos e a primigestacao séo fatores de
risco para PE, porém o cenario clinico atual ainda carece de ferramentas auxiliares na
deteccdo precoce na deteccdo dessa doenca.

A ativacdo plaquetéria é considerada um elemento chave na fisiopatologia da PE, e
embora os marcadores laboratoriais que possuem associacdo com este fendmeno, como 0s
parametros plaguetarios, estejam amplamente disponiveis e sejam custo-efetivos, seu uso para
0 manejo de pacientes com SHG ainda permanece limitado (KOHLI et al., 2016; MOSER et
al., 2019).
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Considerando o fato de que o periodo da gestacdo € marcado por profundas alteraces
em muitas funcGes fisioldgicas, incluindo a hemostasia, 0 presente estudo confirmou as
principais diferencas entre os parametros plaquetarios entre gestantes saudaveis e mulheres
ndo gravidas.

Neste contexto, o principal achado foi uma menor contagem de plaquetas em
gestantes, quando comparada a mulheres ndo gravidas observada nos resultados, o que é uma
das mais frequentes alteragdes na hemostasia durante as gestacdes saudaveis, principalmente
no ultimo trimestre. As modificagcdes na hemostasia sdo consequéncia de alteracfes
hormonais fisiolégicas como parte de um processo adaptativo da gestagdo (CHANDRA et al.,
2012; VALERA et al., 2010).

Contagens de plaquetas mais baixas observadas no presente estudo podem ser
atribuidas a hemodiluicdo, como resultado da expansdo do volume plasméatico e a um
aumento do consumo de plaquetas e seu sequestro na circulagdo placentaria (MOSER et al.,
2019).

Como o PCT é um parametro proporcional a contagem de plaguetas, este se
apresentou menor no grupo das gestantes (ALl et al., 2019; CHANDRASHEKAR, 2013).

Foi observada uma reducdo gradual nas contagens de plaquetas ao longo dos 3
trimestres da gestacdo, o que ja foi descrito previamente em outros estudos (AKINBAMI et
al., 2013; MILMAN et al., 2007; MOSER et al., 2019).

Embora gestacdes saudaveis sejam associadas ao aumento do consumo de plaquetas,
compensado por um aumento em sua producdo, oS parametros associados a ativacdo e a
producdo de novas plaquetas, VPM, PDW, P-LCR e IPF% ndo foram significativamente
maiores no grupo das gestantes saudaveis. Contudo, a ativacao plaquetaria em gestacdes ndo
patoldgicas ainda ndo esta totalmente compreendida e permanece controversa, possivelmente
pela diversidade de biomarcadores utilizados para avaliar a funcdo plaquetaria (FRANCHINI,
2006; VALERA et al., 2010).

Considerando as diferencas encontradas entre gestantes saudaveis e mulheres ndo
gravidas e, as alteracdes fisiologicas na hemostasia durante a gestacdo, € imprescindivel o
estabelecimento de valores normais para os parametros plaquetarios especificos para este
periodo. A obtencéo de tais valores permite a adequada interpretacdo clinica dos resultados.

Assim, ainda pode ser necessaria a segregacdo das pacientes por trimestre gestacional,
embora o Unico pardmetro que tenha apresentado diferenca entre os trimestres tenha sido a
contagem de plaquetas, um achado bem caracterizado na literatura (AKINBAMI et al., 2013,
MILMAN et al., 2007; MOSER et al., 2019).
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Os resultados de contagens significativamente menores de plaquetas (PLT-1 e PLT-F)
e PCT nos grupos HG e PE, em comparacdo ao grupo controle, estdo de acordo com o
observado em diferentes estudos acerca das contagens de plaquetas em pacientes com SHG
(ALSHEEHA et al., 2016; DOGAN et al., 2015; HASSAN et al., 2019).

No presente estudo, observou-se que as contagens de plaquetas e PCT foram
significativamente menores no grupo PE em comparagédo com HG. A reducdo nas contagens
de plaquetas pode ser atribuida ao estado de ativacdo da coagulacdo e inflamacéo gerado na
PE, o que resulta em um turnover maior de plaquetas (DOGAN et al., 2015; GILES; INGLIS,
1981).

Os resultados significativamente elevados dos parametros VPM e P-LCR para o grupo
PE, os quais fazem referéncia ao tamanho das plaquetas, justificam-se pela bem caracterizada
ativacdo plaquetaria nessa condicdo (HOLTHE et al., 2004b; KAZMI; COOPER;
LWALEED, 2011; MACEY et al., 2010). Nossos achados estdo de acordo com o observado
em outros estudos, embora resultados controversos também tenham sido relatados na
literatura (ALSHEEHA et al., 2016; ANNAM et al., 2011; BELLOS et al., 2018; DOGAN et
al., 2015; FREITAS et al., 2013; TESFAY et al., 2019).

Além disso, uma vez que plaquetas recéem liberadas na circulacdo sdao maiores e, que
um maior turnover plaquetério ocorre na PE, tal fator também pode contribuir para o aumento
do VPM e P-LCR (D’SOUZA; BRIGGS; MACHIN, 2015).

Observou-se ainda que tanto o VPM como o P-LCR apresentaram-se aumentados no
grupo HG em relacdo ao controle, um indicativo de que a ativacdo plaquetaria também pode
estar presente nessa condi¢do. Considerando o papel chave da ativacdo plaquetaria na
fisiopatologia da PE, é ainda possivel que a ativacdo plaquetéria esteja presente em uma
parcela das gestacGes hipertensivas antes de sua evolucdo para PE, 0 que se estima que ocorra
em 20 a 50% das gestacbes com HG (HARLOW et al., 2002; HOLTHE et al., 2004a).

Na analise de curvas ROC, para a discriminacdo entre pacientes com PE e controles
(C), a um cut-off de 11,3 fL, o parametro VPM apresentou o valor mais alto de AUC (0,833)
entre os indices plaquetarios, com adequada sensibilidade e especificidade (72,5% e 86,49%,
respectivamente). Esses achados estdo de acordo com estudos publicados previamente
(SHILPA GOPAL REDDY, 2019; TESFAY et al., 2019; WALLE et al., 2022).

O parametro PDW se mostrou significativamente elevado nos grupos HG e PE em
comparagdo ao controle, sendo este mais um indicativo da ativagdo plaquetéria nas SHG,
achado j& descrito por outros autores, embora a auséncia de diferenca significativa entre

pacientes com PE e controles normotensos também tenha sido reportada (DOGAN et al.,
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2015; MANCHANDA; MALIK, 2020; NOOH; ABDELDAYEM, 2015; SITOTAW; ASRIE;
MELKU, 2018).

Foi demonstrado anteriormente que o PDW permite estratificar a severidade dos casos
de PE, e que este possui ainda uma correlacdo com a pressao arterial média nesse grupo de
pacientes (DOGAN et al., 2015; NOOH; ABDELDAYEM, 2015; SINGH; VARMA, 2018;
YANG et al., 2014). Valores maiores PDW no grupo HG em relagédo ao controle podem
indicar a presenca da ativacdo plaquetaria na HG, a qual pode anteceder a instalacdo da PE.
Com uma AUC de 0,803, sensibilidade de 65% e especificidade de 86,67%, a um cut-off de
14,4 fL, o PDW foi caracterizado como um bom marcador para a distingcdo entre pacientes
com PE e gestantes saudaveis.

Os valores de IPF (porcentagem e absoluto) foram mais altos no grupo PE, seguido do
HG, caracterizando mais um sinal do aumentado turnover plaquetario existente nessas
condigdes.

Para 0 IPF%, a andlise de curva ROC (AUC 0,801, cut-off 7,8%) apresentou
resultados semelhantes aos de um estudo publicado em 2016 que utilizou outro analisador da
linha Sysmex para avaliar o IPF% em pacientes com PE (AUC de 0,830), 0 que sugere que
esse parametro pode ser Util no manejo da doenca (MORAES et al., 2016).

Um maior IPF% em mulheres com PE foi relatado por outros autores, embora o
ndmero de estudos realizados acerca de tal pardmetro nas SHG ainda seja menor em
comparacdo com os que utilizam PDW e VPM, por exemplo (BERNSTEIN et al., 2019;
EVERETT et al., 2014).

Os achados referentes aos parametros plaquetarios indicam que apenas a contagem de
plaquetas ou a simples presenca ou nao de plaquetopenia em gestantes com SHG nédo €
suficiente para caracterizar o estado da trombopoese e ativacdo plaquetaria nessas pacientes.
Com relacdo a trombopoese, destaca-se a relevancia do uso do IPF, parametro que fornece
importante informacédo acerca do equilibrio entre consumo e producdo das plaquetas (ABE et
al., 2006).

No presente estudo, foi verificada a associa¢do entre resultados acima dos valores de
cut-off para parametros plaquetarios e o diagndstico de PE. Para tal analise foram
considerados 0s parametros que apresentaram resultados significantes para a deteccdo de PE
por meio das analises de curvas ROC, considerando os resultados de AUC, sensibilidade,
especificidade, VPP e VPN. Os pardmetros que apresentaram melhor desempenho foram:
VPM, PDW, P-LCR, IPF% e IPF#. Para todos esses indices, foi observado que existe
associacdo entre valores acima dos cut-offs estabelecidos e a presenca de PE, sendo que no
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grupo PE, a quantidade de resultados acima do cut-off foi superior ao esperado. Tais achados
corroboram os demais resultados do presente estudo, indicativos de que na PE ocorre um
maior turnover e ativacao plaquetaria.

Considerando que as plaquetas de gestantes com PE sdo maiores do que de gestantes
saudaveis, o que é caracterizado por maior VPM e P-LCR, e que o método da impedancia
leva em consideracdo o tamanho das particulas contadas, foi verificada a concordancia entre
as metodologias de contagem de plaquetas por impedancia (PLT-I) e fluorescéncia (PLT-F)
em pacientes gestantes.

Apesar da metodologia de contagem de plaquetas por fluorescéncia ser o0 método mais
confidvel para contagem de plaquetas, especialmente em pacientes com trombocitopenia,
condicdo frequente na PE, tal método ndo estd disponivel em todos os analisadores
hematoldgicos, o que limita seu uso (HUMMEL et al., 2018; KIM et al., 2021; SCHOORL et
al., 2013).

Com relacdo a contagem de plaquetas por impedancia elétrica, tecnologia padrdo de
uso nos analisadores hematologicos automatizados, esta apresenta como principal
desvantagem a dificuldade na distin¢cdo entre plaquetas anormalmente grandes e hemacias
microciticas, além da interferéncia de fragmentos de heméacias, mesmo quando a focalizacdo
hidrodindmica é utilizada. Valores falsamente diminuidos nas contagens de plaquetas podem
ocorrer na presenca de plaquetas com volume aumentado, quando contadas pelo método da
impedancia elétrica (BACCINI et al., 2020; MICHELSON et al., 2019).

A anélise da regressdo de Passing-Bablok para comparagéo entre as duas metodologias
para contagens de plaquetas apresentou uma correlacdo linear entre os resultados os métodos
de impedancia e fluorescéncia, e ndo ha erro sistematico e diferencas proporcionais entre as
duas metodologias. O alto coeficiente de correlacdo (r = 0,837) obtido indica que os métodos
podem ser substituidos um pelo outro.

O método de Bland-Altman foi entdo usado para comparar a consisténcia entre as duas
metodologias, 0 que mostrou que mais de 95% das medic¢Ges se encontravam dentro dos
limites de consisténcia de 95%. Dentro dos limites de consisténcia, o valor absoluto da
diferenca entre as contagens (-0,905, 1C95% (-5,77 — 3,96)) foi considerado clinicamente
aceitavel.

Assim, pode-se considerar que, nas condigdes estudadas, os resultados das duas
metodologias sdo consistentes e podem ser intercambidveis para a contagem de plagquetas em

pacientes gestantes.
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Entretanto, destaca-se a importancia de confirmar resultados de contagem baixas de
plaquetas com outra metodologia (ex.: contagem por metodologia dptica) quando a contagem
por metodologia de fluorescéncia ndo esteja disponivel. Ainda, é recomendada a revisao do
histograma de distribuicdo da populacédo de plaquetas e a analise da morfologia das plaquetas
por microscopia Optica sempre que possivel, uma vez que a presenca de plaquetas com
volume acima do normal, achado comum em gestantes com PE, é um interferente nas
contagens por impedancia (BACCINI et al., 2020; GILES; INGLIS, 1981; JAKOBSEN et al.,
2019).

Com relacdo aos fatores relacionados a angiogénese, os resultados obtidos estdo de
acordo com o observado em outros estudos utilizando os marcadores sFlt-1 e PIGF, em que ha
aumento nos niveis de sFlt-1, reducdo do PIGF e aumento da relacdo sFIt-1/PIGF em
pacientes com PE, indicando a presenca da disfuncdo placentaria, importante caracteristica
fisiopatolégica da doenca (JEON et al,, 2021; LI et al., 2021; STEPAN; HUND;
ANDRACZEK, 2020; VERLOHREN et al., 2022; ZEISLER et al., 2016).

A relacdo sFIt-1/PIGF apresentou-se significativamente maior em pacientes com HG
em relacdo ao grupo controle e nas pacientes do grupo PE em relacdo ao controle e ao HG.
Tal achado estd de acordo com a literatura que indica que a relacdo sFIt-1/PIGF possui um
alto valor preditivo negativo para descartar o diagndstico de PE em casos suspeitos, sendo
essa uma importante ferramenta progndstica para o desenvolvimento da doenca e para
desfechos adversos (JEON et al., 2021; VERLOHREN et al., 2014).

Embora o sFlt-1 seja produzido pelo tecido placentario em resposta a hipoxia na PE, a
quantidade de sFlt-1 produzida por essas células aparenta ser insuficiente para justificar os
altos niveis dessa molécula na circulacdo de gestantes com PE (LI et al., 2005; MAJOR et al.,
2015).

No presente estudo, foi observada uma moderada correlacdo positiva entre o sFlt-1 e
os parametros plaquetarios VPM, PDW e P-LCR. Uma vez que tais indices sdo associados
com a ativagdo plaquetaria, e hé evidéncia da producdo de sFlt-1 por mondcitos mediante a
sua associacdo com plaquetas ativadas (agregados mondcitos-plaquetas), tais achados
sugerem que as plaquetas ativadas possam atuar em conjunto com mondcitos como uma fonte
extra de sFlt-1 na PE (MAJOR et al., 2015; RAJAKUMAR et al., 2005). Sabe-se ainda que
uma quantidade aumentada de agregados monacitos-plaquetas esta presente na circulagdo de
gestantes com PE. (LUKANOQV et al., 2009; MACEY et al., 2010)

Uma fraca correlagdo negativa entre as contagens de plaquetas (PLT-1 e PLT-F) e os

niveis de sFlt-1 foi encontrada na presente pesquisa, 0 que esta de acordo com o publicado por
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Li et al. (2021). Tal achado provavelmente é uma consequéncia das menores contagens de
plaquetas e dos elevados niveis de sFlt-1, caracteristicos na PE (ALSHEEHA et al., 2016;
JEON et al., 2021). A fraca correlacdo positiva encontrada entre IPF#, sFlt-1 e sFIt-1/PIGF
pode ser atribuida aos elevados niveis de IPF# e sFlt-1, como consequéncia do aumentado
turnover plaquetério e da hipdxia e disfungdo placentaria presentes na PE (EVERETT et al.,
2014; STEPAN; HUND; ANDRACZEK, 2020).

Na analise de curvas ROC para os marcadores relacionados a angiogénese para
discriminar entre pacientes com PE e controles saudaveis, como esperado, as maiores AUC
(0,878 para ambos) foram as do sFlt-1 e relacdo sFlt-1/PIGF, o que estd de acordo com o
observado em estudos prévios (VERLOHREN et al., 2022). Para este marcador, o cut-off
ideal foi de > 119,6 para a deteccdo de PE, com um VPP de 100% e VPN de 69,23%, sendo,
portanto, um valor de corte maior do que o de > 85 ja reportado (VERLOHREN et al., 2010).
Tal achado pode ser possivelmente atribuido ao fato que o inicio (precoce ou tardio) da PE e a
severidade da doenca (leve ou severa) ndo foram avaliados no presente estudo.

Considerando-se apenas a fase gestacional tardia (> 34 semanas), um cut-off de >110
forneceu sensibilidade e especificidade de 58,2% e 95,5%, respectivamente, 0 que € similar
aos achados da presente pesquisa, cujos valores de cut-off ideais para a detec¢do de PE foram
estimados considerando todas as pacientes com PE como um Unico grupo, onde 78,6% das
integrantes possuiam idade gestacional igual ou superior a 34 semanas (VERLOHREN et al.,
2014).

Apesar da boa performance diagndstica apresentada pelos fatores relacionados a
angiogénese, uma desvantagem relacionada ao uso desses marcadores soroldgicos é o seu alto
custo (SEBASTIAO et al,. 2019). Além disso, ha limitada disponibilidade de fabricantes e
reagentes, principalmente para os paises em desenvolvimento, onde as SHG permanecem
como uma importante causa de morte. Neste contexto, destaca-se o0 crescente potencial do
uso dos pardmetros plaquetarios para a estratificacdo de risco dos casos suspeitos e
confirmados de PE, que possuem a vantagem de geralmente ndo implicar em custos
adicionais. Além disso, os indices plaquetarios sdo facilmente obtidos durante a realizagdo do
hemograma, exame realizado rotineiramente durante o atendimento de gestantes, seja nas
consultas pré-natal ou de emergéncia.

Embora o uso clinico dos parametros plaquetarios como exames laboratoriais ainda
ndo esteja consolidado na maioria dos servigos de satde no Brasil, tais parametros possuem

potencial para uso como uma ferramenta adicional no manejo das gestantes com SHG, pois
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fornecem valiosa informacgéo acerca da ativacdo plaquetaria nas pacientes com diagndstico ou
suspeita de SHG, fendmeno que possui papel essencial da fisiopatologia dessas doencas.

Entretanto, é preciso cautela para a interpretacdo dos resultados dos indices
plaquetarios. Ainda, valores de referéncia locais devem ser utilizados sempre que possivel,
uma vez que existe variabilidade entre instrumentos e diferentes grupos étnicos e
populacionais (CEYHAN et al.,, 2006; MALUF; BARRETO; VIDIGAL, 2015). O uso
combinado de biomarcadores aparenta ser sempre a melhor estratégia.

Assim, para a confirmacdo dos resultados obtidos no presente estudo sugere-se a
realizacdo de um estudo multicéntrico, longitudinal, com maior nimero de participantes,
considerando a severidade da doenca e a estratificagdo por trimestre gestacional. Sugere-se
ainda a associacdo de marcadores sorologicos de ativacdo plaquetaria.

O presente estudo apresentou algumas limitacdes, como: a diferenca no numero de
pacientes por grupo, a ndo estratificacdo por trimestre gestacional e severidade e a diferenca
de idade materna e gestacional no grupo controle em comparagdo aos demais grupos de
estudo. Entretanto, as evidéncias relacionadas ao efeito da idade sobre as contagens de
plaquetas e os parametros plaquetarios apontam que o impacto significante da idade ocorre
quando diferentes grupos etarios sdo considerados, como por exemplo, infancia e
adolescéncia, comparados a fase adulta, ou adultos em relacdo a idosos (BIINO et al., 2013;
SANTIMONE et al., 2011; SEGAL; MOLITERNO, 2006; VAZQUEZ-SANTIAGO et al.,
2016). Nesses casos, recomenda-se 0 uso de valores de referéncia estabelecidos por grupos
(ex.: infancia, adolescéncia, adultos e idosos) para a interpretacdo adequada dos resultados de
contagens de plaquetas e indices plaquetarios, sendo a fase adulta considerada como um
grupo unico, geralmente estratificado apenas por género.
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados deste estudo, foi possivel concluir que:

Os parametros PLT-I, PLT-F e PCT foram significativamente menores nas gestantes

saudaveis.

e Somente a contagem de plaquetas (PLT-I e PLT-F) apresentou reducéo significativa ao
longo dos trimestres da gestacéo.

e Os parametros PLT-1, PLT-F e PCT foram significativamente menores nos grupos HG e
PE em relagéo ao controle.

e Os parametros VPM, PDW, P-LCR, IPF# e IPF% apresentaram se elevados nos grupos
HG e PE.

e Os achados corroboram com as caracteristicas de aumento do turnover plaguetario e
ativacdo das plaquetas, presentes na PE.

e As metodologias para contagens de plaquetas por impedancia e fluorescéncia no analisador
Sysmex XN-1000 sdo consistentes, e estas podem ser intercambiaveis para a contagem de
plaguetas em pacientes gestantes.

e Os marcadores relacionados a angiogénese sFIt-1 e relacdo s-FIt-1/PIGF foram
significativamente maiores no grupo PE, enquanto PIGF apresentou-se diminuido. Tais
achados, em conjunto, indicam disfungdo placentéria.

e Na anélise de curvas ROC, o parametro plaquetario que apresentou melhor desempenho
para a deteccéo de PE foi 0 VPM, a um cut-off de 11,3 fL.

e Existe a associacdo entre valores aumentados para os parametros VPM, PDW, P-LCR,
IPF% e IPF# e o diagnostico de PE.

e A caracteristica clinica de idade materna superior a 35 anos estd associada com o
diagnostico de PE e HG. Historico de aborto estd associado apenas com a HG e
primigestacdo esta associada ao diagndstico de PE.

e Ha uma moderada correlacdo positiva entre o sFlt-1 e os pardmetros plaquetarios VPM,
PDW e P-LCR.

e Os parametros plaquetarios possuem potencial para serem aplicados como uma ferramenta

adicional no manejo de pacientes com SHG.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DE PARAMETROS PLAQUETARIOS NAS SINDROMES
HIPERTENSIVAS GESTACIONAIS

Pesquisador: LAURA MATTANA DIONISIO

Area Temadtica:

Verséo: 2

CAAE: 14369319.7.0000.0105

Instituicdo Proponente: Universidade Estadual de Ponta Grossa

Patrocinador Principal: Universidade Estadual de Ponta Grossa

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 3.591.154

Apresentacdo do Projeto:

Projeto de Pesquisa:

AVALIACAO DE PARAMETROS PLAQUETARIOS NAS SINDROMES HIPERTENSIVAS
GESTACIONAIS.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

Avaliar o comportamento de parametros plaquetarios nas sindromes hipertensivas
gestacionais e outrascondi¢Bes clinicas durante a gestacéo.

Objetivo Secundario:

Determinar os valores de PLT, PLT-F, PCT, VPM, PDW, P-LCR, IPF# e IPF% em
pacientesgestantes.Verificar associacdo em alteracdes dos

parametros plaquetarios com os dados clinicos gerais e a incidéncia dos desfechos
clinicos.Avaliar os parametros plaquetarios nas condi¢gfes de

SHG e associa-los com marcadores de ativacdo plaquetaria e expressao de citocinas
por meio de citometriade fluxo.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Endere(f85‘““5&?ﬁ5@é’r?.P@é?FSE:@a?/%]I'c]aSﬁ‘ti, n2 4748. UEPG, Campus Uvararanas, Bloco M, Sala 116-B
Bairro: 8

Uvaranas Municipio: PONTA
' (42)3 E-mail:
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A presente pesquisa nao oferece risco as pacientes envolvidas, uma vez que os resultados
dos parametros plaquetarios séo fornecidos

automaticamente durante a realizagdo dos hemogramas pelo analisador hematolégico
automatizado. Acoleta dos dados ficara restrita as pacientes

que tiverem solicitagdo médica para realizacdo do hemograma, assim, ndo serao
realizadas coletas desangue adicionais para a realizacdo da pesquisa.

Beneficios:

Com o presente estudo, pretende-se estabelecer o comportamento e a relevancia clinica
dos parametros plaquetarios estudados para as SHG. Por

tratar-se de parametros que ndo implicam em custo ou risco adicional as
pacientes, tais marcadores apresentam-se vantajosos como ferramenta de

manejo clinico no ambito das SHG. Espera-se ainda que estes pardmetros possam
ser incluidos em estratégias futuras para o desenvolvimento de

scores para diagnostico, estratificac@o de risco, acompanhamento e prognéstico das SHG.

Comentarios e Considerag6es sobre a Pesquisa:

A presente pesquisa € um estudo observacional transversal , no qual serdo incluidas
pacientes do sexofeminino, gestantes, atendidas no do

Hospital Universitario Regional dos Campos Gerais nos setores de ambulatério, Pronto
Atendimentoobstetricia e Clinica Obstétrica. Serdo coletados

dados provenientes dos hemogramas solicitados nos setores PA obstetricia e Clinica
Obstétrica do HURCG.

Seréo coletados dados de

aproximadamente 1000 pacientes durante um periodo de 18 meses.

Nos prontuérios disponiveis no sistema GSUS (http://www.gsus.saude.pr.gov.br) seréo
coletados dados clinicos gerais como idade materna (IM),

idade gestacional (IG), nimero de gestacdes(G), nimero de partos normais (P), nUmero de
cesareas (C) enumero de abortos (A). Também seréo

coletados dados clinicos considerando os desfechos: aborto, trabalho de parto prematuro,
Obhito da gestante,

SHG, eventos
trombo hemorragicos e
Obito do recém nascido.

Serdo realizados hemogramas no analisador hematolégico Sysmex XN-1000 (SYSMEX,
Kobe, Japdo) do Laboratério de Andlises Clinicas do HURCG, e serdo avaliados os seguintes
parametros: WBC, RBC, HB, HCT, VCM, CHCM, PLT, RDW, PLT-F, PCT, VPM, PDW, P-LCR, IPF#

elPF%.
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Bairro: 8
Municipio: PONTA
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ConsideragGes sobre os Termos de apresentag¢ao obrigatoria:

Em anexo e de acordo com as normas 466/2012 e 510/2016
Recomendagoes:

Enviar o relatério final ao término do projeto por Notificacdo via Plataforma Brasil para evitar
pendéncias.

Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo A P A !
Documento rq ostagem uto ituacéo
uiv r
0
Informacd PB_INFORMACOES_BASI 15
es Basicas CAS DO P /07/2019 ceito
do Projeto ROJETO_1345458.pdf 1
3:34:54
Folha de FOLHA.pdf 04 LAURA
Rosto /06/2019 | MATTANA ceito
1 DIONISIO
6:23:53
Projeto PROJETOPBRASIL.docx 09 LAURA
Detalhado / /05/2019 | MATTANA ceito
Brochura 2 DIONISIO
3:54:33
Investigad
or
Declaraca aprovacaohu.pdf 09 LAURA
ode /05/2019 | MATTANA ceito
Instituicdo 2 DIONISIO
e 3:07:02
Infraestrut
ura

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
N&oPONTA GROSSA, 22 de Setembro de 2019

Assinado por: ULISSES COELHO

(Coordenador(a))
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INVESTIGATOR INITIATED STUDY AGREEMENT
“PLATELET PARAMETERS IN PREGNANCY HYPERTENSIVE
DISORDERS”

between
Roche Diagnostics International Ltd
Forrenstrasse 2
6343 Rotkreuz
Switzerland
—“ROCHE” -
and

Universidade Estadual de Ponta Grossa

Campus Central - Praca Santos Andrade, 01 - Centro
Ponta Grossa - PR, CEP 84010-330

Brazil

—“INSTITUTION” —

each hereafter referred to individually as a “Party” and together as the “Parties”
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WHEREAS, INSTITUTION through its employee Dr. Laura Mattana Dionisio

(“INVESTIGATOR?) has proposed and wishes to conduct certain research
according to the protocol “Platelet parameters in pregnancy hypertensive
disorders” (“Study”) attached as Exhibit 1 to this Investigator Initiated Study
Agreement (“Agreement”);

WHEREAS, INSTITUTION is the sponsor of the Study, meaning that the design and
performance of the Study lies in the exclusive responsibility of the
INSTITUTION.

WHEREAS, ROCHE desires to support the Study as set forth herein and INSTITUTION

agrees to grant ROCHE certain rights to the data and the results generated
under the Study as provided for herein;

THEREFORE, the Parties agree as follows:

11

1.2

13

CONDUCT OF THE STUDY

Conduct of the Study. INSTITUTION is the sponsor of the Study. INVESTIGATOR will
conduct the Study under the supervision and responsibility of the INSTITUTION.
INSTITUTION will use its reasonable efforts to complete the Study by March 31, 2022. In
case of any anticipated delay in the completion of the Study, INSTITUTION will provide
ROCHE written notice 60 (sixty) days prior to the original Study completion date.
INSTITUTION will ensure that all individuals involved in conducting the Study are
appropriately qualified and trained and made aware of the obligations contained in this
Agreement.

Investigator. INVESTIGATOR is an employee of INSTITUTION and will be responsible
for performing the Study and directly supervising any individual performing any part of the
Study. INSTITUTION shall inform ROCHE at least 30 (thirty) days in advance of any
change regarding INVESTIGATOR’s employment or role insofar as this change may have
an impact on the conduct of the Study and/or the fulfillment of any rights and obligations
under this Agreement.

Compliance. INSTITUTION agrees to comply with this Agreement, the protocol, the
requirements of the appropriate Ethics Committee/Institutional Review Board in connection
with the Study, and all applicable local, national, and international laws and regulations,
including but not limited to data protection laws and patient confidentiality laws. In case of
any discrepancy between this Agreement and the protocol, the Agreement will prevail.
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1.6

1.7

1.8

2.1

2.2
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Ethics Committee / Institutional Review Board Approval. INSTITUTION shall be

responsible for obtaining and maintaining all approvals for the conduct of the Study from
an independent Ethics Committee/Institutional Review Board and the relevant local
authorities in accordance with local laws and regulations, before commencement of any
Study procedure. INSTITUTION will provide copies of all such approvals to ROCHE.

Subject Information / Informed Consent. INSTITUTION shall ensure that written informed
consent will be obtained from each subject or subject's legal representative enrolling in the
Study (“Study Subject”) prior to commencement of any Study procedures.

Study Documentation. INSTITUTION will maintain written records, notes, reports and data
related to the Study. INSTITUTION shall keep all documents and records related to the
Study in a secure place as required by local laws.

Restrictions on Charging. INSTITUTION will not charge any Study Subject or third party
payer for the Products or for other services forming part of the Study.

Insurance. INSTITUTION represents that it has and will maintain at its own expense
appropriate insurance for all risks reasonably associated with the conduct of the Study.

ROCHE SUPPORT

Roche’s Role. ROCHE’s support for the Study is strictly limited to that set forth herein. For
the avoidance of doubt nothing contained in this Agreement shall imply that ROCHE accepts
any responsibility as sponsor of the Study.

Products. Subject to receipt of a copy of the Ethics Committee/Institution Review Board
Study approval, ROCHE will support the Study with the products listed in the table below
(“Products”). The total market value of the Products amounts to BRL 21,000 (twenty one
thousand Brazilian Real). The INSTITUTION shall order the Products within the term of
the Agreement. Thereafter, unless otherwise agreed by all Parties in written form, ROCHE
shall no longer be obliged to provide any Products free of charge.

Product Article No. No. of Articles
Sys Wash Elecsys,cobas e 11930346122 2
CleanCell M 2x2 L Elecsys, cobas e | 4880293190 2
ProCell Elecsys,cobas e 11662988122 2
CELLCLEAN AUTO 6975445001 1
CELLPACK - DCL 7420005001 1
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Product Article No. No. of Articles
CELLPACK DFL 6510205001 1
Assay Cup Elecsys ModularE170 11706802001 2
LYSERCELL - WNR 7838000001 1
Assay Tip Elecsys ModularE170 11706799001 2
SULFOLYSER 5L 5406668001 1
LYSERCELL - WDF 7837984001 1
PreciControl Multimarker Elecsys 5341787190 2
FLUOROCELL - WNR 6510248001 1
FLUOROCELL PLT 6510299001 1
PLGF CS Elecsys 5144701190 1
SFLT1 CS Elecsys 5109531190 1
PLGF Elecsys cobas e 100 5144671190 1
SFLT1 Elecsys cobas e 100 5109523190 1

Shipment of Products. INSTITUTION will place the orders for the Products with ROCHE.
Products will be shipped by the ROCHE Affiliate local to the INSTITUTION or the study
site which was nominated by the INSTITUTION.

Use and Return of Products. All Products provided for the Study will be used solely for the
purposes described in the protocol and for no other purpose. Any unused Products will be
returned to ROCHE at ROCHE's expense upon the completion of the Study, unlessotherwise
agreed or otherwise required by law.

STUDY DATA, FINAL STUDY REPORT & MANUSCRIPT FOR PUBLICATION

Study Data. Any Study data generated by INSTITUTION (“Study Data”) shall be owned
by the INSTITUTION.

Final Study Report. At the conclusion of the Study, INSTITUTION will submit to ROCHE
a final Study report (“Final Study Report™). The Final Study Report shall comply with the
commonly accepted formats and standards and shall contain comprehensible and
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5.2
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scientifically sound explanations on the Study design, the applied treatments and the medical
and scientific knowledge gained from the Study. The Final Study Report shall only contain
anonymized health-related data and shall be provided to ROCHE not later than 90 (ninety)
days after completion of the Study. Before the first publication of the Study Data by the
INSTITUTION, ROCHE may use the Final Study Report for internal purposes only. After
the first submission for publication of the Study Data by the INSTITUTION, ROCHE may
use the Final Study Report for any and all purposes, including but not limited to, research
and development or future regulatory submissions.

Manuscript for Publication. A manuscript for publication shall be submitted to ROCHE for
review not later than 180 (one hundred and eighty) days after completion of the Study.

PUBLICATION AND NAME

International Guidelines, Information, Submission. Any publications relating to the Study,
including but not limited to publications, dissertations, lectures, and scientific posters,
(“Publication”) shall comply with applicable laws and guidelines, for example the Good
Publication Practice guideline (“GPP”) and the recommendations of the International
Committee of Medical Journal Editors (“ICMJE”) in its most current versions. In the event
of any intended Publication, INSTITUTION shall safeguard intellectual property rights and
provide to ROCHE the manuscript in its near final form at least 3 (three) months prior to
submission to obtain ROCHE’s scientific check as well as to coordinate with ROCHE the
date of publication in order to preclude any preliminary publication which may be
detrimental to the novelty of any proposed patent application. For clarification, nothing
contained herein shall limit the authors’ responsibility for content, accuracy, and
completeness of the Publication and the authors’ right to take final decisions on the content.

Disclosure. ROCHE’s support of the Study shall be disclosed in any Publication, as required
by applicable laws, regulations, codes, and guidelines.

INTELLECTUAL PROPERTY RIGHTS

Pre-Existing Intellectual Property. Each Party shall reserve and retain full title and rights to

any pre-existing intellectual property.

Disclosure. INSTITUTION will promptly disclose exclusively to ROCHE any discovery,

invention, know-how and development resulting from performance of the Study (“Study
IP”). In the event that any patent filing based on Study IP is planned, INSTITUTION shall
ensure that all relevant Study IP is not published before the filing date of the respective
patent application to avoid jeopardizing any such patent filing by the creation of prior art.
Publishing in this respect includes, but shall not be limited to, sharing abstracts, posters,
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presentations, lectures, roundtables and advisory board meetings, conversations with 3™
parties not involved in this Agreement, and manuscripts.

Ownership of Study IP. Any Study IP will be owned by INSTITUTION. INSTITUTION
hereby grants to ROCHE a non-exclusive, royalty-free, worldwide, license to Study IP for
ROCHE’s and its Affiliates’ use in all fields. INSTITUTION will ensure that all individuals
working on the Study have assigned to INSTITUTION their rights to any Study IP.

Filing and Maintenance. In the event that INSTITUTION wishes not to file or wishes to
abandon any patent or patent application relating to Study IP in a certain country or region,
INSTITUTION shall notify ROCHE hereof in writing in due time, i.e. at least 3 (three)
months prior to the respective deadline for national or regional patent filing or patent
maintenance. ROCHE shall have the right, but not the obligation, to file in ROCHE’s name
or to take over such patent rights in such country or region at ROCHE's sole discretion and
at ROCHE's sole expense. In case ROCHE files for or takes over any patent application or
patent relating to Study IP, INSTITUTION shall retain the right to use Study IP for its own
research purposes.

CONFIDENTIALITY

Confidentiality. This Agreement and the terms and conditions hereof as well as all
information obtained in connection with this Agreement are confidential and neither Party
shall, without the prior written permission of the disclosing Party, disclose the same to any
third party except to the extent this may be required by applicable law or as necessary for
the conduct of the Study. Affiliates of both Parties shall not be considered third parties for
the purposes of this Agreement.

“Affiliates” shall mean (a) an organization, which directly or indirectly controls a Party to
this Agreement; (b) an organization, which is directly or indirectly controlled by a Party to
this Agreement; (c) an organization, which is controlled, directly or indirectly, by the
ultimate parent company of a Party to this Agreement. Control as per (a) to (c) is defined as
owning more than fifty percent of the voting stock of a company or having otherwise the
power to govern the financial and the operating policies or to appoint the management of an
organization. With respect to ROCHE, the term “Affiliates” shall not include Chugai
Pharmaceutical Co., Ltd, 1-1, Nihonbashi-Muromachi 2-chome, Chuo-ku, Tokyo, 103-
8324, Japan (“Chugai”) and its respective subsidiaries, unless ROCHE opts for an inclusion
of Chugai and/or its respective subsidiaries by giving written notice to the INSTITUTION.

Exclusions. The obligations of confidentiality set out herein shall not apply to confidential
information that (a) was in receiving Party’s possession prior to disclosure by the disclosing
Party; (b) is or later becomes, through no fault of receiving Party, publicly available; (c) is
rightfully received by receiving Party from a third party without a duty of confidentiality;
(d) is independently developed by employees, agents, vendors, consultants, distributors,
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partners or Affiliates of receiving Party; or (e) is required to be disclosed by law or pursuant
to a judicial or governmental order.
TERM AND TERMINATION

Term. This Agreement shall enter into effect on the date of the last signature by the Parties
(“Effective Date”) and will continue in force until March 31, 2023 unless terminated earlier.

Termination for Convenience. ROCHE may terminate this Agreement for any reason upon
30 (thirty) days prior written notice.

Termination for Material Breach. Either Party may terminate this Agreement immediately
by written notice in the event of any material breach of this Agreement by the other Party if
such breach is not cured within 30 (thirty) days after the non-breaching Party delivers notice
of such breach to the breaching Party.

Termination for Bankruptcy. Either Party may terminate this Agreement immediately by
written notice in the event the other Party makes a general assignment for the benefit of its
creditors, a petition in bankruptcy is filed by or against such other Party or a receiver is
appointed on account of such other Party’s insolvency or events analogous to the foregoing
occur.

Effect of Termination. Upon termination of this Agreement any Product and other materials
supplied hereunder which are not used prior to termination of this Agreement will be
returned to ROCHE or its designee unless otherwise instructed in writing by ROCHE.

Continuing Obligations. The provisions of Section 4 (Publication and Name), Section 5
(Intellectual Property), Section 6 (Confidentiality), Section 8 (Indemnification), Section 10
(General Provisions) and Section 11 (Governing Law and Jurisdiction) of this Agreement
will survive any termination of this Agreement.

INDEMNIFICATION

Indemnification by Institution. INSTITUTION will indemnify ROCHE and its Affiliates,
employees and agents from and against all losses, expenses, claims, actions, lawsuits and
judgments thereon (including reasonable attorney fees), arising out of or in connection with
the Study to the extent such losses, expenses, claims, actions, law suits and judgments
thereon are not the direct result of a defect in the Product.

Indemnification by Roche. ROCHE will indemnify INSTITUTION and its employees and
agents from and against all losses, expenses, claims, actions, law suits and judgments
thereon (including reasonable attorney fees), directly arising out of a defect in the Product
provided that (i) the Study was conducted in accordance with this Agreement and the
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protocol, and (ii) that such claims, demands or judgments do not arise, in whole or in part,
from the negligent or willful acts or omissions or any misuse of the Product.

9. ADVERSE EVENT

9.1  Adverse Event Reporting. INSTITUTION shall report all Adverse Events, Adverse Device
Effects, Incidents, complaints or inquiries to the local competent authorities as required
under applicable laws and regulations and in accordance with the protocol. INSTITUTION
shall provide a copy of each such report — insofar as it relates to a Product - to ROCHE
within 3 (three) business days to the following address: Roche Diagnostica Brasil Ltda.,
Avenida Engenheiro Billings 1729, Sao Paulo 05321-900, Brazil, contact person: Paula
Bresciani, email. paula.bresciani@roche.com, phone: +55 11 3719-8511. INSTITUTION
agrees to cooperate and provide additional information requested by ROCHE to enable
ROCHE to meet its independent reporting obligations.

9.2  Definitions. For the purposes of this section 9, the following terms shall have the following
meanings:

(@ “Adverse Events” shall mean any untoward medical occurrence, unintended disease
or injury or any untoward clinical signs (including an abnormal laboratory finding) in
subjects, users or other persons whether or not related to the investigational medical
device (MEDDEV).

(b) “Adverse Device Effect” shall mean any adverse event related to the use of an
investigational medical device. This includes any adverse event resulting from
insufficiencies or inadequacies in the instructions for use, the deployment, the
implantation, the installation, the operation, or any malfunction of the investigational
medical device. This includes any event that is a result of use error or intentional
misuse (MEDDEV).

(c) “Incident” shall mean any malfunction or deterioration in the characteristics and/or
performance of a device, as well as any inadequacy in the labeling or the instructions
for use which, directly or indirectly, might lead to or might have led to the death of a
patient, or user or of other persons or to a serious deterioration in their state of health.

10 GENERAL PROVISIONS

10.1 Poster Presenter. In the event that INVESTIGATOR attends third party organized
educational conferences as a research poster presenter for ROCHE ("Poster Presenter"),
ROCHE herewith agrees to support the INVESTIGATOR with a grant. The details of such
support shall be agreed upon in a separate speaker agreement between the INVESTIGATOR
and ROCHE. The foregoing is subject to the following cumulative requirements: i) the
INVESTIGATOR is selected as a Poster Presenter for ROCHE, ii) the selection of the Poster
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Presenter is done independently by the third party organizer of the event, and iii) ROCHE
is not directly involved in the selection of the INVESTIGATOR who will benefit from the
aforementioned support.

10.2 GDPR Compliance. Each Party will comply with all applicable laws and regulation governing
the processing of personal data as such terms are defined in Regulation (EU) 2016/679 in
relation to the performance of its obligations under this Agreement and the conduct of the
Study.

10.3  Assignment. INSTITUTION may not assign its rights nor delegate its obligations under this
Agreement without the prior written consent of ROCHE. ROCHE is entitled to transferits
rights and obligations hereunder in whole or in part to any of its Affiliates.

10.4 Modifications. No modifications or changes to this Agreement, including the scope and term
of the Study and/or any Exhibit, shall be effective unless set forth in a written amendment
and signed by ROCHE and INSTITUTION.

10.5 Confidentiality Agreement. Upon execution, all confidential information disclosed under
any previous confidentiality agreement between INSTITUTION and ROCHE relating to the
same subject matter as covered by Study, shall be governed by this Agreement superseding
such prior agreement.

10.6  No Inducement. The Parties acknowledge and agree that INSTITUTION shall continue to
make all decisions regarding treatment, prescribing decisions or purchasing decisions
(including prescribing and purchasing Roche products) solely in accordance with
independent medical and clinical judgment and that such decisions shall not be affected by
this Agreement, the payments made hereunder or the relationship created hereby. The
Parties also acknowledge and agree that the support received by the INSTITUTION under
this Agreement is not intended to require, induce or in any way influence INSTITUTION to
prescribe, promote, recommend, purchase or require the use of any Roche product.

10.7 Compliance. INSTITUTION and INVESTIGATOR recognize that it is the policy of
ROCHE to comply with all applicable laws, regulations, permits, consent orders and
applicable industry codes and to act in a proper and ethical manner.

10.8 Disclosure. INSTITUTION understands and agrees that, pursuant to legal obligation or
generally applicable policy, ROCHE may disclose the financial relationship between
ROCHE and INSTITUTION, including any compensation or other transfer of value under
this Agreement, and does not object to any such disclosure required by law or policy.
INSTITUTION may disclose only the terms or existence of this Agreement as required by
law and after prior written notice to ROCHE.
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10.9  Access. For the purpose of determining compliance with this Agreement, INSTITUTION
agrees to allow ROCHE access to INSTITUTION’s financial records and/or records relating
to the use of the Products, as applicable, upon reasonable prior notice.

10.10 Contact Person at Roche. CPS Global 1IS Team, global.ctrp_cps@roche.com.

10.11 Notices. Notices under this Agreement will be given by personal delivery, registered mail,
or courier service to the address designated below:

If to ROCHE:

Roche Diagnostics International Ltd
Centralised and PoC Solutions

Medical Affairs - Investigator Initiated Studies
Forrenstrasse 2

6343 Rotkreuz

Switzerland

If to INSTITUTION:

Universidade Estadual de Ponta Grossa

Campus Central - Praga Santos Andrade, 01 - Centro
Attn: Dr. Laura Mattana Dionisio

Ponta Grossa - PR, CEP 84010-330

Brazil

10.12 Severability. If any part or any provision of this Agreement proves to any extent to be
invalid, illegal or unenforceable in law, the remainder of such provision and all other
provisions of this Agreement shall remain valid and enforceable to the fullest extent
permissible by law and regulation and such provision shall be deemed to be omitted from
this Agreement to the extent of such invalidity, illegality or unenforceability. The remainder
of this Agreement shall continue in full force and effect and the Parties shall negotiate in
good faith to replace the invalid, illegal or unenforceable provision with a valid, legal and
enforceable provision which has an effect as close as possible to the provision or terms being
replaced. The corresponding shall apply in the event of an omission.

10.13 Signatures. This Agreement may be executed by the Parties hereto in separate counterparts,
each of which when so executed and delivered shall be deemed an original, but all such
counterparts shall together constitute one and the same agreement. The Parties agree that
execution of this Agreement by exchanging facsimile, PDF, or Electronic Signature (as
defined below) shall have the same legal force and effect as the exchange of original
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signatures. Pursuant to this Agreement, Electronic Signatures shall mean a signature that
consists of one or more letters, characters, numbers or other symbols in digital form
incorporated in, attached to or associated with the electronic document, such as electronic
signatures as required by Regulation (EU) 910/2014.

GOVERNING LAW AND JURISDICTION

This Agreement shall be governed and construed in accordance with the laws of
Switzerland, excluding conflict of laws’ principles. Both Parties agree to use good faith
efforts to settle as promptly as possible any and all disputes arising from this Agreement. In
the event that such efforts are not successful the Parties agree to the exclusive jurisdiction
of the competent courts in Zug, Switzerland, to the exclusion of any other jurisdiction or
arbitration.



IN WITNESS THEREOF, the Parties caused this Agreement to be executed by their duly

authorized representatives:

Rotkreuz,

18-mar-2021

(Date)

Roche Diagnostics International Ltd

Signature:

Name:

Title:

Signature:

Name:

Title:
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Albert Jan Schutte

Global Head MSA Medical
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Raima Sherifoska

Legal Counsel

Ponta Grossa, 19-mar-2021

(Date)

Universidade Estadual de Ponta Grossa
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Signature: 6‘0“%” main foutrs
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Signature:
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|]STUDY PROTOCOL TEMPLATE

INSTRUCTIONS:

e Explanations to the corresponding sections are provided in black.

e Proposed text in
e Dependingon st
e Contenthastob

green/italics is provided for your consideration
udy design, not all sections may apply.
e in compliance with local legal and regulatory requirements.

e A study synopsis may be inserted but is not mandatory.

General information

Full study title
and acronym

¢ “Platelet parameters in pregnancy hypertensive
disorders”

¢ Version number: 01 (February, 2019).

Name and contact

Name: Laura Mattana Dionisio

details of . )
. e-mail: mattana.laura@gmail.com
principal
investigator telephone: +55 41 99905-4105
Mailing address: Rua Nicolau Florenzano, 356, Uvaranas, Ponta
Grossa, Parand, Brazil. ZIP CODE: 84031120
. Qi)fjﬂa%a,ﬁ:bno_ Qi
Laura Mattana Dionisio
Study duration e This study started at 03/2019. The estimated date for the end
of the study is 03/2021.
Study sites e The study will take place at the Clinical Laboratory of Hospital

Universitario Regional dos Campos Gerais, Ponta Grossa,
Paranj, Brazil.

1. Introduction, study rationale and study objective(s)

Introduction and
rationale

e According to the World Health Organization (2011),
hypertensive gestational syndromes are the second main
cause of death in pregnant women. Hypertensive
gestational syndromes are classified into five groups:
chronic hypertension, gestational hypertension without
proteinuria, preeclampsia, eclampsia and HELLP syndrome

98


mailto:mattana.laura@gmail.com

(BRASIL, 2012). This group of diseases affect about 10% of
all pregnant women around the world (WHO, 2011). These
conditions show considerable correlation with infant
morbidity and mortality. The physiopathology of this
syndromes, especially of preeclampsia, concerns several
processes like, synthesis and release of proinflammatory
cytokines, oxidative stress, endothelial dysfunction and
platelet activation (BURTON, 2011; REDMAN & SARGENT,
2003; REDMAN et al 1999; CHAIWORAPONGSA et al, 2014;
KOHLI et al, 2016)

The platelet parameters provided by the new hematologic
analyzers seem to be altered pregnant women with
hypertensive disorders, differently than the normotensive
pregnancies (. Thus, these parameters may show clinical
usefulness for the diagnosis and monitoring of pregnancy
hypertensive disorders (SITOTAWA et al, 2018).

Therefore, this study has the aim to assess the impact of
pregnancy hypertensive disorders in platelet parameters,
and correlate these parameters with serological biomarkers
of preeclampsia.

Platelet parameters will be determined at maximum two
hours after sample taking in EDTA anticoagulated whole
blood on the Sysmex platform XN-1000 (Sysmex
Corporation, Kobe, Japan). The analyzer cited above is
already in our institution.

For the analysis of the comparison, the Roche’s assays
Elecsys PIGF (REF 0514467) and Elecsys sFlt-1 (REF
05109523190) will be used as biomarkers of preeclampsia.

Study objective(s)

Primary objective: This study has the aim to assess the
impact of pregnancy hypertensive disorders in platelet
parameters.

Secondary objectives: Assess the correlation of platelet
parameters and the serological biomarkers of preeclampsia.

2. Investigational

material

Investigational
material and
comparator
product(s)

Roche assays: Elecsys PIGF and Elecsys sFlt-1.
Roche instrument: Cobas e411

Platelet parameters: Sysmex XN-1000 (Sysmex Corporation,
Kobe, Japan)

The analyzers cited above are already in our institution.

3. Study population
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Recruitment,
enrollment
period, and
sample size

e For the serological analysis for correlation studies,
approximately 80 subjects will be recruited (40 control and
40 hypertensive disorders group). All patient wich matches
the inclusion criteria and has a medical requirement for a
hemogram and any immunochemical analysis (serum
samples) will be included in the study. No additional blood
withdrawal will be necessary for this study. The 80 sample
number will be reached approximately in six months.

o For the platelet parameters, the data collection is arleady in
process. All patient that matches the inclusion criteria and
has a medical requirement for a hemogram is included in
the study. The strength of the association between each of
the platelet indices and the biomarkers for preeclampsia
will be estimated using the Pearson correlation coefficient
(1).

o Forthe platelet parameters, the descriptive statistics will be
presented as means * standard deviation. The between-
group differences will be determined using Mann-
Whitney’s U test.

o To estimate the sensitivity value of the platelet parameters
as severity markers of pregnancy hypertensive disorders,
receiver operating characteristic (ROC) analysis will be
performed.

e Study groups for evaluation: For the serological analysis for
correlation studies, approximately 80 subjects will be
recruited (40 control group and 40 preeclampsia group).
For the platelet parameters studies, approximately 500
subjects will be recruited (165 patients for each group:
control, pregnancy hypertension and preeclampsia). The n
for the platelet parameters group is substantially greater
than the correlation studies because the platelet indices are
the primary objective of this study.

e The number of 500 samples will be reached approximately
in six months.

Inclusion criteria

Pregnant women with pregnancy hypertensive disorder
diagnosis and healthy pregnant women.

Exclusion criteria

The exclusion criteria are the use of antibiotics, use of
anticoagulants, infectious diseases, smoking, multiple
pregnancies, ectopic pregnancies, and pregnancies with
embryonic structural malformations.

4. Study design and study procedure

Study design

e This is a clinical utility study for platelet parameters in
pregnancy hypertensive disorders. This is a monocentric
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study, with a control group of healthy pregnancies, a group
for preeclampsia, and a group for gestational hypertension.

Study procedure

Patients: Pregnant women that attended the Hospital
Universitario Regional dos Campos Gerais, that matches the
inclusion criteria and without any exclusion criteria cited
above will be included in this study.

Samples: The samples withdrawal will be performed only
for patients with a medical requirement for a hemogram
and any immunochemical analysis (serum samples). No
additional blood withdraw will be necessary for this
study. No additional cost will be implied for the platelet
parameters analysis. Blood samples will be collected in
tubes containing EDTA (2mL for hemogram) and in tubes
without an anticoagulant ( 5 mL for immunochemical
analysis). The serum samples will be obtained by
centrifugation at 3000 rpm for 10 minutes within 1 hour
after phlebotomy. Serums will be separated and kept in a
new microtube, labelled and kept at =20 °C until the test.
Platelet parameters: PLT-I (impedance count), PLT-F
(fluorescence count), MPV (mean platelet volume), PDW
(platelet distribution width), PCT (plateletcrit), P-LCR
(platelets >12 fL) and IPF (immature platelet fraction) will
be determined on the Sysmex platform XN-1000 (Sysmex
Corporation, Kobe, Japan). The analyzer and reagents for
the platelet parameters are already in our institution.
Biomarkers of preeclampsia: The Roche’s assays Elecsys
PIGF and Elecsys sFlt-1 will be used as biomarkers of
preeclampsia on the analyzer Cobas e411 (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland). The analyzer cited above
is already in our institution.

5. Statistics

Primary and
secondary
endpoint(s)

The outcome of this study is a complete analysis of the

behaviour of platelet parameters in pregnancy hypertensive

disorders, including its clinical sensitivity and correlation with
serological biomarkers of preeclampsia.

Statistical
methods

The strength of the association between each of the platelet
indices and the biomarkers for preeclampsia (sFlt-1 and
PIGF) will be estimated using the Pearson correlation
coefficient (r).
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For the platelet parameters, the descriptive statistics will be
presented as means * standard deviation. The between-
group differences will be determined using Mann-
Whitney’s U test.

To estimate the sensitivity value of the platelet parameters
as severity markers of pregnancy hypertensive disorders,
receiver operating characteristic (ROC) analysis will be
performed.

Study groups for evaluation: For the serological analysis for
correlation studies, approximately 80 subjects will be
recruited (40 control group and 40 preeclampsia group).
For the platelet parameters studies, approximately 500

subjects will be recruited (165 patients for each group:
control, pregnancy hypertension and preeclampsia).

Sample size, level
of significance,
and power

We performed the sample size calculation considering the
platelet count and PDW as primaries outcomes withsamples
from three groups of patients: control, preeclampsia and
pregnancy hypertension. We performed a preliminary
analysis of 45 samples (n=15 per group) from the sample
universe. The platelet count (PLT-I) showed a standard
deviation of 38.51 with and effect size of 0.28. Thus,
considering a two-tailed model (One Way ANOVA), with a
power of 95% and a significance level of 5%, the totalsample
size would be 195. However, for PDW with the samepower
and significance level, we obtained a standard deviation of
1.62 and an effect size of 0.24. Thus, the total sample size
would be 270. To avoid the eventual sample excluded
during the study, we considered the total numberof samples
for the two parameters, then the final sample size was 465.
In a balanced distribution 1:1:1, the sample should be
n=155 per group. The calculation was performed with
G*Power version 3.1.9.2 sample-size calculating software
(http://www.gpower.hhu.de).

6. Safety assessment

This study does not offer any potential risk for the patients
included, as long as no additional blood withdraw will be

necessary.
Definitions Not applicable.
Classification of Not applicable.

AEs/SAEs (if

102



appropriate) and
AE/SAE recording
and reporting

If applicable:
Laboratory
abnormalities and
other abnormal
assessments

Not applicable.

If applicable:
Malfunction /
incidents and
indirect harm
reporting

Not applicable.

Follow up of
ongoing AEs and
SAEs

Not applicable.

Treatment of any
AE / SAE

Not applicable.

Assessment of
causality
(relationship to
IVD and indirect
harm)

Not applicable.

7. Compliance Statements

General requirements: The study will be conducted in compliance
with this study protocol. The protocol was approved by the
Ethical Research Committee of our institution according

to the criteria set by the declaration of Helsinki, under the
number of 3.591.154.

Any protocol amendments or new or amended information that
requires ethical consideration will be submitted for written
approval, too. Also, a study report will be submitted to regulatory
authorities in line with applicable timelines.

Subject insurance: Not applicable.

Subject information and informed consent: Not applicable.
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Clinical study results and publication: The results of this clinical
utility study will be documented and published in a scientific
journal, if possible in a scientific meeting.

8. Data confidentiality and protection

Data
confidentiality
and data
protection

Auditors, Ethics Committee, and the regulatory authorities will be
granted direct access to the subject’'s medical records to the
extent permitted by the applicable law and regulation for
verification of clinical study procedures, and/or data control,
ensuring subject data confidentiality. The subject’s file and the
source data will be archived
international legal requirements.

in line with national and

9. Quality controls

and assurance

Quality controls
and quality
assurance

e The quality control will be performed by the laboratory staff
once a day using three levels of control (XN-Check from Sysmex
America) and two levels of control (PreciControl, Cobas, Roche
Diagnostics), according to the manufacturer’s instructions.

10. References
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Electronic Record and Signature Disclosure created on: 2/9/2021 5:05:04 PM
Parties agreed to: Raima Sherifoska, Albert Jan Schutte, Laura Mattana Dionisio, giovani marino favero, Sandra Gut

Guidelines for the use of the DocuSign electronic signing system
within F. Hoffmann-La Roche and companies of the Roche Group

LEGAL DISCLOSURE

By placing my electronic signature on this document, I expressly consent to use and rely on Electronic and Digital
Signatures and | understand my signature will have the same binding effect as if | was providing a handwritten
signature.

I also confirm the email address that | am using as a valid one to be notified and identified electronically, for
example through the DocuSign System, and/or to identify me as the signer of the document. | should inform Roche
in the case that the email address changes.

CONSUMER DISCLOSURE

From time to time, F. Hoffmann-La Roche and companies of the Roche Group (hereinafter referred to as we, us or
Company) may be required by law to provide to you certain written notices or disclosures. Described below are the
terms and conditions for providing to you such notices and disclosures electronically through the DocuSign, Inc.
(DocusSign) electronic signing system. Please read the information below carefully and thoroughly, and if you can
access this information electronically to your satisfaction and agree to these terms and conditions, please confirm
your consent by clicking the ‘I agree” button at the bottom of this document.

Consequences of changing your mind

To indicate to us that you are changing your mind, you must withdraw your consent using the DocuSign ‘Withdraw
Consent’ form on the signing page of a DocuSign envelope instead of signing it. This will indicate to us that you
have withdrawn your consent to receive required notices and disclosures electronically from us and you will no
longer be able to use the DocuSign system to receive required notices and consents electronically from us or to sign
electronically documents from us.

All notices and disclosures will be sent to you electronically

Unless you tell us otherwise in accordance with the procedures described herein, we will provide electronically to
you through the DocuSign system all required notices, disclosures, authorizations, acknowledgements, and other
documents that are required to be provided or made available to you during the course of our relationship with you.
To reduce the chance of you inadvertently not receiving any notice or disclosure, we prefer to provide all of the
required notices and disclosures to you by the same method and to the same address that you have given us. If you
do not agree with this process, please let us know as described below. Please also see the paragraph immediately
above that describes the consequences of your electing not to receive delivery of the notices and disclosures
electronically from us.

How to contact us

You may contact us to let us know of your changes as to how we may contact you electronically, to request certain
information from us and to withdraw your prior consent to receive notices and disclosures electronically. To do so
contact the sender of the envelope.

To advise us of your new email address



To let us know of a change in your email address where we should send notices and disclosures
electronically to you, you must send an email message to the sender of the envelope and in the body of
such request you must state: your previous email address, your new email address. We do not require any
other information from you to changeyour email address. In addition, you must notify DocuSign, Inc. to
arrange for your new email address to be reflected in your DocuSign account by following the process for
changing email in the DocuSign system.

To withdraw your consent

To inform us that you no longer want to receive future notices and disclosures in electronic format you
may declineto sign a document from within your DocuSign session, and on the subsequent page, select the
check-box indicatingyou wish to withdraw your consent.

Acknowledging your access and consent to receive materials electronically

To confirm to us that you can access this information electronically, which will be similar to other
electronic noticesand disclosures that we will provide to you, please verify that you were able to read this
electronic disclosure and that you also were able to print on paper or electronically save this page for your
future reference and access or that you were able to email this disclosure and consent to an address where
you will be able to print on paper or save it for your future reference and access. Further, if you consent to
receiving notices and disclosures exclusively in electronic format on the terms and conditions described
above, please let us know by clicking the ‘I agree’ button below.

By checking the ‘I agree’ box, I confirm that:

e | can access and read this Electronic CONSENT TO ELECTRONIC RECEIPT OF
ELECTRONICCONSUMER DISCLOSURES document; and

e | can print on paper the disclosure or save or send the disclosure to a place where | can print it,
for futurereference and access; and

e  Until or unless I notify the account owner as described above, | consent to receive from
exclusively through electronic means all notices, disclosures, authorizations, acknowledgements,
and other documentsthat are required to be provided or made available to me by the account
owner during the course of my relationship with you.

e | acknowledge the information included in the DocuSign Privacy Policy
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