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Analise dos tracados de ondas da agregacio plaquetaria em pacientes com
doencas cardiovasculares em uso do acido acetil salicilico comparados a

doadores de sangue

Analysis of the waves and aggregation patterns in patients with cardiovascular diseases in
using acetylsalicylic acid compared blood donors

Patricia S. M. Bernardi’
Haroldo W. Moreira’

A agregacdo plaquetaria avalia a fun¢do das plaquetas através de diferentes vias
de ativagdo plaquetaria in vitro, fornecendo tra¢ados de ondas equivalentes a
propriedade fisica dessa agregacdo. Sabendo-se que a aspirina acetila irrever-
sivelmente a enzima cicloxigenase prevenindo a geragdo de tromboxana A, poten-
te ativador da agregagdo plaquetaria, esta droga tem sido analisada hda mais de
trinta anos na clinica médica em pacientes com doengas cardiovasculares como
uma potente droga antitrombotica. Foram nossos objetivos obter tragados de
ondas correspondentes as fases da agregagdo plaquetaria para nossa padroniza-
¢do utilizando nosso grupo controle de doadores de sangue e comparad-las com
nosso grupo estudo, frente a diferentes agentes agonistas em diferentes concentra-
¢oes: ADP 1M e 3UM; AA, 0,5mM; ADR, 0,05 mg/mL, 0,025 mg/mL e 0,010 mg/
mL. Os grupos analisados foram constituidos por 41 cardiacos e 40 doadores de
sangue considerados controle. Dos cardiacos, 33 faziam uso regular do AAS na
concentragdo de 200 mg/dia e oito na concentragdo de 100 mg/dia, sendo todos
considerados hipertensos. A padronizagdo da agregometria estava na dependén-
cia do encontro de tragados correspondentes a ondas de agregacdo, sendo esses
obtidos em porcentagem no tempo de cinco minutos estandartizados pelo aparelho
utilizado. Comparando os resultados entre os pacientes e o grupo controle, foi
possivel observar que, na presenca dos agentes agregantes ADP 1UIM e ADP 3
UM, ADR 0,05 mg/mL, 0,025mg/mL e 0,010 mg/mL, os pacientes apresentaram 1°
onda, mas ndo 2° onda. Por sua vez, no caso do AA 0,5 mM ndo houve o encontro
de tragados de ondas. Rev. bras. hematol. hemoter. 2004;26(4):239-244.

Palavras-chave: Fases da agregacdo plaquetaria; dcido acetil salicilico, doengas
cardiovasculares.

Introducéo Cat+ forma um complexo estavel na superficie das
plaquetas ativadas. Essa também ocorre devido ao meta-

A agregacdo plaquetaria ocorre devido a formagao bolismo do acido aracddnico, sendo o mesmo liberado a

de pontes de fibrinogénio, pois este se liga ao receptor na partir da membrana fosfolipidica das plaquetas pela ativa-
membrana plaquetaria, GP IIb/Illa, que na presenga do cdo da enzima fosfolipase A2 e, subseqiientemente, a
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enzima cicloxigenase (COX-1) converte o acido aracdonico
em endoperoxidos ciclicos. Esses sdo entdo convertidos
pela tromboxana sintetase a tromboxana A, (TXA), funci-
onando como um potente agonista que induz a agrega-
¢do. As células endoteliais também possuem essa via do
metabolismo do 4cido aracddnico, entretanto, as células
preferencialmente convertem endoperoxidos ciclicos em
prostaciclina (PGI,), um importante inibidor da agrega-
¢do plaquetaria.'’

O uso da aspirina como uma potente droga anti-
trombotica tem sido analisada ha mais de trinta anos na
clinica médica em pacientes que fazem uso da mesma, vis-
to que este medicamento acetila irreversivelmente a enzima
COX-1 prevenindo a geragdo de tromboxana A, (TXA,),
um potente ativador da agregagao plaquetaria. O papel da
adenosina difosfato como o principal estimulador da agre-
gac¢do plaquetaria foi descoberto por outros importantes
pesquisadores, assim como as propriedades de agrega-
¢do do colageno e trombina, a reagdo de liberagdo e o
metabolismo do acido aracdonico.™®

A amplificacdo e propagacdo continua da agrega-
¢do plaquetaria ¢ ativada pela formagao de agregados
plaquetarios e a expulsdo de ADP e de outras substancias
ativas das organeclas plaquetarias. Antes, ou a0 mesmo
tempo da reacdo de liberagao, tem-se uma primeira altera-
¢do estrutural bem definida nas plaquetas ativadas, repre-
sentada por uma transformagdo do formato discéide para
esferas espinhosas com protusdes ou filopodes, sendo
esta considerada como a primeira e reconhecida mudanga
no formato plaquetario. Isso ocorre devido a ativagdo do
sistema contratil da plaqueta, sendo que alguns pesqui-
sadores a consideram uma etapa distinta na fungéo
plaquetaria. Experimentos in vitro e sob condigdes con-
troladas evidenciaram que a mudanga no formato da
plaqueta, bem como a fase inicial da agregacdo, precede a
reacdo de liberagdo, embora a seqiliéncia exata dos even-
tos in vivo ainda ndo tenha sido elucidada. A isso, segue-
se a ativac¢do ou disponibilidade do fator 3 plaquetario
(PF-3) e outras substancias pro-coagulantes, com o inicio
da hemostasia secundaria da coagulag@o, levando a con-
solidagdo da rolha plaquetaria pela fibrina, com subse-
quiente retragdo do coagulo.>*'0!!

A agregacdo plaquetaria ¢ um teste que avalia a fun-
¢do das plaquetas pela explorag@o de diferentes vias de
ativagdo plaquetaria in vitro, quando um plasma citratado
rico em plaquetas (PRP) é continuamente agitado por uma
esfera de ferro em um aparelho denominado agregdmetro
de plaquetas. Esse aparelho mede uma combinagdo de
absor¢ao e dispersdo de luz, tendo-se hoje aparelhos que
permitem tanto medi¢des nefelométricas, quanto foto-
métricas. Constitui um processo que registra alteragdes
na transmissao da luz, pois, ao adicionar agentes agonistas,
tem-se um decréscimo da mesma devido a mudanga na
forma das plaquetas, que passam de discoides a esféricas.
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Isto é seguido de um aumento gradual na transmissao de
luz, devido a agregagdo das plaquetas, o que torna o meio
mais claro. Este teste é valido para mostrar o defeito da
hemostasia primaria, quando se suspeita da historia clini-
ca do paciente e na presenga de um prolongamento do
tempo de sangramento.'*'8

Dessa forma, o agregdmetro permite mensurar
parametros temporais, semiquantitativos e qualitativos na
agregacao in vitro. Aresposta das plaquetas a varios agen-
tes agregantes como adenosina difosfato (ADP), cola-
geno, adrenalina (ADR), trombina e 4cido aracdonico (AA)
pode ser quantificada no plasma rico em plaquetas ou no
sangue total. Comparativamente aos outros testes que
avaliam a hemostasia primaria, essa técnica parece repre-
sentar o melhor auxilio diagnoéstico laboratorial na verifi-
cacdo dos disturbios qualitativos adquiridos ou congéni-
tos das plaquetas.'®

A agregacao plaquetaria exibe uma resposta bifasica
de uma agregacao reversivel (1* onda ou agregagio pri-
maria), seguida de uma agregacao irreversivel (2* onda ou
agregacgdo secundaria), que ocorre devido a desintegra-
¢do das plaquetas associada com, mas nao necessaria-
mente, a conseqiiéncia da reacdo de liberagdo.>!3!

Os agentes primarios, como, por exemplo, adenosina
difosfato, adrenalina, noradrenalina, serotonina, vaso-
pressina ¢ trombina sdo capazes de iniciar a agregagao
plaquetaria diretamente por mecanismos que nao depen-
dem da produgdo de prostaglandinas ou da liberacdo de
ADP contido nas plaquetas. Ja os agregantes secundari-
0s, como, por exemplo, acetilcolina, araquidonato, acidos
graxos, fator de agregacdo plaquetaria, agentes infeccio-
sos ¢ seus produtos produzem a agregacgdo pela inducao
da liberacdo de ADP e/ou producdo de prostaglandinas e
metabolitos relacionados com as plaquetas.®

No presente trabalho foi nosso proposito obter traga-
dos de ondas de agregacdo plaquetaria para nossa padro-
nizagdo utilizando nosso grupo controle de doadores de
sangue e compara-las com nosso grupo estudo, frente a
diferentes agentes agonistas em diferentes concentragdes.

Casuistica e métodos

Os grupos analisados foram constituidos por 41
pacientes cardiacos ¢ por 40 doadores de sangue consi-
derados como nosso grupo controle. Dos pacientes car-
diacos, 33 faziam uso regular do AAS na concentracdo de
200 mg/dia e oito pacientes na concentragdo de 100 mg/
dia, sendo todos considerados hipertensos, por especia-
listas clinicos.

Do primeiro grupo, 12 eram do sexo masculino ¢ 21
do sexo feminino, com faixa etaria variando dos 46 aos 88
anos. Do segundo grupo, sete eram do sexo feminino ¢ um
do masculino, com faixa etaria variando dos 57 aos 84
anos.
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Entre os doadores de sangue a faixa etaria variava
dos 18 aos 49 anos, sendo dez do sexo feminino e trinta do
sexo masculino.

Para a realizag¢do da agregacdo plaquetaria foram
coletados 18 mL de sangue total por pungdo venosa, sendo
este coletado em seringas plasticas de 20 mL e transferidos
para quatro tubos de 4,5 mL siliconizados a vacuo conten-
do anticoagulante citrato de s6dio tamponado a 0,109 M.

A agregacdo plaquetaria foi verificada em agre-
gometro da marca NET LAB 2020 duplo canal, estandar-
tizado na temperatura de 37° C, frente a agentes agonistas.

A agregacdo plaquetaria foi realizada dentro das
quatro horas apos a coleta do sangue, sendo primeira-
mente obtido o plasma rico em plaquetas (PRP) por
centrifugacgdo a 40 g durante dez minutos e depois o plas-
ma pobre em plaquetas (PPP) por centrifugagdo a 750 g
durante quinze minutos em centrifuga de 8,5 cm de raio. O
PRP foi transferido com cuidado sem encostar a ponteira
na parede do tubo ¢ em seguida realizada a contagem de
plaquetas, sendo estas corrigidas para 250.000 plaquetas/
mm?. Apdés a correcdo, foi realizada a verificacao da agre-
gacgdo frente aos agentes agonistas em diferentes concen-
tracdes: ADP 1uM e 3 uM; AA, 0,5mM e ADR, 0,05 mg/
mL, 0,025 mg/mL ¢ 0,010 mg/mL.

A padronizagdo da agregagao plaquetaria foi realiza-
da com a utilizagdo de quatro pools diferentes, constitui-
do cada um de plasma de dez doadores de sangue, obti-
dos em dias diferentes ¢ realizada a observa-

Varios inibidores da agregacgdo plaquetaria t€ém sido
estudados demonstrando a importancia e acdo de dife-
rentes compostos em promover essa agregagao, quer seja
in vivo ou in vitro. Apesar de existirem numerosos produ-
tos que podem ser avaliados como promotores da agrega-
¢do plaquetaria in vitro, podemos destacar o ADP, a ADR
e 0 AA, principalmente se considerarmos o proposito de
analisarmos pacientes que fazem uso do AAS." O ADP
tem sido considerado o principal causador da mudanga
na forma da plaqueta, sendo essa essencial para que as
mesmas sejam capazes de aderir umas as outras.'

Estudos em diferentes espécies de mamiferos indi-
cam que o ADP induz a agregagdo plaquetaria em PRP
citratado ou heparinizado e que o calcio ¢ necessario na
agregac¢do.'! Isto justifica, o uso de plasma citratado ¢
rico em plaquetas na realiza¢ao da agregacao plaquetaria.

Dessa forma, quando utilizado ADP nas concen-
tragdes de 1UM e 3 pM, foi observado na concentragdo
de 1 g M uma resposta bifasica, enquanto para a con-
centracdo de 3 UM uma resposta com primeira ¢ segunda
onda integradas (Figura 1), dados estes concordantes
com Zucker,'® Guerra e colaboradores,” e Kanayama.?

Zucker' afirma que uma concentragdo entre 1 UM
¢ 2 UM de ADP resulta em uma agregag¢ao bifasica, sen-
do que a segunda onda esta associada a secre¢do dos
granulos densos das plaquetas. Ambos, segunda onda
de agregacao e secrecdo, dependem da formacgao de endo-

¢do em agregometro estandartizado em forne-
cer curva dentro dos cinco primeiros minutos
de agregacdo.” T

Resultados e discussao

A padronizagdo da agregometria esta-
va na dependéncia do encontro de tragados

correspondentes a ondas de agregacdo nas
nossas condi¢des laboratoriais. Além dessas

ondas que poderiam ser indicativas do pro-

cesso agregacdo, desagregacao e nova agre-
gacdo (fornecendo primeira e segunda onda,
ou seja, uma resposta bifasica) ou fusio des-

Agregagéo final: 84%

Agregagao final: 77%

sas ondas (representando um perfil mono-
fasico) ou agregacdo ¢ desagregacao (com o
aparecimento de apenas uma onda primaria),
podemos obter o resultado da agregacéo fi-
nal em porcentagem no tempo de cinco minu-
tos estandartizados pelo aparelho.

Do mesmo modo foi nosso proposito realizar a agre-
gacgdo em aparelho automatico estandartizado na tempera-
tura de 37° C, ja que a temperatura influencia na agregacao
e desagregacgao, sendo que a 20° C a agregacdo ¢ menor
que a 37° C e o ADP ndo causa agregacao a 0° C, exceto
quando usado em altas concentragdes.'

241

Fig. 1 — Curvas de agregagdo plaquetaria;, A- Ondas integradas (monofasica)
induzida por adenosina difosfato na concentragdo de 3uM; B- Onda bifdsica
induzida por adenosina difosfato na concentragdo de 1uM

peroxidos e tromboxana A, (TXA,), a partir do 4cido arac-
doénico e da secrecdo do ADP dos granulos densos. Ocor-
re fusdo das duas fases quando da utilizagao de alta con-
centra¢do de ADP, o que pode ser visualizado na figura 1.

Segundo Guerra e colaboradores,” e Kanayama,?
ao expor as plaquetas ao ADP, este se une aos receptores
especificos na membrana plaquetaria, causando a ativa-
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¢do da plaqueta, resultando na liberagdo do AA, dos
fosfolipideos da membrana através da ativagdo das
fosfolipases e da metabolizagdo a TXA , com conseqiien-
te contragdo e liberagdo do contetido plaquetario ao meio.
As plaquetas, ao serem estimuladas com ADP, fornecem
uma curva de agregacdo induzida bifésica, sendo a primei-
ra onda um processo que envolve a formagdo de pontes
de fibrinogénio entre as plaquetas. A segunda onda
corresponde a fase de secreg@o ou liberag@o do contetido
dos granulos. Normalmente com ADP 1 uM, podemos ob-
servar as duas curvas ¢ com ADP 3 pM, ndo podemos

¢as na forma ou agregagdo primaria, mas sim uma agrega-
¢do secundaria, sendo esta acompanhada de mudangas
na forma plaquetaria.'’-'®

A agregacdo induzida pela adrenalina segundo Guer-
ra e colaboradores,” e Kanayama,?? ocorre pois esta esti-
mula os receptores alfa adrenérgicos, de forma a inibir a
adenilciclase, reduzindo a concentragdo de AMP ciclico
intraplaquetario e também imobiliza o célcio ionizado das
organelas ativando as plaquetas, levando a liberagdo do
acido aracdonico endogeno com formagdo de TXA , con-
tragdo e secreg¢do plaquetaria. A curva de agregacdo
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distinguir a primeira da segunda onda, como evidenciado
na figura 1. No caso do uso da ADR, utilizada nas concen-
tragdes de 0,05 mg/mL, 0,025 mg/mL ¢ 0,010 mg/mL, obte-
ve-se para todas essas concentragdes uma agregagao
bifasica (Figura 2).

A ADR causa agregacdo plaquetaria no plasma
citratado rico em plaquetas, sendo que em baixas concen-
tracdes fornece uma resposta bifasica e libera ADP das
plaquetas, potencializando sua agdo. Nao causa mudan-
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induzida por esse agregante ¢ bifasica como no caso do
ADP, correspondendo a primeira onda a fixagao do fibri-
nogénio ao complexo de glicoproteinas 11b/I1la da membra-
na plaquetaria e a segunda onda a formagdo de TXA e
secre¢do plaquetaria.

O 4cido aracdonico para causar agregacao depende
da transformacdo da cicloxigenase a endoperdxidos e
TXA,, sendo entretanto totalmente inibido por ant-
iinflamatorios ndo esteroidais que inibem a cicloxigenase.'®
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Fig. 3: Curvas de agregagdo
plaquetaria

A- Ondas integradas
(monofasica) induzida por dcido
aracdonico na concentrag¢do de
1,5mM.

B- Ondas integradas
(monofasica) induzida por dcido
aracdonico na concentra¢do de
1,0mM.

C- Onda bifasica induzida por
dcido aracdonico na
concentragdo de 0,5mM.

No caso do acido aracddonico (AA), utilizado na pa-
dronizag¢do nas concentragdes de 1,5 mM, 1,0 mM ¢ 0,5
mM, foi obtido uma resposta monofasica para as concen-
tragdes de 1,5 ¢ 1,0 mM , enquanto para a concentragio de
0,5 mM foi observada claramente uma resposta bifasica
(Figura 3).

A opcdo de utilizar o AA como agente agregante em
estudo de pacientes que utilizavam o AAS, foi para obser-
var se realmente esse medicamento estava tendo o efeito
inibitdrio de acetilar irreversivelmente a COX-1, prevenindo
a geragdo de TXA,, um potente ativador da agregagdo
plaquetaria, visto que, o AA causa agregagdo dependendo
da transformagdo da COX-1 a endoperoxidos e TXA, .'*

No caso dos nossos pacientes analisados em ambas
as concentragdes de AAS 100 mg/dia e 200 mg/dia, com-
parando-os com nosso grupo controle utilizado na padro-
nizagdo, foi possivel observar que na presenga dos agen-
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tes agregantes ADP 3 uM; ADR 0,05 mg/mL, 0,025mg/mL
¢ 0,010 mg/mL os pacientes apresentaram 1*onda mas ndo
2% onda. Por sua vez para o AA 0,5 mM ndo houve o en-
contro de tracados de ondas.

O estabelecimento da padronizagdo para a realiza-
¢do da agregacdo plaquetaria pdde permitir estipular valo-
res de referéncias validos para o nosso equipamento ¢
nossas condi¢des laboratoriais, frente a a¢do de diferen-
tes agentes agregantes, concentragdes e frente a ausén-
cia do agente agregante.

Abstract

Platelet aggregation illustrates the function of the platelets by
different ways of in vitro platelet activation providing wave tra-
ces equivalent to the physical proprieties of this aggregation. It is
well known that aspirin irreversibly blocks the cyclooxygenase
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enzyme preventing the release of thromboxane A, a potent
activator of platelet aggregation. This drug has been evaluated
for more than thirty years as a potent antithrombotic drug in
patients with cardiovascular diseases. Our objective was to obtain
wave traces corresponding to platelet aggregation phases for
standardization purposes using blood donors as a control group
and comparing the results with a study group using different
agonistic agents at different concentrations: ADP 1 uM and 3
uM; AA 0.5 mM and ADR at 0.05 mg/mL, 0.025 mg/mL and
0.010 mg/mL. The analyzed groups were composed of 41 cardiac
patients and 40 blood donors. Among the cardiac patients, 33
regularly used 200 mg of ASA per day and 8 patients normally
used 100 mg of ASA per day, all of whom were considered
hypertensive. The pattern of aggregation was dependent on
conjunction traces corresponding to aggregation waves. A
percentage at 5 minutes was obtained with these traces established
by the equipment used. In our work, comparing the results among
analysed patients and the control group, it was possible to ob-
serve that in the presence of the aggregating agents ADP 1uM
and ADP 3uM; ADR 0.05 mg/mL, 0.025 mg/mL and 0.010 mg/
mL the patients showed the first wave but no second wave
aggregation. However, in respect to AA 0.5 mM the conjunction
of the trace waves was not seen. Rev. bras. hematol. hemoter.
2004,26(4):239-244.

Key words: Phases of platelet aggregation; acetylsalicylic acid;
cardiovascular diseases.
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