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RESUMO

A presenca de algumas macromoléculas no sangue esta associada a fendmenos de hiperviscosidade
sangliinea e hiperagregacdo eritrocitaria, quadro frequente em algumas patologias (Diabetes, Hipertensdo
Arterial,etc). Este estudo investiga a agregacgdo eritrocitaria e sedimentacdo em amostras de sangue suino,
humano e bovino utilizando duas técnicas experimentais. O sangue humano e o de suinos agregam
naturalmente formando roleaux enquanto o sangue bovino ndo agrega. A microestrutura foi investigada por
microscopia Optica em amostras de sangue bovino (hematdcrito 40%), suino (hematécrito 1%, 5%, 10%,
30% e 40%) e humano (hematdcrito 40%) e amostras de sangue bovino (hematécrito 40%) com adicdo de
fibrinogénio nas concentragdes de 5g/I, 10g/l, 20g/l, 25g/l e 30g/l. Os ensaios no Leitor de Microplacas
foram realizados para se determinar o comportamento da agregacao eritrocitaria e sedimentacdo do sangue
em fungdo do hematdcrito com e sem adicéo de fibrinogénio (para o sangue bovino). A microscopia ptica de
luz transmitida permite a caracterizagdo das microestruturas do sangue sob diferentes condigBes
experimentais. Com o Leitor de Microplacas é possivel distinguir-se trés regides no processo: a- Regido |
onde ocorre a agregacao eritrocitaria; b-Regido Il onde ocorre a predominancia da etapa de sedimentacéo dos
eritrocitos; e c- Regido Il onde ocorre um aumento lento da absorbancia ocasionado também pela
sedimentagdo dos eritrocitos. Associando a microscopia Optica com o Leitor de Microplacas é possivel criar
pardmetros para quantificar o processo de agregacdo e sedimentacdo do sangue, ferramentas Gteis no
diagnostico e evolugdo de patologias que afligem tanto seres humanos como animais.

Palavras chaves: Agregagdo eritrocitaria, fibrinogénio, adeséo.

Influence of Bovine Fibrinogen on
Erythrocyte Adhesion and Aggregation

ABSTRACT

The presence of some macromolecules in the blood is associated with blood hiperviscosity and
hyperaggregation. We have studied erythrocyte aggregation and blood sedimentation on samples of swine,
human and bovine blood. Bovine blood does not present erythrocyte aggregation while human and swine
blood naturally aggregates at low shear rates and at stasis. The action of different bovine fibrinogen
concentrations on the microstructure of bovine blood was analyzed and compared with swine and human
blood. The phenomena were investigated using optical microscopy (to analyze blood microstructures) and
Microplate Reader to measure absorbance (at a fixed wavelength, A=655nm) versus time(s). Experiments
were performed using samples of bovine blood (hematocrit 40%), swine blood (H= 1%, 5%, 10%, 30% and
40%) and human blood (H= 40%); and samples of bovine blood (H= 40%) with the addition of bovine
fibrinogen at different concentrations (5g/l, 10g/l, 20g/l, 25g/l and 30g/l). Using the Microplate Reader it
was possible to distinguish three regions in the process: a-The region | where the erythrocyte aggregation
occurs; b-region Il where the sedimentation process is predominant and c-Region Il where a very slow
increase indicates that the persistence of sedimentation process. The association of the optical microscopy
with the Microplate Reader technique makes possible the determination of quantitative parameters for the
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process of aggregation and sedimentation. These parameters will facilitate the diagnosis and a more accurate
analysis of the evolution of pathologies that afflict both humans as animals.

Key words: Erythrocyte aggregation, fibrinogen, aggregation.

1 INTRODUCAO

As alteracdes das propriedades reoldgicas do sangue sao responsaveis por diversas doencas causadas
pela ma circulacdo do sangue em nosso organismo. A presenca de agregados compactos de eritrcitos no
sangue constitui-se em sério risco para salde; estes agregados viajam pela corrente sanguinea podendo causar
obstrucdo de vasos e capilares [1, 2, 3]. Uma das causas da excessiva agregacao eritrocitaria é a presenca de
altas concentrag@es de algumas macromoléculas no sangue. Se, por exemplo, os eritrécitos foram lavados e
suspendidos em meio salino livre de macromoléculas, o fendmeno de agregacdo ndo ocorre [4].

. © de .
No sangue normal os agregados desfazem-se a uma taxa de cisalhamento (& = E) relativamente

baixa (cerca de 20 s ) sugerindo forcas atrativas relativamente fracas [5].

Algumas pesquisas indicam que o nivel de agregacdo é estritamente relacionado com algumas
patologias (Diabetes, Isquemia do Miocardio, Falha Renal, etc). Mas 0s mecanismos gque causam a agregacao
ndo sdo detalhados nestes trabalhos [6, 7, 8].

Existem dois modelos hipotéticos que pretendem descrever o fen6meno de agregagédo: o modelo de
ponteamento e o modelo de deplecédo [9].

Nordt [10] sugere que fatores como densidade e idade dos eritrocitos sdo capazes de alterar o grau
de agregacao; ele acredita que células mais velhas e mais densas possuem um grau de agregagcdo maior.
Resultados que correlacionam a agregacdo apresentada por eritrocitos em plasma autélogo e em solucéao
padrédo de polimeros [11, 12, 13] acompanham a posi¢do de Nordt. Estudos utilizando o fibrinogénio humano
como agregante, por Chien e Jan [14] e Neu, e Sowemimo-Coker [15] aproximam-se dos resultados
apresentados por Nordt.

Pesquisas realizadas com eritrocitos de recém-nascidos indicaram que estas células apresentam um
grau de agregacdo menor do que eritrécitos de individuos adultos [16, 17]. Tal agregacdo depende da idade
do bebé. Eritrocitos de recém-nascidos, com idades entre 24 a 28 semanas ndo apresentam agregagao
significativa [18]. O comportamento de agregacdo dos recém-nascidos € atribuido a concentracdo de
proteinas agregantes existentes no plasma dessas criangas: recém-nascidos geralmente possuem o nivel de
fibrinogénio menor do que individuos adultos [19].

John [20] aponta a existéncia de uma larga diferenca no grau de agregacéo entre diferentes animais:
cavalos, leopardos e rinocerontes exibem uma agregacdo maior enquanto nenhuma agregacao é observada em
ovelhas, bovinos e caprinos. Varios estudos tém indicado que o fendmeno de agregagdo requer grandes areas
de membrana para contato entre as células; esta observacdo permite deduzir que células com baixa
capacidade de deforma-se tem baixa capacidade de agregagdo [21]. No entanto, eritrocitos com alta
viscosidade citoplasmatica e, conseqiientemente, baixa capacidade de deformacdo apresentam agregacédo
maior do que células mais novas e com alta capacidade de deformacdo [22, 23, 24, 25].

A acdo de enzimas capazes de atuarem na superficie das hemécias foi investigada por Jan e Chien
[26] que utilizaram uma enzima capaz de remover o acido sialico da superficie das hemacias. Eles
constataram um aumento da agregabilidade causada pela reducdo da densidade de carga da superficie. Nash
[11] estendeu esse trabalho para células com diferentes idades e conclui que, para eritrécitos novos e velhos,
esse fator ndo alterava a agregacéo.

Na realidade, Nash [11] separava as idades das hemécias, por centrifugacdo, em trés tipos: células
do topo (novas), células do meio (jovens), células do fundo (velhas). Todas as pesquisas indicaram que a
interagdo do agregante com a célula depende do tipo de agregante; no caso da dextrana (polissacarideo), por
exemplo, existe uma grande dependéncia com relagdo a carga elétrica da hemécia [27, 28, 29].

Um caminho para se investigar a influéncia de macromoléculas na agregacgdo eritrocitaria € a
utilizacdo de métodos Gpticos para determinar a presenca de agregados. A utilizacdo desses métodos ocorre
de longa data, através do uso de viscosimetros especiais, mas com a desvantagem de necessitarem de grande
guantidade de amostra e realizarem apenas um diagnostico por vez. [30]. O uso de técnicas fotométricas
especificas, que necessitam de microlitros de amostra, e permitem um grande ndmero de medidas, podem
propiciar solugdes para problemas dessa natureza. Seguindo este caminho, sabe-se que para utilizacdo de tal
técnica é necessaria a compreensdo do processo fisico de interacdo de ondas eletromagnéticas (luz visivel)
com a suspensdo (cinética de agregacdo, tempo de sedimentacéo, etc). Este trabalho prope a utilizacdo de
microscopia éptica de luz transmitida para caracterizar as microestruturas do sangue sob diferentes condi¢des
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experimentais e o uso do Leitor de Microplacas para estudo da dindmica de agregacdo e sedimentagdo
eritrocitaria.

2  MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta e Conservacdo das Amostras

As amostras de sangue de animais obtidas para essa pesquisa foram provenientes de animais
destinados ao abate e consumo humano. As amostras de sangue suino foram coletadas em matadouros
existentes na regido metropolitana de Belo Horizonte, e coletadas por agentes do Servico Sanitario do
Ministério da Agricultura, em tubos Falcon de 50ml contendo EDTA (etilenodiaminatetracetato) na
proporcéo de uma gota (~40ul ) para cada 5ml de sangue. O EDTA mantém a morfologia do eritrécito, ndo
interfere nos mecanismos que levam a sedimentacdo e aumenta a estabilidade da amostra [31].
Posteriormente, o sangue foi armazenado e transportado a uma temperatura de ~10°C. Em laboratério, as
amostras foram conservadas em refrigerador também a ~10°C [32]. Os ensaios foram realizados em, no
maximo, uma hora apds a coleta.

As amostras de sangue humano foram coletadas, no momento da realizagdo dos ensaios, por um
técnico do Laboratério de Entomologia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), segundo
protocolo aprovado pelo Comité de Etica daquela universidade [33]. Foram coletados 10ml de sangue por
ensaio com a adicdo de EDTA (~40ul para cada 5ml).

2.2 Determinacdo do Hematdcrito (H)

O hematécrito das amostras foi determinado utilizando-se uma micro-centrifuga (Centimicro,
modelo 211, marca Fanem) e cartdo de leitura de hematécrito. As amostras de sangue foram centrifugadas
em tubos capilares (quatro tubos por centrifugacdo) durante 10 minutos. Apds centrifugacdo, a altura da
coluna de sangue no capilar era lida com auxilio de um cartdo de leitura de hematocrito. O valor final do
hematdcrito foi a média aritmética dos valores dos quatro tubos.

2.3 Analise de Microestruturas

Para realizacdo dos ensaios de microscopia dptica as concentragdes nas amostras de sangue foram
reduzidas para os hematdcritos (H) de 1%, 5%, 10%, 20%, 30% e 40% (sangue suino), 40% sangue humano
e 40% sangue bovino. Para redugdo do hematécrito foi adicionado plasma autdlogo obtido através de
centrifugacdo (centrifuga da marca FANEM, modelo Excelsa Baby) durante 10 minutos.

Para os ensaios com adi¢do de vérias concentracdes de fibrinogénio utilizou-se hematdcrito de 40%.
Para reducdo de hematdcrito utilizou-se plasma aut6logo obtido por centrifugacdo (centrifuga marca
FANEM, modelo EXCELSA, Baby). Suspensdes de sangue bovino contendo fibrinogénio nas proporc¢des de
5g/1, 10g/1, 20g/1 e 30g/1, foram produzidas para esta etapa.

As imagens foram adquiridas com um microscopio éptico de luz transmitida (microscopio 6ptico
marca Leica, modelo DM LS) aclopado a uma camera (marca MOTIC, modelo MOTICAM). Apos a
aquisicdo das imagens, estas foram tratadas no software MOTIC. 3.0.

2.4 Ensaio no Leitor de Microplacas

Para o ensaio utilizando o Leitor de Microplacas (marca Bio-Rad, Benchmark Microplate Reader)
foram utilizadas amostras de sangue suino, sangue bovino e sangue humano. As amostras de sangue suino,
bovino e humano foram reduzidas aos seguintes hematécritos (H): 1%, 5%, 10%, 20% ,30% e 40% (sangue
bovino), 1%, 5%, 7,5%, 20% e 40% (sangue suino) e 1%, 10% e 40% (sangue humano). A reducdo dos
hematdcritos foi realizada utilizando-se plasma autolégo.

Os ensaios com sangue suino, bovino e humano foram realizados utilizando-se placas de poco
cdncavo. O comprimento de onda utilizado para estes ensaios foi de A=655nm. A leitura foi realizada com
agitacdo inicial de 15s, intervalo de 8s e interrompidas no momento de estabilizagdo das leituras. Obteve-se
no final um gréfico da absorbancia (Agss) X tempo. Os dados foram tratados no software EXCEL.

Para os ensaios com varias concentragdes de fibrinogénio utilizou-se hematocrito de 10%. Os
hematocritos foram produzidos através da adicdo de plasma autdlogo. ApOs a preparagdo inicial foram
produzidas suspensdes sanguineas com as concentragdes de 5g/l, 10g/l, 15g/l, 20g/l, 25g/1 e 30g/l através da
adicéo de fibrinogénio.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Microscopia Optica

A Figura 1 apresenta amostras de sangue humano, suino e bovino nas condi¢des em que as amostras

Figura 1: Micrografias de amostras de sangue humano (esquerda), suino (centro) e bovino (direita) com
H=40%. Observe que as amostras de sangue suino e humano sofrem agregacao; este fendmeno, todavia, ndo
é observado no sangue bovino.

As amostras de sangue humano e de sangue suino exibem agregacdo eritrocitaria e os agregados
formados pelas hemécias suinas apresentam dimensdes maiores. As amostras de sangue bovino ndo exibem o
fendmeno de agregacéo eritrocitaria. Analisando-se as dimensfes dos agregados formados, espera-se que 0
processo de sedimentacdo apresente uma taxa maior para as amostras de sangue suino, seguido pelas
amostras de sangue humano e bovino, nessa ordem.

A Figura 2 apresenta micrografias de sangue suino com os hematocritos de 1%, 5%, 10%, 20% e
30%:

A=Hematécrito 1%
B=Hematdécrito 5%
C=Hematécrito 10%
D=Hematécrito 20%
E=Hematdcrito 30%

Figura 2: Micrografias de amostras de sangue suino (H=1%, 5%,10% e 20%). O tamanho dos agregados
aumenta com o hematdcrito, esta dependéncia é relacionada com a probabilidade dos eritrdcitos se
encontrarem para formar agregados. No hematécrito de 1%, por exemplo, esta probabilidade é pequena
gerando poucos agregados.
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No repouso, o tamanho dos agregados aumenta com o hematocrito. No hematdcrito de 1% por
exemplo, o nimero de agregados é pequeno e de dimensdes pequenas contrapondo-se com o hematdcrito de
30% onde a suspensdo parece ser formada por um Unico agregado. Como no hematécrito de 1%, o nimero de
eritrocitos € pequeno, a probabilidade desses eritrGcitos se encontrarem segue a mesma proporcédo, dai a
existéncia de pequenos agregados. A medida que o hematdcrito aumenta a probabilidade dos eritrdcitos se
encontrarem também aumenta possibilitando a formacao de grandes agregados.

A Figura 2 permite também prever as caracteristicas de sedimentagdo da suspensédo sangiiinea. Nos
hematocritos maiores possivelmente a sedimentagdo apresentaria uma taxa maior devido ao tamanho e massa
dos agregados; entretanto, se considerarmos o choque gerado pelos agregados na suspensdo plasmatica, 0s
hematocritos menores teriam uma taxa de sedimentacdo maior, pois as colisdes entre as particulas sao
menores.

As Figuras 3, 4 e 5 apresentam amostras de sangue bovino com adi¢do de fibrinogénio nas
concentragc“)es de 5g/l, 10g/1, 20g/I e 30g/I:
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Figura 3: Micrografias de amostras de sangue bovino com adi¢éo de fibrinogénio nas concentra¢des de 5g/I

(esquerda), 10g/I(direita) com H=40%. Observe que existe forma¢do de agregados quando a concentracao de
fibrinogénio bovino é de 10g/l.
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Figura 4: Micrografia de amostra de sangue bovino com adigéo de fibrinogénio na concentracdo de
20g/1(direita) com H=40%. O processo de agregacdo ocorre como na Figura 3; entretanto, parece haver maior
concentracdo espacial dos agregados:
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Figura 5: Micrografias de amostras de sangue bovino com adi¢éo de fibrinogénio nas concentragdes de 30g/l
com H=40%. A uma concentragdo proxima de 30g/l os agregados encontram-se ainda mais concentrados e
sua dimensdes apresentam-se maiores.

As micrografias evidenciam que, para ocorrer agregacdo eritrocitaria nas amostras de sangue
bovino, é necessario uma concentracdo alta de fibrinogénio. As imagens demonstram que este valor é
préximo de 10g/l (Figura 3). Considerando que a concentracdo nativa de fibrinogénio para o bovino adulto é
cerca de 5g/l necessita-se, desta forma, de uma concentracdo trés vezes maior que a nativa (cerca de 15g/l)
para que ocorra agregacao eritrocitaria.

Portanto, confirma-se que o fibrinogénio é uma macromolécula importante no processo de
agregacao eritrocitaria sem, no entanto podermos definir se ele é o principal agente agregante. Observa-se
também que a medida que aumenta a concentracdo de fibrinogénio, aumentam os espacos entre agregados
indicando um maior empacotamento dos agregados.

3.2 Leitor de Microplacas

A Figura 6 apresenta 0 ensaio no Leitor de Microplacas realizado com amostras de sangue bovino
nos hematocritos de 1%, 5%,10%, 20%, 30% e 40%. Somente acima de H>10% é possivel observar o
processo sedimentacdo, que exige tempos muito longos (acima de 600s para H=10%) para que a
sedimentacgdo ocorra. Em hematdcritos menores ndo ocorre sedimentacao até t=1600s.

o e o
B
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@ * Hematocrito 5%
'g 2 A e useRpeEmEmmmgEy | o Hematocrito 10%
§ e Hematocrito 20%
§) 157 e Hematocrito 30%
'2 1 e Hematdcrito 40%
0,5
0 T T T T T T T !
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Tempo (s)

Figura 6: Absorbéncia (Agss) de amostras de sangue bovino no hematdcritos de 1%, 5%,10%, 20%, 30% e
40%. Os pontos experimentais indicam que: i- a disperséo é mais acentuada com o aumento do hematécrito;
ii- a inclinacdo (negativa) das curvas diminui com o aumento do hematécrito.
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Foram também realizados ensaios com o Leitor de Microplacas em amostras de sangue suino nos
hematdécritos de 1%, 5%, 7,5%, 20% e 40% (Figura 7).
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Figura 7: Absorbancia (Agss) de amostras de sangue suino (hematdcritos de 1%, 5%, 7,5%, 20% e 40%) no
Leitor de Microplacas. As curvas indicam uma queda inicial (até 100s) da absorbancia que ndo ocorre nas
amostras de sangue bovino (fig.6); esta queda é causada pela agregacao eritrocitaria.

O ensaio com amostras de sangue suino apresenta uma regido de queda da absorbancia (0 a
aproximadamente <100s). Nesta regido ocorra o fendbmeno de agregacdo. A partir de 100s a absorbéncia
comeca a aumentar (“blindagem”). A blindagem consiste no preenchimento do fundo do pogo da microplaca
pela deposicdo de sucessivas camadas de eritrdcitos. As Figuras 8, 9, 10 e 11 apresentam, em detalhe,
algumas dessas curvas com suas respectivas regides:
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Figura 8: Absorbéancia (Agss) em amostras de sangue suino (hematécrito de 1%) no Leitor de Microplacas. A
agregacdao eritrocitaria ocorre na fase inicial com queda da absorbéncia (até 100s), seguida de uma pequena
regido de absorbancia constante. O aumento da absorbancia indica o inicio do processo de sedimentacéo dos

agregados.
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Figura 9: Absorbéncia (A655) em amostras de sangue suino (hematécrito5%) no Leitor de Microplacas. O
valor da absorbancia é maior do que com H=1% (Figura 8). O processo de sedimentagdo € evidente.
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Figura 10: Absorbancia (A655) em amostras de sangue suino (hematdcrito 7,5%) no Leitor de Microplacas.
Resultado é proximo daquele apresentado na Figura 9.
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Figura 11: Absorbancia (A655) em amostras de sangue suino (hematdcrito 40%) no Leitor de Microplacas.
Hematocrito é proximo do hematdcrito nativo e a absorbancia é alta. A agregacéo e sedimentagao
eritrocitaria estdo bem delineadas.
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A partir dos resultados obtidos com as amostras de sangue suino (Figuras 8, 9, 10 e 11) propde-se a
curva padrédo apresentada na Figura 12.

F 3
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¥
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Figura 12: Curva-padrdo para a absorbancia (A655) de amostras de sangue suino analisadas pelo Leitor de
Microplacas. A curva é descrita por: i-Regido I= processo de agregacdo; ii-Regido I1= predominancia da
sedimentacdo dos eritrocitos e preenchimento do fundo do poco da placa; iii-Regido 111 = aumento lento da
absorbancia ocasionado pela sedimentacdo dos eritrdcitos.

A Regido | corresponde ao processo de agregacdo. Verificou-se que, para determinar esta regido, é
necessario que o ensaio se realize imediatamente apds a colocagdo das amostras. O aumento acelerado da
absorbancia existente na Regido Il é atribuido a predominancia da sedimentacdo dos eritrdcitos e
preenchimento do fundo do pocgo da placa. A Regido Il é caracterizada por um aumento lento da absorbancia
ocasionado também pela sedimentacao dos eritrdcitos.

Na Figura 13 s&o apresentados os resultados dos experimentos de agregacdo do sangue bovino sob
influéncia do fibrinogénio nas concentracdes de 5g/1, 10g/l, 15g/1, 20g/1, 25g/1 e 30g/I.

2% M
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* 3049/
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Figura 13: Absorbancia (Agss) de amostras de sangue bovino com adigéo de fibrinogénio nas concentracfes
de 5g/l, 10g/1, 15¢/1, 20g/1, 259/l e 30g/l (hematodcrito=10%). A absorbancia tem valores maiores para as
amostras sem adi¢do de fibrinogénio (0 g/l). As demais concentraces apresentaram queda inicial da
absorbancia causada pela existéncia de algum grau de agregacao.
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A absorbancia inicial assume valores maiores para as amostras de sangue sem adi¢do de
fibrinogénio (Figura 13). O acréscimo de fibrinogénio é capaz de alterar a absorbancia inicial, mas ndo se
pode afirmar que este fendmeno é causado pela agregacdo visto que somente concentragdes superiores a
15¢/1 provocariam o fenbmeno (veja item 3.1).

A Figura 14 apresenta o comportamento de amostras de sangue humano nos hematdcrito de 1%,
10% e 40% em ensaios realizados no Leitor de Microplacas. Observa-se que apenas no hematécrito de 10%,
a Regido | da curva mestra foi detectada (agregacéo). O hematdcrito de 1% apresenta um decréscimo lento da
absorbancia com posterior aumento; esse decréscimo corresponde a agregacgao eritrocitaria que ocorre de
forma lenta devido ao reduzido ndmero de particulas. No hematocrito 40%, a dispersdo dos resultados
dificulta a detec¢&o do fendmeno.
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Figura 14: Comportamento das amostras de sangue humano (hematdcritos 1%, 10% e 40%) no leitor de
microplacas. As amostras de sangue humano apresentaram comportamento semelhante as amostras de sangue
suino. Com H=1% a agregacdo ocorre de maneira mais lenta; com H=10% a curva é semelhante a curva
modelo apresentando de forma distinta as regides de agregacao e sedimentacao dos eritrdcitos; com H=40%
0s pontos experimentais encontram-se mais dispersos devido ao grande nimero de hemacias.
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4  CONCLUSOES

A microscopia Optica de luz transmitida auxilia na determinacéo das concentragdes criticas para a
ocorréncia da agregacdo eritrocitaria em sangue bovino que, naturalmente, ndo agrega. Concentracdes (em
g/l) superiores a 15% sdo necessarias para que 0 sangue bovino agregue, isto é, 3 vezes a concentracdo nativa
que éde 5 g/l

Como uma alternativa para o estudo dos fendmenos de agregacdo e sedimentacdo eritrocitaria
utilizou-se o Leitor de Microplacas, onde, com microlitros de sangue, é possivel realizar um ensaio
fotométrico em que as varidveis absorbancia e tempo podem ser quantificadas simultaneamente (ensaio
cinético). O Leitor de Microplacas também possui a vantagem de realizar, simultaneamente, ensaio em
dezenas de amostras.

Com a utilizacdo do Leitor de Microplacas determinou-se uma “curva mestra” cujas diferentes
regides descrevem o fendmeno de agregagdo e de sedimentacédo: i-Regido |, correspondente ao processo de
agregacdo; ii-Regido Il, com a predominancia da sedimentacdo dos eritrécitos e preenchimento do fundo do
poco da placa; iii - Regido Ill, caracterizada por um aumento lento da absorbancia ocasionado também pela
sedimentacdo dos eritrcitos. A deteccdo da Regido | parece ser dependente das etapas de manuseio da
amostra anteriormente a realizacdo dos ensaios. Foi também possivel observar que o comportamento do
sangue humano também obedece a “curva mestra” proposta.

A associagdo entre técnicas Opticas auxilia muito o estudo dos fen6menos de agregacdo e
sedimentagdo. O uso da microscopia Optica de luz transmitida € uma excelente ferramenta para, através da
observacgdo sistematica, caracterizar as microestruturas do sangue sob diferentes condi¢des experimentais.
Associando esta técnica com o Leitor de Microplacas é possivel criar parametros para quantificar o
processo de agregagdo e sedimentacdo que facilitem o diagnostico e o estudo da evolugdo de patologias que
afligem tanto seres humanos como animais.
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