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RESUMO

Silva L.L. Estudo comparativo entre agregagdo plaquetaria por turbidimetria e
impedancia elétrica em relagdo a pacientes sob terapia antiplaquetaria a base
de acido acetilsalicilico [dissertagcdo de mestrado]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010. 51p

A adesao de plaquetas nas paredes dos vasos sanguineos e subsequente
agregacao sao eventos cruciais tanto na hemorragia e quanto na trombose. A
hiperagregacéo (agregacao excessiva) das plaquetas pode causar a formagéao
de um trombo e a posterior oclusdo dos vasos sanguineos levando a um
processo isquémico. A terapia antiplaquetaria com acido acetilsalicilico reduz
em até 25% o risco de infartos do miocardio nao-fatais, acidentes vasculares
cerebrais isquémicos ou mortes de causa vascular em pacientes de alto risco,
independentemente do sexo ou idade. Para avaliar laboratorialmente a
eficacia dessa terapéutica, o método mais utilizado é o teste de agregagao
plaquetaria, que pode ser feito em duas metodologias, a turbidimétrica e a por
impedancia elétrica. Com esse cenario, o objetivo do estudo € comparar essas
duas metodologias para a monitorizagcdo do tratamento. Para isso foram
utilizadas amostras de sangue de 30 pacientes adultos (média de 42 anos) de
ambos os sexos que fazem uso regular do farmaco e analisadas através das
duas metodologias, tendo seus resultados analisados e comparados. Os
resultados do estudo mostraram pouca diferengca estatistica significante
(p<0,05) entre os dois métodos nos principais agentes estimulantes, indicando

que o método de impedancia elétrica pode ser utilizado em rotina laboratorial



em substituicdo, ou em complementagcdo, com a metodologia turbidimétrica

para monitorar a terapia antiplaquetaria a base de acido acetilsalicilico.



SUMMARY

SILVA, L.L. Comparative study between platelet aggregation by turbidimetric
and impedance methods in patients under Acetylsalicilic Acyd antiplatelet
therapy. Sao Paulo, 2010. 51p. Dissertation. Medical School, University of Sdo
Paulo.

The adhesion of platelets in the blood vessel wall and subsequent aggregation
are crucial events in both bleeding and thrombosis. The hyperaggregation
(excessive aggregation) of platelets can cause the formation of a thrombus and
subsequent occlusion of blood vessels leading to an ischemic process.
Antiplatelet therapy with acetylsalicylic acyd reduces by 25% the risk of
myocardial infarctions, non-fatal strokes or deaths from vascular causes in
patients at high risk, regardless of sex or age. To laboratory evaluation of the
effectiveness of this therapy, the method most used is the platelet aggregation
test, which can be done in two methods, the turbidimetric and electrical
impedance. With this scenario, the objective of the study is to compare these
two methodologies for monitoring the treatment. For such purpose, blood
samples from 30 adult patients (mean 42 years) of both sexes who make
regular use of the drug was analyzed using the two methodologies, and their
results was analyzed and compared. The study’s results showed little difference
statistically significant (p <0.05) between the two methods with the main

stimulant agents, indicating that the method of electrical impedance can be



used in routine laboratory instead or complementing the methodology of

turbidimetric for monitor antiplatelet therapy by acetylsalicylic acyd.



1. INTRODUGAO

A adeséao de plaquetas nas paredes dos vasos sanguineos e subsequente
agregacao sao eventos cruciais tanto na hemorragia e quanto na trombose. A
hiperagregacéo (agregacéo excessiva) das plaquetas pode causar a formagéo
de um trombo e a posterior oclusdo dos vasos sanguineos levando a isquemia,
um evento que classicamente ocorre em territorio arterial, mas que também é

descrito em territdério venoso.

A oclusido arterial por trombos plaquetarios frequentemente &
independente de hiperagregacdo plaquetaria, ja que existe uma lesdo de
parede vascular, sobre a qual ocorrem adeséo e agregacgao plaquetarias, que
sao funcbes normais das plaquetas. Portanto, nessas situagdes, a atividade
normal das plaquetas € que sera inibida, uma vez que a ulceragao da lesao

vascular ndo pode ser prevenida.

Somando a isso, as plaquetas liberam fatores de crescimento, como o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), que agem nas células da
musculatura lisa dos vasos induzindo hiperplasia da camada vascular intima.
Esse fendmeno é responsavel por doengas isquémicas cardiovasculares como
angina pectoris, aterosclerose, acidente vascular cerebral isquémico, entre

outras formas de isquemia’.



A terapia antiplaquetaria com acido acetilsalicilico (AAS) reduz em até
25% o risco de infartos do miocardio ndo-fatais, acidentes vasculares cerebrais
isquémicos ou mortes de causa vascular em pacientes de alto risco,
independentemente do sexo, idade ou a presenca de hipertensao arterial ou

diabetes mellitus?.

Com a finalidade de monitorar o efeito da terapia com AAS, o método
laboratorial comumente empregado € a agregagdao plaquetaria por
turbidimetria, onde se quantifica a funcdo plaquetaria através de variagcdes
Opticas do plasma rico em plaquetas mediante a estimulacédo por determinados
agentes agonistas tais como ADP (difosfato de adenosina), adrenalina,

colageno e &cido araquidénico®.

Um método alternativo para se estudar a fungdo das plaquetas é a
agregacao plaquetaria por impedancia elétrica ou em sangue total, onde um
eletrodo é inserido em uma amostra de sangue total citratado, quantificando a
variagao na resisténcia elétrica a medida que as plaquetas nele se aderem e

agregam por agdo dos agentes estimulantes®.

Varios autores divergem quanto ao uso dessas duas técnicas para medir o
efeito da terapia a base do acido acetilsalicilico e ainda qual o melhor agente
agregante para uma monitorizagdo mais fidedigna desse tratamento. O acido
araquiddnico tem sido empregado para definir o monitoramento por promover
alguma agregacao de plaquetas, in vitro, mesmo quando o AAS é administrado
em baixas doses aos pacientes, porém ainda n&o esta claro se € o melhor

agente agregante para tal finalidade, ou se a agregag¢ao por impedancia supera



o meétodo tradicional e largamente utilizado em todos os laboratérios por

turbidimetria®>%".

1.1 PLAQUETAS: BIOLOGIA E FISIOLOGIA

As plaquetas sao fragmentos celulares anucleados, medindo 1,5 a 3,5 um,
derivados do seu precursor medular, o megacariocito. Como todas as
membranas celulares, a membrana plaquetaria € uma estrutura bilipidica, que
tem logo abaixo dela uma rede de microtubulos, que funciona como um
citoesqueleto, mantendo a forma da plaqueta, quando em repouso, e sendo
responsavel pela alteragdo da sua conformacdo, quando ocorre a ativacao

(figura1)®.

No citoplasma plaquetario sdo observados trés tipos de granulos, sendo
que dois deles sdo fundamentais para as fungdes plaquetarias, os granulos alfa
e os granulos densos (vide tabela 1). Finalmente, o citoplasma possui o
sistema tubular denso e o sistema canalicular de membrana, que servem para
as comunicagdes com o meio extracelular. Essa disposicdo de componentes
faz com que as plaquetas sejam adaptadas para aderir aos vasos sanguineos
lesados, agregar com outras plaquetas e facilitar a geracéo local de trombina.
Essas ag¢des contribuem para a hemostasia com a formagcdo do agregado
plaquetario e sua estabilizacdo pela acédo local da trombina, que converte o

fibrinogénio em fibrina®®.



Tabela 1 — Granulos plaquetarios e seus constituintes principais °

Granulos a Granulos densos
Fator Plaquetario 4 ATP
Fibrinogénio ADP

Fator V Calcio
Fibronectina Serotonina

Fator de von Willebrand P-selectina
Trombospondina Catecolaminas

Fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF)

Figura 1 - Morfologia plaquetaria e suas organelas
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Além das estruturas descritas, as plaquetas possuem varios receptores de
superficie (figura 2), onde se incluem o complexo glicoprotéico (GP) Ib/IX/V,
que promove a adesdo das plaquetas ao se ligar ao fator de von Willebrand
(FVW), a GPlIb/llla, que faz a mediagdo da agregacgao de plaquetas através da
ligagcdo com o fibrinogénio e / ou FVW, além de outros receptores, como
GPla/lla para o colageno, GPIc*/lla para fibronectina e GPIc/lla para laminina,

que contribuem para a adesao e agregacgao plaquetériass.



Figura 2 - Receptores plaquetarios e suas interagbes
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1.1.1 Adesao plaquetaria

A principal funcdo das plaquetas €& obstruir as aberturas que podem
ocorrer nos vasos sanguineos. Para isso é necessario que exista um evento
que desencadeie a deposicao e ativagao das plaquetas e isto é representado
pela exposicao de porcdes internas da parede vascular. Este evento ou sinal

inicial € dependente de algumas variaveis:

- Profundidade da injuria tecidual: tanto maior a profundidade da lesdo, maior
a exposicao de materiais reativos e de fator tissular, que se encontra presente

principalmente na camada adventicia dos vasos;

- Local da lesdo: locais diferentes expdem fatores diversos;

- |dade do individuo: a composi¢ao da arvore vascular varia com a idade;



- Hematdcrito: um numero aumentado de hemacias favorece maior interagcao
entre as plaquetas, assim como as forcam a circular mais proximo a periferia

da parede vascular e, portanto, a curta distancia de uma eventual leséo;

- Velocidade do fluxo sanguineo e o tamanho dos vasos sanguineos: irdo
determinar o numero de plaquetas que passam e interagem pela area afetada
em um dado intervalo de tempo, a concentragao local dos agentes agregantes
plaquetarios, e a forca que tende a empurrar as plaquetas contra as paredes

vasculares e entre elas proprias (for¢a de cisalhamento — shear rate)s.

A forca de cisalhamento afeta de maneira diferente a adesdao e a
agregacéao das plaquetas. A adesao dependente de FVW é mais importante em
presenca de altas forgcas de cisalhamento, provavelmente porque causa
mudancas conformacionais no proprio FVW ou na GPIb?. Altas forcas de
cisalhamento podem levar a plaqueta a agregar por um mecanismo que
envolve a ligagdo do FVW a GP Ib/IX/V, seguida da ativacdo da GP IIb/llla®. As
plaquetas contribuem mais em trombos arteriais do que em trombos venosos,
provavelmente devido as maiores forcas de cisalhamento nos territérios

arteriais’.

A GPIb/IX/V é um receptor complexo, particularmente importante por
mediar a adesao plaquetaria ao FVW presente no subendotélio, sendo que
esse receptor parece dominar a adesdo em condigdes de altas forgas de
cisalhamento'. Trés fontes diferentes contribuiriam para o FVW subendotelial:

- Sintese pelas células endoteliais;



- Deposicéo de FVW do plasma circulante, e

- Liberagao dos granulos a das plaquetas®.

A adesdo de plaguetas em estruturas subendoteliais pode por si propria
causar ativacdo das plaquetas, de maneira a resultar na geragdo de
tromboxano A; (TXAz), secrecdo de ADP, serotonina e demais componentes
dos conteudos granulares, além da ativagcdo do receptor GPIlIb/llla para seu
estado de alta afinidade de ligagdo. De acordo com a natureza da superficie
que as plaquetas aderem, elas sofrem reacdes de alongamento e ficam
ancoradas por um processo que envolve ligagdo do receptor GPla/lla com o

colageno, exposto na matriz subendotelial, e a ativagao do receptor GPIIb/IlIa®.

Os receptores GPIlIb/llla ativados podem, entdo, se ligar ao FVW e/ou
fibrinogénio, fazendo ligagbes com outras plaquetas que foram ativadas, como
resultado da exposicdo do ADP e TXA; secretados. Esse processo de
interligacédo das plaquetas é repetido varias vezes, resultando na formacéo de
varias camadas plaquetarias e, por fim, no tampao plaquetario®.

As plaquetas agregadas facilitam a geragcdo de trombina por diferentes
mecanismos, incluindo formagdo de microvesiculas, exposicdao de fator Va,
exposicao de fosfolipides de carga elétrica negativa na superficie plaquetaria. A
trombina gerada promove uma maior ativagao das plaquetas causando extensa
degranulacdo e ativagdo dos mecanismos de coagulagdo, culminando com
intensa deposicao de fibrina, que reforcara o tampao plaquetario e promovera

sua retracdo. Além disso, a trombina tem importante acdo sobre as plaquetas,



ja que inativa a GPIb/IX/V e ativa ainda mais a GPIlIb/llla, provavelmente

facilitando a transicdo da adeséo para a agregacao plaquetaria®.

Muitos fatores inibem a ativagdo plaquetaria e previnem sua deposicéao
excessiva. Os efeitos dilucionais do sangue circulante sdo provavelmente os
mais importantes. As células epiteliais sintetizam dois potentes inibidores da
ativacao plaquetaria, a prostaciclina e o 6xido nitrico. Em adi¢do, as plaquetas
ativadas liberam microvesiculas que transferem acido araquiddnico para as
células endoteliais, o que aumenta a produgao de prostaciclina, contribuindo
significantemente para a inibicdo da agregagcdo plaquetaria nos locais

afetados®.

1.1.2 Ativagao plaquetaria

Muitos agonistas plaquetarios, incluindo trombina, ADP, adrenalina e
tromboxano A; ligam-se a receptores especificos de superficie, causando a
ativacdo das plaquetas, com expansdao da sua membrana. A porgao
citoplasmatica desses receptores interage com as proteinas-G (figura 3), que
s&o constituidas de uma subunidade a e uma By ligantes de GTP (guanosina
5'-trifosfato). Quando o GDP (guanosina 5’-difosfato) esta ligado na subunidade
a, a proteina-G encontra-se inativa. Quando estimulados por agonistas, os
receptores promovem a troca do GDP por GTP, mudando a proteina G. As
proteinas G tém uma duracdo limitada de atividade, depois do qual sao
desativadas por fosforilagdo e, em alguns casos, depuradas da superficie por

mecanismo de endocitose".



Figura 3 - Proteina G e suas subclasses

" agonist

— . G-protein coupled receptor

Shape Adenyl
Change Cyclase

————= cydlic AMP (cAMP)

As subclasses das subunidades a caracterizam a fungdo de diferentes
proteinas G, e, consequentemente, o papel dos receptores que estao
associados a elas. Receptores que se associam com proteinas G contendo
uma G a-q subunidade estimulam a hidrolise do fosfoinositideo pela fosfolipase
C.

Receptores acoplados com a proteina G a subclasse s estimulam a
formacdo de AMP ciclico (cAMP). Proteina G a subclasse i estimulam a
fosfatidilinositol 3-quinase e a fosfolipase C. Finalmente, as subclasses 12/13
estimulam vias que promovem mudangas conformacionais através de hidrdlise

do fosfoinositideo (figura 4)"".
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Figura 4 - Cascata de segundos-mensageiros bioquimicos plaquetarios apés
ativacao
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A ativacéo de alguns de receptores também leva a ativagao da fosfolipase
Az, que libera acido araquiddnico das reservas lipidicas da membrana celular.
O acido araquidbnico é rapidamente convertido no sistema tubular denso em
produtos de prostaglandinas, PGH, e TXA;, que s&o potentes ativadores
plaquetarios®.

Os agonistas plaquetarios sao classificados como fracos e fortes,
provavelmente refletindo diferencas nos sinais intracelulares causados por
eles. Agonistas fortes (como trombina e TXA;) estimulam a hidrélise do
fosfoinositideo e s&o relativamente pouco afetados por inibidores da
cicloxigenase. Os agonistas fracos (como ADP e adrenalina) tém pouca ou
nenhuma habilidade de causar a hidrélise do fosfoinositideo e s&o mais

dependentes da formacéo do TXA2 para promover seus efeitos'?.
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Trombina

E o agonista plaquetario mais potente. In vitro, quando sdo adicionadas
concentragdes picomolares, causa hidrolise de fosfoinositideo, formagao de
TXA,, fosforilagbes de proteinas e aumento na concentracdo de calcio
intracelular. Essas vias promovem mudangas na forma e agregagdao das
plaquetas, com secregao dos granulos. Receptores de trombina sao ativados
por clivagem em sitio especifico expondo terminais — N, que interagem com
residuos localizados na porcao intracelular do receptor. Essa interagao resulta
na ativacdo da proteina G na superficie citoplasmatica do receptor, e

sinalizacdes adicionais®'2.

A molécula do ADP é armazenada nos granulos densos e liberada quando
ha ativacao plaquetaria. Outra fonte importante de ADP sado os eritrécitos,
sendo que ha liberacdo de ADP eritrocitario quando as hemacias sofrem lesao
em locais com forca de cisalhamento elevada. O ADP interage com dois
receptores purinérgicos (P.Y1 e P2Y12) ligados a proteinas G. Quando o ADP
estimula o receptor P,Y 1 através da proteina G subclasse q, ocorre hidrélise do
fosfoinositideo, seguido da formacao de TXA;, fosforilagdo protéica e aumento
do calcio intracelular. O ADP também estimula o receptor P,Y, através da
proteina G subclasse a, inibindo a formacao de cAMP. Toda essa sequéncia
bioquimica leva a mudanca conformacional da plaqueta, formacdo de TXA,,
secrecdo dos granulos e ativagcdo de GPIlIb/llla, causando a agregacéo

plaquetaria®'?.
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Adrenalina

A resposta plaquetaria por acdo da adrenalina é mediada pela subclasse i
das proteinas G, através de receptores adrenérgicos. A adrenalina inicia uma
primeira fase de agregacédo sem induzir mudanga conformacional. A adrenalina
causa um aumento no calcio intracelular e posterior liberagdo de TXA,,

aumentando a agregacao plaquetaria®'?.

Tromboxano A;

O metabolismo do acido araquidénico em TXA; € um dos caminhos
fundamentais para induzir ativagdo e agregacao plaquetarias. O TXA,; é um
potente agonista que estimula todas as subclasses da proteina G. Muitos
agonistas estimulam a liberagcdo de &cido araquidonico da molécula de
fosfatidilcolina na membrana plaquetaria por acdo da fosfolipase A,. O acido
araquidénico €& entdo metabolizado pela cicloxigenase-1 (COX-1) em

prostaglandina 2 e depois em TXA; pela tromboxano sintase®.

Colageno

Apo6s lesdo vascular, o colageno fica exposto no subendotélio e também
ao fluxo sanguineo e promove adesdo e ativagdo das plaquetas através dos
receptores GPla/lla e GPVI e proteinas G. O colageno é tido como umas das
mais poderosas substancias trombogénicas nas placas aterosclerdticas, e,
assim, sua ruptura contribui enormemente para a formagao de trombo e lesdes

isquémicas®.
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1.1.3 Mudang¢a conformacional

Um dos eventos mais criticos durante a ativagdo plaquetaria € a
metamorfose que ocorre quando as plaquetas aderem e se alongam sobre
fibras de colageno exposto, tornando-se ativas. As plaquetas perdem sua
forma discoide e adquirem morfologia irregular com multiplas projecdes
citoplasmaticas, sendo que esta transformagéo esta associada com rearranjos

no citoesqueleto plaquetario (figura 5).

Figura 5 — Mudancga conformacional plaquetaria e emissédo de pseudopodes
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O citoesqueleto plaquetario esta organizado em trés estruturas principais:

Uma rede de actina citoplasmatica, um citoesqueleto (composto de actina,
filamina, vinculina, espectrina e glicoproteinas de membrana) associado a

membrana celular, e uma espécie de “bastdo” consistindo de microtubulos.
Juntos suportam a membrana plasmatica da plaqueta, dando forma tanto as
plaquetas ativadas e em estado de repouso®.

O processo de mudanga de conformagao plaquetaria, em geral, é
regulado pelo aumento nos niveis intracelular de fosfatidilinositol, que

acompanha a ativacao das plaquetas. Ao mesmo tempo, flamentos de miosina

sao fosforilados e associados com filamentos de actina. Apds isso sao
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formados filamentos que sdo ancorados na membrana plasmatica plaquetaria
por contato no complexo GPIb/IX/V via proteina ligadora de actina (através de

clivagem prépria por aumento de calcio intracelular).®'?

1.2 Terapia a base de acido acetilsalicilico

Atualmente diversos farmacos de acao antiplaquetaria estdo disponiveis
na pratica clinica, com mecanismos de acdo diferentes. Podendo atuar no
processo de ativagdo, adesado, reagcbes de liberagdo ou agregacéo

plaquetaria™.

O farmaco mais prescrito atualmente para bloquear a atividade plaquetaria
€ o acido acetilsalicilico (AAS). O AAS inibe a ciclooxigenase-1 (COX-1), uma
enzima constitutiva, por acetilar o residuo de serina na posicdo 529, o que
bloqueia irreversivelmente o acesso do acido araquidénico ao sitio catalico da
enzima. Esse bloqueio, suprime a produgcdo de TXA,. O restabelecimento da
funcdo plaquetaria somente ocorre quando as plaquetas inibidas forem

destruidas fisiologicamente e novas passem a circular>'*"°.

O AAS ¢ rapidamente absorvido no estomago e intestino. O pico de
concentragdo plasmatica ocorre aproximadamente 30 — 40 minutos apds a
ingestado do farmaco, e a inibicdo da fungcédo plaquetaria fica evidente apos 1
hora. Algumas apresentagdes tamponadas e de revestimento entérico podem
levar até 4 horas para atingir o pico de concentragao plasmatica, devido ao pH

ideal para a absorcdo do AAS , que deve ser baixo™.
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O AAS possui uma meia vida plasmatica de aproximadamente 20 minutos,
porém apesar dessa depuragao rapida da circulagdo, o efeito de uma dose
unica de AAS pode perdurar por até 10 dias, que € o tempo de sobrevida
plaquetaria. A atividade da COX-1 esta presente em muitos tecidos, incluindo o
endotélio. Contudo, como essas sao células nucleadas elas possuem a
capacidade de producdo de novas moléculas de COX-1, recuperando a fungao
normal dentro de poucas horas apos a administracdo do AAS. Portanto o efeito
de uma dose unica de AAS produz efeito sistémico apenas transiente, mas que
€ duradouro apenas nas plaquetas. O AAS também é capaz de inibir a enzima
COX-2, que é produzida apenas em estados inflamatérios, porém as plaquetas
ndo possuem essa enzima sob condicdes fisiologicas®'>°.

Diversos estudos mostram que o AAS é um efetivo agente antitrombatico
quando utilizado regularmente em doses variando entre 50 e 100 mg por dia.
Doses superiores (300 — 1200 mg por dia) ndo mostraram diferenga na eficacia

quando comparado a doses menores'®.

O uso de doses menores de AAS (50 — 100 mg/dia) é atualmente a
estratégia mais apropriada para maximizar a eficiéncia do AAS e reduzir seus
efeitos adversos'?.

O AAS nao causa sangramento generalizado, salvo se for administrado a
pacientes com disturbios de hemostasia. A toxicidade gastro-intestinal do
farmaco é dose dependente, porém também observada em doses pequenas.

Com esse quadro, faz-se mister o clinico ponderar entre os riscos e beneficios
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do tratamento antes de comegar. Logo, em individuos com baixo risco de
oclusao vascular um beneficio muito pequeno é obtido se comparado com os

riscos de sangramento e toxicidade gastro-intestinal'.

1.3 Agregacao plaquetaria

1.3.1 Agregacao plaquetaria por turbidimetria

O método classico mais usado para se estudar a fungao plaquetaria é
medindo, por densidade 6ptica (turbidimetria), a agregagcédo das plaquetas em
plasma rico em plaquetas (PRP) mediante adicdo de agonistas de escolha,
como ADP, colageno, acido araquiddnico, adrenalina e ristocetina. O PRP é
obtido por centrifugagdo do sangue anticoagulado por 10 minutos a 1000 rpm,
deixando-se a contagem plaquetaria desse plasma em aproximadamente
250.000 plaquetas/uL. A densidade optica do PRP cai a medida que as

plaquetas vao formando agregados.

A quantidade e a velocidade da diminuicdo da densidade Optica é
altamente relacionada e dependente da reatividade das plaquetas quando
variaveis como contagem de plaquetas, velocidade ou agitagdo de mistura e
temperatura sdo controladas (velocidade de agitagdo de 1000 rpm e

temperatura e 37°C).

O efeito dos agentes estimulantes é observado monitorando-se as
mudancas na densidade Optica do PRP. Essa densidade 6ptica € monitorada

usando-se um agregbmetro com um fotbmetro na qual é conectado um
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registrador para que os resultados sejam registrados em um grafico (figura 6 e

.

ADP é um agonista fraco comparado com colageno ou trombina, no PRP,
baixas concentra¢gdes do agente forma apenas uma pequena onda transiente
de agregacdo, mas a concentragdes entre 1 a 3 uM, a agregacéo primaria é
irreversivel e € seguida por uma também irreversivel segunda onda, essa
segunda onda é altamente dependente da formacao de TXA,. Farmacos como
o AAS inibem a formagédo do TXA; prevenindo a formagdo da segunda onda

induzida por ADP"".

O agonista mais fraco, a epinefrina (empregado na concentracéao final de
5-10uM), agrega as plaquetas sem a mudanca inicial na conformagao das
plaquetas, e devido a natureza fraca do agonista, a agregagao fica

extremamente comprometida com inibidores da formagao de TXA,.

O colageno causa uma fase inerte caracteristica antes que ocorra
agregacao, que necessita a formagao e liberagdo de TXA,, drogas que inibem
essa condicao bloqueiam a agregagcdo em respostas a concentragdoes

baixissimas do agregante.

Como o acido araquidénico € o passo inicial para a formagao de TXA,,

drogas que inibam a COX-1 impedem a tranformagcao desse acido em TXA;

nao ocorrendo entdo agregacao plaquetaria.!'’'®
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Figura 6 — Agregagao plaquetaria por turibidimetria
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1.3.2 Agregacao plaquetaria por impedancia elétrica

Esse € um método alternativo para se pesquisar a fungao plaquetaria,
onde uma amostra de sangue total é diluida 1:1 com solug&o salina e colocada
em uma cubeta onde € inserido um eletrodo constituido por dois finos fios de

paladio (figura 8).

Figura 8 - Eletrodo

As plaquetas, devido a carga elétrica negativa de sua membrana,

inicialmente aderem a esses fios, formando uma monocamada plaquetaria.

Uma pequena diferenga de voltagem € entdo aplicada nos dois fios e a
impedancia causada pela cobertura de plaquetas nos eletrodos é medida,
deixando as interagbes entre os fios e as plaquetas estabilizarem até a

impedancia ficar constante, estabelecendo um basal (baseline).

Quando um agonista é adicionado as plaquetas sao ativadas e comegam
a agregar e a cobertura de plaquetas sobre os fios se torna maior e mais rigida
nos minutos seguintes aumentando a impedancia entre os fios do eletrodo.
Essa variagdo é diretamente proporcional com a extensao da agregacao e é

registrada e medida em ohms apos 6-12 minutos®.
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A agregacdo por impedancia elétrica permite a analise de amostras
hemolisadas e lipémicas (a técnica turbidimétrica ndo possibilita essas
condigbes pois ndo ha formagdo de um basal devido a alta turbidez da
amostra) e plaquetopénicas superiores a 50000 plaquetas por milimetro cubico,
contra 90000 a 100000 da técnica turbidimétrica (a turbidez da amostra pode

ser igual ou proxima do plasma pobre em plaquetas) 19,

Nos ultimos 40 anos os efeitos inibitérios das drogas na agregagao
plaquetaria foi extensivamente estudado utilizando métodos o6pticos no PRP
por turbidimetria, que apesar do provado valor de diagndstico possui certas
limitagdes. Por causa da necessidade de centrifugacédo, o PRP contém apenas
plaquetas, sem eritrocitos e leucécitos, que afetam a agregacgéo. As plaquetas
também sao heterogéneas no seu tamanho, densidade, atividades metabdlicas
e fisiologicas, e durante a centrifugagdo algumas dessas populagdes
plaquetéarias sao perdidas, como as plaquetas gigantes e macroplaquetas. No
preparo do PRP por centrifugagdo pode ocorrer ativagdo das plaquetas
afetando a sensibilidade quanto ao estimulo agregante. Portanto, a estimagao
do efeito anti-agregante de farmacos por PRP e turbidimetria pode nao traduzir
0 que realmente acontece in vivo. Por essas razdes pode-se pensar em
estimar a agregacado plaquetaria diretamente no sangue total, meio mais
préximo ao que ocorre in vivo, devido a ndo necessidade de separacado das
plaquetas das outras células do sangue, o que torna a técnica mais rapida
podendo reportar ao clinico os resultados da monitorizagdo em tempos mais

curtos’1929,
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Porém varios autores divergem quanto ao uso dessas duas técnicas para
medir o efeito da terapia a base de AAS ou da sua resisténcia e ainda qual o
melhor agente agregante para uma monitorizagdo mais fidedigna do
tratamento. O acido araquidénico tém sido usado para definir monitorizagcdo por
promover alguma agregagao de plaquetas, in vitro, mesmo em baixas doses de
acido acetilsalicilico administradas aos pacientes, porém ainda ndo esta claro
se é o melhor agente agregante para tal finalidade u se a agregagcao por
impedancia supera o método tradicional por turbidimetria e largamente utilizado

em todos os laboratorios™>®7.
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2. OBJETIVO

Comparar o método de agregacao plaquetaria turbidimétrico com o
método em sangue total (impedéncia) em pacientes sob tratamento regular

com acido acetil-salicilico.
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3. CASUISTICA E METODOS

Apds consentimento informado e esclarecido, foram estudados 30 (trinta)

pacientes de ambos os sexos?"?

que obedeceram aos seguintes critérios de
inclusao:

- idade igual ou superior a 18 anos (média de 42 anos ; s = 13 anos);

- uso regular de acido acetil-salicilico, por tempo igual ou superior a 30 dias;
- auséncia de uso de drogas anti-inflamatérias ndo hormonais por tempo
igual ou superior a 48 horas, e

- intervalo de tempo entre o evento trombdtico, que motivou o uso da
aspirina, e a coleta das amostras para estudo da agregacéo plaquetaria igual
ou superior a 3 meses.

- N&o ter histéria de anemia ou qualquer outra doenga hematologica;

- Ter contagem de plaquetas normal.

O grupo controle foi formado por 30 doadores de sangue normais, aceitos
para doagdao na Fundagdo Pro-Sangue Hemocentro de S&o Paulo e
obedeceram os critérios da fundacao para a doacgao, que incluem hematdcrito

normal e auséncia de uso de AASZ?4%°,

Através de pungdo atraumatica, foram coletados 1 tubo Vacutainer® de
3,5mL contendo 3,2% de citrato de sédio (1:9 volume) para estudo da
agregacao plaquetaria em impedancia elétrica, e 2 tubos para avaliagdo da
agregacao plaquetaria em PRP. Foi obedecida a técnica padréo, de modo que

foram desprezados os primeiros 10 mL de sangue, visando a auséncia de
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fatores que possam interferir com a agregagao plaquetaria, decorrentes da

puncgao venosa.

Os testes foram realizados obedecendo os seguintes critérios:

Agregacéo por turbidimetria ou em plasma rico em plaquetas (PRP):

O método é baseado em promover a agregac¢ao das plaquetas em plasma
rico em plaquetas (PRP) mediante a acdo de varios agonistas, acido
araquidbénico, ADP e colageno, e o resultado da agregacdo é medido em
densidade otica. A densidade o6ptica do PRP diminui a medida que as
plaquetas vao formando agregados. A intensidade e a velocidade dessa
diminuicdo é altamente relacionada e dependente da funcdo das plaquetas.
Essa densidade dptica ser4 monitorada usando-se agregémetro Chronolog®

modelo 540 com um fotémetro, conectado um registrador.

O PRP foi obtido apés centrifugacdo da amostra de sangue coletado por
10 minutos a 1000 rpm, deixando-se a contagem plaquetaria desse plasma em
aproximadamente 250.000 plaquetas/mL, determinada através da contagem
em camara de Neubauer. A promocdo da agregacao nesse PRP se dara
mediante a adicdo dos seguintes agentes agregantes em determinadas
concentracdes, tradicionais na literatura'”1%%;
Acido araquidénico: 1TmM;

Colageno: 2ug/mL;

ADP: 0,75uM e 7,5uM.
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Agregacgéo por impedancia ou sangue total:

Esse método se baseia na promocédo da agregagédo das plaquetas em
sangue total citratado, mediante da agdo dos mesmos agentes agonistas acima
descritos, porém em diferentes concentragbes, de acordo com a
literatura'’"192°:

Acido araquidénico: 0,5uM;

Colageno: 1,25uM;

ADP: 5uM e 10uM.

Em uma cubeta de reacgao, propria do aparelho, o sangue total é diluido
1:1 com solugdo salina, que vai também funcionar como uma adjuvante na
passagem de corrente elétrica no sistema. Apds a adigdo do eletrodo na cubeta
espera-se a estabilizagdo do sistema, seguindo da adicdo dos agentes
agonistas acima. A agregacao das plaquetas € medida por impedancia
(resisténcia elétrica), e a medida que as plaquetas se agregam, vai ocorrendo
um aumento na resisténcia elétrica em um eletrodo de platina colocado em
contato com o sangue total. Analogamente a turbidimetria, esse aumento é

proporcional & funcdo plaquetéria e é registrado pelo software Aggrolink® do

agregémetro Chronolog® modelo 540 em uma curva.
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3.1 Interpretacao dos resultados obtidos

Ha uma divergéncia de opinides quanto a interpretagao dos resultados
de uma agregacdo plaquetaria turbidimétrica. Ha servicos e autores que
defendem a interpretacdo dos resultados baseados na amplitude final da curva
de agregacdo, expressa em porcentagem de transmitédncia da luz, assim
classificando a curva como hipoagregante, normoagregante ou hiperagregante
em relacdo os valores normais estabelecidos. Outros servicos e autores
preferem a interpretacdo baseada na estrutura ou morfologia da curva de
agregacao, tomando-se em consideracdo a formagao de primeira e segunda
ondas, presencga ou auséncia de desagregacao plaquetaria (diminuicdo na taxa
de transmitancia apds a agregacao inicial) levando em consideragao as fases
do processo funcional das plaquetas (ativagdo de receptores/liberacdo de
granulos), como descrito na figura 7. Assim, a curva sera caracterizada como

hipoagregante, hiperagregantes e normoagregante.

A agregacao por impedancia é caracterizada classicamente apenas pelo
valor da amplitude maxima, pois a mesma n&o produz uma segunda onda de

agregacao, havendo apenas uma unica onda.

Neste trabalho foram empregadas as duas formas de interpretagdo da
agregacao plaquetaria turbidimétrica, tanto a numérica quanto a descritiva para

nossa avaliagdo dos resultados™®.
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3.2 Analise Estatistica

Para a analise dos resultados da pesquisa utilizamos a ferramenta
estatistica da distribuicdo t de student®? com intervalo de confianca de 95%
(a<0,05)%.
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4. RESULTADOS

Na tabela 2 (em anexo) estdo relatados os resultados obtidos de
amplitude maxima para a agregagao plaquetaria por impedancia nos doadores

normais.

Na tabela 3 estdo descritos os resultados da agregacéo plaquetaria pelo
método de impedancia na populagdo controle normal, onde o limite inferior
corresponde a MEDIA — 2 desvios padrdes (s) e o limite superior corresponde a

MEDIA + 25?22,

Tabela 3 — Resultados obtidos com os resultados de amplitude maxima em

impedancia elétrica Sexpressa em ohms,QZ no grupo controle gn=302

ADP 10 ADP 5 AA COL

Média(Q) 11,1 53 12,4 17,4
Desvio Padrao

(s) (Q) 3,0 3,2 3,0 2,0

2s (Q) 5,9 6,3 6,0 4,1
Limite Inferior

Q) 5,1 1 6,3 13,3
Limite Superior

(Q) 17,0 11,6 12,4 21,4

Na tabela 4 (em anexo) estdo descritos os resultados para o valor e
amplitude maxima de agregagao pelo método de turbidimetria para o grupo
controle. Para se considerar uma curva como normoagregante foi considerado
o valor de amplitude maxima e um tracado semelhante ao padrdo normal.

Na tabela 5 estdo os resultados da agregacgao plaquetaria pelo método
turbidimétrico na populagdo normal com os diferentes agentes agonistas

empregados.
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Tabela 5 — Resultados de agregacédo plaquetaria em turbidimetria, no grupo
controle (n=30)

ADP 7,5uM (%) ADPO0.75uM (%)  AA 1mM (%) cmage?oz )2“9/ mL
Média 652 555 747 635
Desvio
Padrio 46 47 49 47
(s)
25 9.2 9.4 9,7 9.4
Limite 56.0 46,1 65.0 54,0
Inferior
S'-'m't.e 74.4 64.8 84.4 72.9
uperior

Os resultados descritos acima permitiram a obtengdo dos valores normais
para a populagao controle (tabelas 6 e 7).

Tabela 6 — Variagdo normal da amplitude maxima de agregacao plaquetaria
pelo método de impedancia elétrica no grupo controle (n=30)

Agente Agregante Variagao (Q)
ADP 10 uM 51 - 17
ADP 5uM 1 - 11,6
Acido Aracdénico 0,5 uM 6,3 - 12,4
Colégeno 1,25m9/mL 13,3- 214

Tabela 7 — Variagdo normal da amplitude maxima de agregacao plaquetaria
pelo método de turbidimetria

Agente Agregante Variagao (%)
ADP 7,5 uM 56 - 74,4
ADP 0,75 uM 46,1 - 64,8

Acido Aracdénico 1mM 65 - 844

Colageno 2 mg/mL 54 - 72,9

Na tabela 8 (em anexo) estdo os resultados do estudo de agregacéo

plaquetaria nos pacientes sob uso regular do acido acetilsalicilico.

A partir dos tragados de agregacéo plaquetaria, fez—se a interpretagao

dos padrdées de curva e de sua amplitude maxima obtendo-se o total de
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pacientes considerados como hipoagregantes e normoagregantes, como

mostrado nas tabelas 9, 10 e 11, abaixo.

Tabela 9 - Numero de pacientes com hipoagregabilidade e
normoagregabilidade plaquetaria de acordo com interpretagcdo da curva de
agregacao plaquetaria nas duas metodologias (n=30)
SANGUE TOTAL PRP
ADP5 ADP10 COL1,25 AA ADP 0,75 ADP75 COL2 AA

Num de hipoagregantes 3 9 26 27 23 11 17 26
Num de normoagregantes 27 21 4 3 7 19 13 4

Tabela 10 - Porcentagem de pacientes com hipoagregabilidade plaquetaria de
acordo com interpretacdo da curva de agregacao plaquetaria nas duas

metodologias gn=302

SANGUE TOTAL PRP
ADP5 ADP10 COL1,25 AA ADP 0,75 ADP75 COL2 AA

Num de hipoagregantes 10 30 87 90 77 37 57 87
Num de normoagregantes 90 70 13 10 23 63 43 13

De acordo com a tabela 10 observa-se que em sangue total (impedancia)
houve um total de pacientes caracterizados como hipoagregantes de 10% com
ADP 5uM, 30% com ADP 10 uM, 87% com colageno 1,25mg/dL e 90% com
acido araquidénico. Na técnica turbidimétrica (PRP), analogamente, observa-se
77% com ADP 0,75 uM, 37% com ADP 7,5 pM, 57% com colageno 2 mg/dL e

87% com acido araquiddnico.
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Tabela 11 — Resultados de amplitude maxima em agregagao plaquetaria pelos
dois métodos empregados nos pacientes em uso de acido acetil- salicilico

Sn=302

SANGUE TOTAL PRP
ADP5 ADP10 COL1,25 AA ADP 0,75 ADP75 COL2 AA

Média 4,9 7,7 8,9 3,7 34 58,8 54,1 21,4
Desvio Padrao 4,3 4,6 41 2,9 22,1 15,4 20,9 24,9

A partir dos dados das tabelas acima foram feitas comparagdes entre os
diferentes agentes agregantes com relagdo a proporgédo dos resultados de

hipoagregagao e normoagregacéao, conforme mostram as figuras 9,10,11,12:

Figura 9 — Proporcdo de pacientes sob uso de AAS considerados
hipoagregantes e normoagregantes em relagdo ao agente agregante ADP em
dose baixa (ADP 5 — sangue total e ADP 0,75 — PRP) nas duas metodologias.

ADP dose baixa
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Nesse agregante, ADP em dose baixa (0,75uM no método turbidimétrico,
e 5 pM no método de impedancia elétrica), demonstra-se diferenga

estatisticamente significante na proporgdo de pacientes hipoagregantes (3
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pacientes na técnica de impedancia e 23 na técnica turbidimétrica) entre os

dois métodos (p<0,05).

Figura 10 - Propor¢ao de hipoagregantes e normoagregantes em relagdo ao
agente estimulante ADP em dose alta (ADP 10 uM em sangue total e ADP 7,5
MM em PRP) nas duas metodologias
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Neste agregante, ADP, em dose alta (7,5 yM no método turbidimétrico e
10 uM no método de impedancia), ndo ha diferenga estatisticamente
significante na proporc¢ao de pacientes hipoagregantes (9 pacientes na técnica
por impedancia e 11 pacientes na técnica turbidimétrica) entre os métodos

(p<0,05).
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Figura 11 - Proporcédo de hipoagregantes e normoagregantes em relagao
ao agente Acido Araquidénico nas duas metodologias
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No agente agregante acido araquidénico, ndo ha também diferencas
estatisticamente significante na propor¢ao de pacientes hipoagregantes (27
pacientes na técnica por impedancia e 26 pacientes na técnica por

turbidimetria) entre os métodos (p<0,05).
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Figura 12 - Propor¢cdo de pacientes hipoagregantes e normoagregantes em

relacdo ao agente agregante Colageno nas duas metodologias.
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Nesse agente agregante, nas concentragdes classicas de maior
sensibilidade para detectar a inibicdo da cicloxigenase pelo acido
acetilsalicilico®®, observa-se uma maior proporcdo de pacientes
hipoagregantes na técnica por impedancia do que na turbidimétrica (26
pacientes na técnica por impedancia e 17 pacientes pela técnica de
turbidimetria), mostrando uma diferenga estatisticamente significante entre os

métodos (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

Com o uso crescente da terapia a base de AAS como uma das formas de
prevencdo de eventos trombéticos pela atuagdo do farmaco na fungao das
plaquetas, faz-se necessario um teste laboratorial capaz de monitorar a
efetividade dessa terapia, além de definir o grau de inibigdo causado pelo AAS,
ou se 0 mesmo ja teve seu efeito finalizado para assim poder liberar o paciente

para outros procedimentos clinicos diversos.

Dentro dessa premissa o teste mais utilizado em rotina laboratorial é o de
agregacao plaquetaria por turbidimetria, que tem suas vantagens e limitagdes,
como discutido anteriormente. Nesse trabalho foi testado e comparado com
esse meétodo, a técnica de agregacgao plaquetaria por impedéncia elétrica,

analisando desse modo, duas metodologias para o0 mesmo exame.

Nossos resultados mostraram algumas semelhangas e divergéncias entre
as técnicas analisadas quando comparadas com o0s agentes agregantes

utilizados.

Com o agente agregante ADP em dose baixa (figura 9) obtivemos a maior
discrepancia entre as metodologias, onde a técnica turbidimétrica mostrou um
numero de hipoagregantes (77%) significativamente menor a por impedéancia
(10%). este resultado pode estar relacionado com a baixa forga do agregante
no sangue total, onde obtivemos resultados normais, no grupo controle com

amplitudes maximas de onda comegando com 1Q.
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Com o agente agregante ADP em dose alta (figura 10) obtivemos uma
boa semelhangca entre as duas técnicas, ndo se observando grandes
divergéncias entre elas. Esses resultados mostram que a concentragdo alta do
agregante tende a falsear ou minimizar os efeitos laboratoriais do AAS,

provavelmente devido a uma maior estimulagédo dos receptores purinérgicos.

Com o agente agregante Acido Araquidénico (figura 11 ) também nao
observamos discrepancias significativas entre os resultados, mostrando que as
duas metodologias se mostraram adequadas para se monitorar o efeito
antiplaquetario do AAS. Ambas metodologias mostraram um numero alto de
resultados hipoagregantes, o que seria esperado quando se faz uso do
farmaco. A técnica turbidimétrica mostrou um total de 87% de hipoagregantes
e a por impedancia, um total de 90%. Estes resultados podem colocar o
agente agregante como uma importante ferramenta no controle terapéutico do
farmaco, dado que com a inibicdo da COX pela aspirina, ndo ha a conversao

do acido araquidbnico em TXA,.

Com o agente agregante colageno (figura 12 ), nas doses classicas
utilizadas para a monitorizagdo do farmaco®, observamos que a metodologia
por impedancia obteve um numero maior de hipoagregantes (86,7%) do que a
técnica turbidimétrica (57%). Esses resultados estdo de acordo com Hanno
Riess'®, que também demonstrou a sensibilidade maior do método por

impedancia para esse agregante.



37

Como Andrzej Szczeklik® e colaboradores, demonstramos também a alta
resposta do acido araquidénico em impedancia, mas também, alta resposta na
metodologia turbidimétrica. Isso mostra que esse agente agregante é
realmente um forte indicador do efeito antiplaquetario do AAS nas duas
metodologias. O resultado ndo diferencia as técnicas, o que € um indicativo de

que as duas metodologias podem ser usadas na pratica laboratorial.

Com os resultados, se analisarmos todo o perfil de agentes agregantes,
nao apenas um em separado, podemos afirmar que as duas metodologias
detectam em um ou mais parametros (agregantes) a inibigdo da COX pelo
AAS, mostrando que ambas sao ferramentas validas para o monitoramento do

efeito antiplaquetario do farmaco.

A agregacado plaquetaria por impedancia pode ser utilizada em
laboratérios para suprir algumas deficiéncias da agregacao plaquetaria
tradicional, como a utilizagdo de menores quantidades de sangue coletado,
fato extremamente importante em idosos, obesos, pacientes sub-nutridos,

criangas e recém-nascidos, cuja dificuldade de coleta é maior.

Pode também resolver outros importantes interferentes da agregagao
plaquetaria por turbidimetria, como amostras hemolisadas, ictéricas e
lipémicas. Esses interferentes sao causas importantes de rejeicdo de
amostras, o que pode atrapalhar o tratamento clinico. Com a utilizagdo da
agregacao plaquetaria em impedancia essa interferéncia € eliminada, ajudando

o clinico a ter os resultados e melhorar a terapia do paciente.
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Outra vantagem da agregacéao plaquetaria por impedancia € em relagao a
contagem de plaquetas do paciente. A agregacao plaquetaria por turbidimetria
nao é realizada de maneira satisfatéria com amostras cujas contagens
plaquetarias s&o inferiores a 90.000 plaquetas/mm3, ao passo que na
impedancia esse limite cai para 50.000 plaquetas/mm3'. Essa diferenca é
particularmente importante quando se fala em realizar o teste em pacientes
oncoldgicos, hepatopatas ou portadores de outras patologias que causam

plaquetopenias.

Por utilizar um meio mais parecido com o que ocorre in vivo, a agregagao
plaquetaria por impedancia pode ter uma influéncia maior para definir os
resultados, uma vez que n&o perde elementos celulares importantes no
processo de formacgao do trombo, como as hemacias, os leucdcitos com suas
interagbes quimiotaticas, a viscosidade sanguinea, e as altamente reativas
plaquetas gigantes, principalmente em estados inflamatérios, por exemplo, nos

casos de ruptura de placas arteroscleréticas.

Como em saude atualmente o fator tempo € de consideravel importancia
no diagnostico e acompanhamento médico, deve-se ressaltar a importancia de
novos métodos de monitorizagdo. E nesse campo podemos colocar a
agregacao plaquetaria por impedancia, devido ao tempo mais curto para se
realizar o teste. Podendo o exame ser liberado mais rapido, sendo interessante

tanto para o clinico que tera resultados mais rapidos, tanto para o laboratério,
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que nao precisa dispor de um funcionario por mais tempo para realizar um

exame.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que o método de impedancia elétrica pode
ser utilizado em rotina laboratorial em substituicdo, ou em complementacao,
com a metodologia turbidimétrica para monitorar a terapia antiplaquetaria a

base de acido acetilsalicilico.
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Anexo A — Tabelas de resultados de amplitudes maximas de ondas de
agregacao plaquetaria

Tabela 2 - Resultada de amplitude maxima obtida para a agregagéo plaquetaria
em impedancia elétrica para os 30 doadores normais (n=30)

ADP 10 uM  ADP 5uM Ac. Arac. 0,5uM  Colageno 1,25mg/mL

AMOSTRA

Q Q Q Q
1 10 4 19 21
2 16 14 19 19
3 9 3 19 24
4 14 10 13 18
5 12 6 10 17
6 16 4 12 18
7 15 9 14 19
8 14 4 14 17
° 13 5 13 19
10 14 4 13 17
11 7 2 9 15
12 11 4 12 17
13 10 3 13 18
14 9 9 12 15
15 13 9 16 20
16 10 4 12 17
17 7 2 13 16
18 6 9 7 16
19 11 10 10 16
20 1" 8 8 18
21 12 9 10 17
22 8 4 12 15
23 9 3 11 16
24 10 5 9 16
25 15 8 9 14
26 12 2 11 16
27 6 3 14 19
28 8 3 12 17
29 9 3 11 16
30 15 9 14 18
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Tabela 4 - Resultados de amplitude maxima obtida em agregacéo plaquetaria
por turbidimetria no 30 doadores normais (n=30).

AMOSTRA ADFIO/Z ’)5“M ADP(%E’“M Acido Aracdénico 1mM (%) Co'ége’z(‘;o )2"‘9/ mL
1 63 55 71 65
2 67 56 70 62
3 61 50 83 71
4 59 51 73 67
5 63 55 75 62
6 60 51 72 58
7 66 55 79 70
8 70 56 82 67
9 69 58 70 60
10 67 54 69 73
11 64 51 79 67
12 69 60 74 67
13 68 56 65 70
14 63 54 68 62
15 70 56 69 63
16 67 60 73 70
17 62 49 70 63
18 72 65 75 69
19 55 45 75 54
20 64 60 72 56
21 73 68 81 61
22 62 50 80 66
23 77 60 79 59
24 68 55 76 60
25 62 59 79 60
26 63 55 73 62
27 61 55 86 60
28 60 51 76 59
29 66 59 75 59
30 65 55 72 62
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Tabela 8 — Comparativo de resultados de amplitude maxima entre as duas

metodologias para os 30 pacientes estudados

‘ SANGUE TOTAL(Q) PRP(%)
Pacientes
ADP5 ADP10 COL2 AA ADP1  ADP75 COL2 AA
1 1 2 7 3 2 63 80 60
2 2 5 13 4 42 55 60 70
3 2 8 3 30 60 40 13
4 9 10 4 0 40 50 40 10
5 5 2 3 0 40 65 40 5
6 5 2 8 0 12 45 25 15
7 0 7 16 4 9 45 50 5
8 17 16 16 8 58 85 90 5
9 0 18 8 5 1 49 66 0
10 8 6 5 4 55 60 50 15
11 8 9 1 7 40 60 35 66
12 1 5 9 0 12 45 25 15
13 3 8 9 7 35 75 30 20
14 4 8 12 3 53 60 80 9
15 2 4 13 12 15 51 65 10
16 5 7 12 4 49 60 90 10
17 3 9 14 7 70 80 60 66
18 4 8 13 3 75 88 70 90
19 9 10 8 4 2 8 37 5
20 4 7 10 3 45 61 40 10
21 1 2 7 3 2 63 80 60
22 2 8 7 3 30 60 40 13
23 5 2 3 0 40 65 40 5
24 9 10 4 0 40 50 40 10
25 5 2 8 0 12 45 25 15
26 17 16 16 8 58 85 90 5
27 4 7 10 3 45 61 40 10
28 8 6 5 4 55 60 50 15
29 0 18 8 5 1 49 66 0
30 4 8 12 3 53 60 80 9
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Anexo B — Termo de consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

1 NOIME: e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: .......ccooiviriiirieicneenne. sexo: MO F O

DATA NASCIMENTO: ......./ccccceouceee.

ENDERECO:.. ... N
APTO: ... BAIRRO: ... ..o, CIDADE
CEP:...ooovcvvvreersrssvrsvesssee: TELEFONE: DDD (oo P

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ............ccccceennne
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......cooiiiiiieiiiiieeeniieenns SEXO: MO rO
DATA NASCIMENTO.: ....../occcoo ...

ENDEREGO:......cooiooeeoeeeseeeieeees e N APTO: ..o
BAIRRO! ... CIDADE: ...
CEP: oo TELEFONE: DDD (............ et

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

Estudo comparativo entre agregagao plaquetaria por turbidimetria e impedéancia
elétrica em relacdo a pacientes sob terapia antiplaquetaria a base de acido
acetil salicilico.

2. PESQUISADOR : Leonardo Lorenzo da Silva

CARGO/FUNGAO: Farmacéutico-Bioquimico

INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL de FARMACIA SP N° 33.475

UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratério de Coagulagéo — Servigo de Hematologia - ICHC
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
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RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [

4. DURACAO DA PESQUISA : 2 anos

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 — Desenho do estudo e obijetivo(s): Pessoas como vocé tomam o acido acetil
salicilico, ou AAS, com a finalidade de diminuir a acdo das plaquetas, que sao
pequenas células do sangue responsaveis por alguns casos de trombose. Muitas
vezes existe a necessidade de se saber se o0 4cido acetil salicilico esta funcionando de
maneira adequada e para isso se faz um exame de sangue, chamada agregacao
plaquetaria. Este trabalho sera realizado com a finalidade de avaliar e comparar duas
diferentes técnicas laboratoriais de agregacao das plaquetas: a agregacao plaquetaria
por turbidimetria, feita em plasma rico em plaquetas, e por impedancia elétrica,

realizada em sangue total.

2 — Descricdo dos procedimentos que serdo realizados, com seus propositos e
identificacdo dos que forem experimentais e ndo rotineiros: Apds seu consentimento,
vocé fara uma pungao venosa, em geral na veia localizada na dobra do cotovelo, a fim
de ser coleta amostra de sangue para a realizacdo dos testes de agregacao
plaquetaria. Serao coletados aproximadamente 15 mL de sangue, que serao
colocados em 3 tubos de material plastico, contendo um anticoagulante especifico. A
coleta sera feito apds limpeza adequada do local onde sera feita a pungdo e

empregado-se agulhas descartaveis.

3 — Relagao dos procedimentos rotineiros e como séo realizados: Como foi esclarecido
anteriormente serao feitos dois testes laboratoriais diferentes, que avaliam o mesmo
acontecimento, ou seja a agregacao plaquetaria. Para isso, vocé devera fazer uma
puncao de uma veia periférica, localizada na dobra do cotovelo, para a obtencao das

amostras de sangue que serdo analisadas.

4 — Descrigao dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3:
para a coleta das amostras, com o uso de material descartavel, vocé sentira dor de

pequena intensidade decorrente da picada da agulha. Em algumas pessoas podera
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ser observado, posteriormente aparecimento de um pequeno hematoma(mancha

arroxeada em torno da picada) que desaparecera em pouco menos de uma semana.

5 — Beneficios para o participante: No final desse estudo, depois da anadlise dos
resultados, todos os pacientes que usam o AAS e que precisam de uma avaliagdo do
seu efeito e fazem o acompanhamento com o teste de agregacdo plaquetaria
convencional, podem, com a nova metodologia, ter menos tubos (material) coletados

e resultados mais rapidos.

6 — Em qualquer momento do estudo vocé podera ter esclarecimentos de qualquer
duvida que vocé tenha sobre esse trabalho. O principal investigador € o Dr. Leonardo
Lorenzo da Silva, que podera ser encontrado no endere¢o Avenida Enéas de Carvalho
de Aguiar, 155 — 12 andar, telefone 3061-5544 ramal 287. Se vocé tiver alguma
consideracao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-
6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 - E-mail:
cappesg@hcnet.usp.br

7 — Em qualquer momento desse trabalho vocé podera deixar de participar do estudo,
sendo que caso isso ocorra vocé continuara tendo o mesmo acompanhamento pelos

meédicos , bem como seu tratamento nao sofrera qualquer alteracéo.

8 — Todas as informagbes obtidas serdo analisadas em conjunto com as dos outros
pacientes, sendo que nunca sera divulgada a identificagdo de qualquer pessoa que

participar do estudo.

9 — Vocé tera o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados do trabalho ou de

resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

10 — Vocé nao tera nenhuma despesa financeira para participar desse trabalho e

também vocé n&o recebera nenhum pagamento por sua participagao.
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11 - Os dados e o material que serdo coletados neste trabalho serdo usados somente

para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo "Estudo comparativo entre agregacao
plaquetaria por turbidimetria e impedancia elétrica em relagdo a pacientes sob terapia
antiplaquetaria a base de acido acetil salicilico”
Eu discuti com o Dr. Leonardo Lorenzo da Silva sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propoésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagao neste estudo.

Leonardo Lorenzo da Silva



Assinatura do responsavel pelo estudo

Data

/
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