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Abreviaturas do texto

ny: micrograma

bTG: tromboglobulina beta

AA: acido araquidonico

ABP: proteina ligada a actina

ADP: difosfato de adenosina

AMPc: monofosfato ciclico de adenosina
AOP: aterosclerose obliterante periférica
APE: agregacao plaquetaria espontanea
ATP: trifosfato de adenosina

cm: centimetro

DG: diacilglicerol

FP3 : fator plaguetério 3

FP4: fator plaquetério 4

FvW: fator de Von Willebrand

g: grama

GAORP: grupo de pacientes com AOP
GCL1: grupo controle 1 (idade abaixo de 50 anos)
GC2: grupo controle 2 (idade acima de 50 anos)
GMP: proteina de membrana de granulo
GP: glicoproteina

h: hora

HDL: lipoproteina de alta densidade

IP3: trifosfato de inositol

kd: quilodalton

LDL: lipoproteina de baixa densidade
MET: microscopia eletronica de transmissao
MEV: microscopia eletrénica de varredura
mg: miligrama

mid: membro inferior direito

mie: membro inferior esquerdo

min: minuto

ml: mililitro

mm?: milimetro cubico

ng: nanograma

nm: nandmetro

NO: oxido nitrico

PAF: fator ativador de plaqueta

PDGF: fator de crescimento derivado de plaqueta
PIP,. difosfato de fosfatidilinositol

PKC: proteinoquinase C

PPP: plasma pobre em plaquetas

PRP: plasma rico em plaquetas

rpm: rotagdo por minuto

SCA: sistema canalicular aberto

seg: segundo

STD: sistema tubular denso

ta: tibial anterior

TGFb: fator transformador de crescimento beta
tp: tibial posterior

TSP: trombospondina

TXA,: tromboxane A,
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INTRODUCAO



As plaguetas circulantes sdo fragmentos citoplasmaticos derivados de
megacariocitos da medula 6ssea. Sob condicles fisiologicas, as plaquetas participam
na hemostasia primaria, através da formacdo do tampé&o hemostatico na parede do vaso
lesado (Weiss 1980).

A ativacdo plaguetéria € considerada de suma importancia na patogénese da
doenca tromboética e também no inicio das lesbes aterosclerdticas (Weiss 1980,
Fitzgerald et al 1986, Trip et al 1990, Kristensen 1992, Reverter et al 1994). Acredita-
se gue o inicio da formacdo do trombo arterial segja a ruptura ou a ulceracdo do
endotélio ou de uma placa aterosclerética, seguida de adesdo e agregacdo plaguetaria
no sitio dalesdo, levando aformacéo do trombo plaquetério, com conseqliente ativacdo
do sistema de coagulacdo (Davies & Thomas 1984, Davies et al 1986, Ouriel et al
1991).

O inicio do processo trombotico esta relacionado a interacdo plaquetaparede
arterial, onde a adesdo e o espraiamento plaguetarios desencadeiam uma série de
reag0es bioquimicas e alteragcbes ultraestruturais, mecanismos estes ainda néo
totalmente esclarecidos (Ouriel et al 1991). Alguns autores (Ouriel et al 1991, Wu
1996) atribuem ao fluxo transmembranico de célcio para o citoplasma plaquetario,
ocasionando a liberagdo de véarias substancias entre as quais difosfato de adenosina
(ADP) e produtos instaveis formados a partir do acido araquidénico (AA), como
tromboxane A, (TXA,), que levam a agregacdo de mais plaquetas sobre as j& aderidas
para amplificar aformag&o do trombo. A ades&o e a agregag &o das plaquetas dependem
das condicdes de fluxo sangiineo no local (Ouriel et al 1991, Ruggeri 1993, Wu 1996).

Na aterogénese, o endotélio arterial é cronicamente danificado por acuimulo de
lipides séricos, alteracdes do fluxo sangliineo, adesdo de mondcitos e plaquetas ao local
da les@o. A liberagdo de fatores de crescimento e citocinas leva a migragdo e

proliferacdo de células musculares lisas. Com o tempo, este processo resulta na
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formac&o da placa ateromatosa (Lastoria & Maffei 1995).

As substancias liberadas pelas plaguetas também induzem vaso constricdo e séo
importantes na angiogénese e no reparo vascular (Lastéria & Maffei 1995, Wu 1996).

Embora dados experimentais proporcionem evidéncias convincentes de que as
plaguetas desempenham importante papel na aterosclerose, a associacdo da hiper-
reatividade plaguetaria com aterosclerose subclinica permanece incerta (Wu 1996).

Varios estudos reportaram a hiper-reatividade plaguetaria em doencas
isquémicas cardiacas (Wu & Hoak 1976, Falk 1983, Davies & Thomas 1984, Davies et
al 1986), cerebrovasculares (Hoogendijk et al 1979, Falk 1985) e vasculares periféricas
(Wreeken & Aken 1971). A agregacéo espontanea das plaguetas mostrou ser marcador
biol6gico de mortalidade e eventos coronarianos em pacientes sobreviventes de infarto
do miocardio recente (Trip et al 1990).

A hiper-reatividade plaquetdria foi estudada pela agregacdo plaquetéria
estimulada por ADP, epinefrina, coldgeno e AA (Johnson et al 1975, Chao et al 1982,
Vericel et al 1988); através da dosagem de produtos plasméticos plaguetarios como o
fator plaquetdario 3 (FP3) (Chao et al 1982), 3 tromboglobulina (RTG) e fator
plaguetario 4 (FP4) (Zahavi et al 1980, Zahavi & Zahavi 1985); e através de
determinacéo da eliminacdo urinaria de um metabdlito do TXA,, o romboxane B,
(TXB,) (Reilly & Fitzgerald 1986).

A agregacdo espontanea das plaquetas ganhou atencéo nos uUltimos anos, quando
alguns autores observaram que esta acontecia mais freqiientemente em individuos com
risco de eventos isgquémicos do que em sadios. Os portadores destas doencas séo na
grande maioria individuos de idade mais avancada, sendo demonstrada uma correlacdo
entre aidade e ativacdo plaguetéria (Noriset al 1993).

Na literatura, entretanto, ndo existem estudos comparativos entre agregacdo
esponténea e alteracdes ultraestruturais das plaquetas, quer em individuos de
diferentes grupos etérios, quer em pacientes com manifestaces aterosclerdticas, que

s80 as maiores causas de morbidade e mortalidade no mundo ocidental (Kristensen
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1992, Lastoria & Maffei 1995).
Para a compreensdo da complexidade da fisiologia do mecanismo da ativacéo
plaquetéria, torna-se importante salientar aspectos morfologicos e estruturais das

plaquetas.

ESTRUTURA DA PLAQUETA EM REPOUSO

Plaguetas humanas, em repouso, circulam como discos anucleados,
heterogéneos em tamanho, com dimensdes gque variam de 2,9 a 4,2nm de didmetro
maior e 0,6 a 1,2nmm de didmetro menor (Frojmovic & Panjuwani 1976), por um
periodo de 6-10 dias (Steem & Holmsen 1987). Embora desprovidas de nucleo,
possuem compartimentos subcelulares bastante complexos e arranjados de maneira
ordenada no citoplasma (Verstraete & Vermylen 1989).

A plagueta pode ser dividida em 4 regifes distintas. zona periférica, zona sol-
gel, zona das organelas e de sistemas de membranas.

1- Zona periférica: é constituida pela membrana plasmatica, pelo citoplasma
cortical e estruturas associadas.

A membrana plasmatica das plaquetas € vista, a microscopia eletronica de
transmissdo (MET), como uma unidade de membrana tipica. Ela proporciona barreira
guimica e fisica, separando os constituintes intra e extracelulares, além de fornecer
superficie para interagdo com proteinas circulantes, inclusive as coagulantes. Os
lipideos séo principalmente fosfolipideos e colesterol, que estdo distribuidos
assimetricamente na bicamada (Pujol-Moix 1995). A membrana plaguetéria, a
microscopia eletronica de varredura (MEV), tem aspecto liso e uniforme; mindsculas
aberturas podem ser detectadas, referentes as saidas de canais intraplaquetérios para o
exterior. Como estes canais exibem interligacdes, a superficie da plaqueta pode ser
comparada a uma esponja (White 1987). Estes canais séo invaginagdes da membrana

plaguetaria, formando o sistema canalicular aberto, que descreveremos posteriormente.
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Revestida externamente pelo glicocédlice, que € uma camada de 15-20nm de
espessura, a superficie celular contém uma infinidade de receptores, sendo os mais
abundantes as proteinas glicosiladas, ou glicoproteinas (GP) (Pujol-Moix 1995).

As GP sdo classificadas em: integrinas, ricas em leucinas, e selectinas. Como
exemplos de integrinas temos o complexo GPIIb-1l1a, que é ligante para fibrinogénio,
fibronectinag, fator de Von Willebrand (fvW), vitronectina, trombospondina (TSP) e
coladgeno e o complexo GPlalla, que é receptor para colageno. As ricas em leucina
sdo: GPIb-1X, que € ligante do fvW e GPIV, ligante de TSP; entre as sel ectinas temos,
como exemplo, a proteina de membrana externa de granulo (PADGEM), ou GM P-140,
também chamada de P-selectina (Philips & Agin 1977).

Receptores ndo glicoprotéicos da membrana plaguetaria sdo ligantes para vérias
substéncias tais como ADP, epinefrina, serotonina e trombina. O ADP, por exemplo,
guando se liga a0 seu receptor especifico altamente proteico (43kd), induz exposicéo
de GPIIb-1l1a e agregacéo plaquetéria (Bennet & Vilaire 1979). Por outro lado, o ADP
atua como inibidor da adenilciclase, enzima que intervém nos processos de inibicdo
plaguetaria por incrementar os niveis de AMPc (Colman 1984). Uma plagueta pode
conter varios sitios ligantes para ADP na mesma ou em diferentes proteinas, capaz de
seligar aele com diferentes afinidades (Cristalli & Mills 1993).

Através de receptores adrenérgicos, a epinefrina induz agregacdo, sem ocorrer
mudanca de forma da plagueta. Quando a epinefrina se liga a0 seu receptor, a
adenilciclase € inibida e abrem-se canais de célcio para o citoplasma plaguetério; no
entanto parece que este agonista ndo causa mobilizacdo de calcio plaquetério como o
ADP (Shattil 1987).

A ativagdo pela serotonina ocorre via receptores do subtipo S, (De Chaffoy et al
1985, Scrutton & Thompson 1986). Quando oS receptores sdo ocupados, ocorre
agregacdo e secrecdo plaquetéria, via mecanismos acoplados a proteina G (Peroutka
1992).

O receptor para a trombina € uma proteina de 425 aminoacidos, com dominio
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transmembranico, e trés sitios ligantes. Ativa plaquetas por miltiplas vias, dependendo
da sua concentracéo (Brasset al 1991).

Metabdlitos do AA incluindo TXA, e seus precursores PGG, e PGH, estimulam
mudanca de forma, agregacéo e secrecdo plaquetaria (Hamberg et al 1975). O TXA,,
guando se liga em seu receptor especifico, induz a mobilizacdo de cécio
intraplaguetario, potencializando a agdo agregante (Pujol-Moix 1995). Por outro lado a
prostaciclina (PGl,), induz a ativacéo da adenilciclase, com aumento de AMPc, que
tem efeito inibidor da agregacdo plaquetaria (Moncada & Vane 1979). A plagueta
também € capaz de responder a diversas drogas, provavelmente através de receptores
inespecificos (Pujol-Moix 1995).

Um outro tipo de receptor que vale mencionar € o receptor para o fator de
ativacdo plaquetaria (PAF), complexo lipidico derivado de varias células inflamatorias
e plaguetas, que induz mudanca de forma, agregacdo e secrecdo plaquetaria (Zucker &
Nachmias 1985). As plaguetas possuem cerca de 300 receptores PAF (0,2 kd), que tém
sido clonados e sdo membros da familia das proteinas constituidas de uma cadeia
simples de polipeptideo expressando sete dominos transmembranicos (Honda et al
1991).

O citoplasma cortical € representado pelo esqueleto associado a membrana
plaquetéria. Este é constituido de: espectrina, actina e proteinas associadas. Dimeros de
espectrina, cada um com um sitio de ligagcdo para um filamento de actina, encontram-se
associados em tetrameros, sob condigdes fisiologicas. Os tetrameros séo bipolares e
contém um sitio de ligac8o para actina em cada extremidade final da molécula. O
citoesquel eto associado a membrana interconecta proteinas da membrana plasmética e
actina citoplasmatica; a actin binding-protein, ABP-280, por exemplo, liga os lados
dos filamentos de actina com GP de membrana GPlb,,IX-V, receptor para o fvW
(Rosemberg et al 1981, Rosemberg & Stracher 1982). Esse complexo é importante
para a resisténcia mecanica da plagueta em repouso (Hartwig 1998), estabilizacdo da

bicamada lipidica, manutencdo da forma da plagueta, regulacdo da distribuicdo e
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manutencgdo das GPs em conformagcao favoravel para unir-se a seus ligantes especificos
(Pujol-Moix 1995).

Os filamentos de actina submembranosos desempenham, juntamente com a
actina citoplasmatica, papel importante na extrusdo e estabilizagdo dos pseudopodes
(Shollmeyer et al 1978).

Assim, na zona periférica acontece a transformacéo de sinais recebidos pela
superficie externa, em mensagens quimicas citoplasmaticas, responsaveis pela ativacdo
plaquetéria (Pujol-Moix 1995).

2-Zona sol-gel: E constituida pela matriz do citoplasma plaquetério, incluindo
0 seu citoesgueleto. Sdo sistemas de filamentos protéicos em véarios estégios de
polimerizagdo que mantém a forma discéide das plaquetas inalteradas, aém de
proporcionar sistema contratil, envolvido na eventual mudanca de sua forma, emisséo
de pseuddpodes, contracéo interna e secrecao (White 1987).

Os elementos estruturais que mantém a forma discéide da plagueta séo: o anel
de microtubulos marginais, o esqueleto de membrana e a rede rigida de filamentos de
actina citoplasmatica, interligados. Pelo menos trés sistemas de filamentos protéicos
constituem a matriz das plaquetas. filamentos submembranosos, microtubulos e
microfilamentos, sendo 0s microtdbulos circunferenciais os elementos mais
proeminentes (White 1994).

Plaquetas em repouso tém um proeminente anel de microtabulo periférico,
enrolado sobre si mesmo (White & Krivit 1967, White 1968). Os microtubulos sé&o
recobertos por muitas proteinas associadas, na sua maioria, da familia das dineinas e
guinesinas (Sheetz 1996), proteinas motoras, que além de proporcionarem estabilidade
ao polimero, promovem a movimentacdo de particulas associadas aos microtubulos.
Do total de tubulina presente no citoplasma, 60% encontram-se polimerizadas, e a
ativacdo plaquetéria leva a fragmentagé@o deste polimero (Kenney & Linck 1985). Os
microtdbulos mantém a forma discéide e favorecem a organizagcdo e direcionamento

dos movimentos gerados nainteracéo actina-miosina (Pujol-Moix 1995).
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Cortes longitudinais de plaquetas fixadas mostram feixes circulares de
microtdbulos, em ndimero de 8 a 24, cada um medindo aproximadamente 25nm,
localizados nos polos finais das células discides. Em cortes transversais, as bandas de
microtubulos estdo localizadas sob a membrana celular, mas nunca em contato com
€ela, sugerindo sua participacdo no suporte do citoesqueleto e na manutengdo da forma
discoide (White 1994). Estudos recentes revelam gque a remocéo dos microtibulos, com
a utilizagdo de drogas desestabilizadoras como a colchicina, afeta a movimentagéo
central de organelas nas plaguetas expostas a agentes agregantes, evidenciando assim a
participacdo destes elementos na contracdo, vista em plaquetas ativadas (White 1994).

O espago entre os microtibulos e a superficie celular é ocupado,
freqUentemente, por filamentos submembranosos, muitas vezes identificados como
filamentos intermediérios (Tablin & Taube 1987).

Microfilamentos de actina e miosina dispdem-se em redes irregulares por toda a
célula, sendo considerados os principais elementos contréteis da plaqueta (Pujol-Moix
1995). Do total de actina, 40% estdo polimerizadas em aproximadamente 2000
filamentos no citoplasma (Pollard & Mooseker 1981). As extremidades finais destes
filamentos de actina, nas plaquetas em repouso, sdo protegidos pela proteina chamada
cap Z, que se liga constitutivamente ao filamento, com grande afinidade. O restante dos
filamentos encontra-se no citosol, distribuido radialmente, a partir do centro da célula
(Hartwig 1998).

No citoplasma também existem proteinas como ABP-280, que assim como a
proteina cap Z, também aderem constitutivamente a actina a membrana plasmaética,
através de ligagcdo ao receptor do fvW, proporcionando suporte a membrana plasmatica
(ver explicagdo na zona periférica).

O esqueleto de actina proporciona uma barreira que previne a movimentacéo
dos grénul os e sua fusédo com a membrana plasmética (Hartwig 1998).

3-Zona das organelas: nesta zona encontram-se as organelas subcelulares

envolvidas em processos metabdlicos e no estoque de enzimas.
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Granulos alfa: sdo os mais humerosos granulos encontrados (cerca de 50 por
plagueta). S&o esféricos ou ovais, medindo de 300 a 500 nm de diametro, envolvidos
por uma membrana simples. Contém proteinas especificas como BTG e FP4,
sintetizadas no megacaridcito, proteinas inespecificas, entre elas fibrinogénio,
albumina, fibronectina e alguns fatores de coagulacéo, como o fator V; contém também
substancias com propriedades mitogénicas, como o fator de crescimento derivado das
plaguetas (PDGF) e fator transformador de crescimento, TGFb (Pujol-Moix 1995). Na
face interna da membrana do granulo existem receptores, por exemplo o complexo
GPllb-1lla e GMP-140, que sdo expressos ha superficie da membrana quando a
plaqueta é ativada e libera o contetido destes granulos (Wencheet al 1998).

Corpos densos: sdo granulos de contelido interno denso, separado da membrana
envolvente por um halo claro, menos elétron-denso (White 1972). Cada plagueta
possui cerca de 5 granulos densos, que medem de 200 a 300 nm de didmetro. O
contetdo destes granulos € composto de calcio e outros cations, serotonina, pirofosfato
e nucleotideos da adenina: ATP e ADP (Holmsen 1985).

Lisosomos: sd0 pequenos e estdo presentes em pequena quantidade; contém
enzimas degradativas. catepsina, fosfatases é&cidas, b-glicuronidase e b-galactosidase.
Esta organela, na plagueta, deve exercer as mesmas fungdes que nas demais células,
incluindo as relacionadas com endocitose (Page 1989).

Mitocondrias: s8o diferenciadas das outras estruturas pela presenca da dupla
membrana. Existem na mesma propor¢do que 0s corpos densos. Participam do
metabolismo energético plaquetario.

Peroxisomos: sdo identificados como um tipo especial de granulo pouco denso,
medindo cerca de 90nm de diametro; contém enzimas oxidativas, entre elas a catalase.
Seu numero € bastante reduzido, nas plaquetas (Pujol-Moix 1995).

Ribossomos:. existem em pequena quantidade, livres e espalhados no citoplasma.
As plaguetas raramente contém cisternas de reticulo endoplasmético rugoso (Alberts et
al 1997).



H& também agregados de glicogénio que, com frequéncia, encontram-se
agrupados em grandes massas pelo citoplasma, além de gotas de lipideos, nucleotidios
(pool metabdlico) e calcio (Pujol-Moix 1995).

Outras organelas membranosas podem estar presentes, como o Complexo de
Golgi. Pouco existe na literatura, com relagdo ao seu papel na fisiologia plaquetaria
(Pujol-Moix 1995).

4-Sistema de membranas: E constituido pelo sistema canalicular aberto (SCA)
conectado a superficie, e pelo sistematubular denso (STD).

O SCA é o mais abundante sistema interno de membranas das plaguetas.
Formado por invaginagdes tortuosas da membrana plasmética plaquetaria através do
citoplasma, aumenta a superficie de contato do citoplasma com 0 espago exterior.
Existem cerca de 15 a 20 aberturas do SCA, proporcionando acesso de substancias
exdgenas ao interior citoplasmético e saida de produtos dos granulos e corpos densos
para o exterior (Kawakami & Hirano 1985).

O STD é constituido de canais delgados, com contelldo amorfo, que ndo se
comunicam com o exterior; muitos autores consideram que o STD representa restos de
reticulo endoplasmético liso da célula que Ihe deu origem (White 1972). E considerado
o principal reservatorio de cdcio da plaqueta, podendo liber&lo para promocédo de
eventos contréteis; contém ainda enzimas envolvidas no metabolismo das
prostaglandinas (Gerrard & White 1978). Da mesma forma que o SCA, o STD também
encontra-se disperso pelo citoplasma plaguetario, sem posicéo definida.

N&o existem evidéncias de que haja comunicacéo entre as membranas do SCA e
do STD; estes dois sistemas de membranas ndo sdo encontrados em outros tipos de

células sanglineas (White 1987).

ESTRUTURA DA PLAQUETA ATIVADA

A ativagdo plaquetaria € um processo complexo que se inicia na superficie da
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célula com ainteracdo de um agonista com seu receptor. Os receptores sdo GPs na sua
grande maioria, intercaladas na membrana plaquetaria, com um ou mais dominios
extracelulares e citosolicos. No dominio extracelular, encontra-se o sitio ativo e, no
citosolico acontece a interagdo com moléculas efetoras. A ativagdo prossegue com a
transducdo do sinal recebido na membrana plaguetéria, através da expressdo das
propriedades funcionais da plagueta (Brass 1991).

Assim como em outras células, proteinas genericamente denominadas G sdo
necessarias para desencadear a formagdo de mensageiros intracelulares (segundos
mensageiros), para a ativacdo e resposta final plaquetaria (Pujol-Moix 1995). As
proteinas G sdo proteinas reguladoras que medeiam interacdo entre receptores de
superficie e os distintos efetores intracelulares como a adenilciclase e as fosfolipases
A, e C (Albertset al 1997).

A interacdo do agonista com Seu receptor e com as enzimas responsaveis pela
formagdo dos segundos mensageiros, como o trifosfato de inositol (IP3) e o
diacilglicerol (DG) € mediada por proteinas G que regulam a hidrdlise dos inositéis e a
formacdo de AMPc (Albertset al 1997).

A fosfolipase C € alipase mais importante das pl aquetas e encontra se no citosol
e em fracBes de membrana. E ativada por uma proteina Gg, e a adenilciclase é
estimulada por uma proteina Gs e inibida por uma Gi (Gilman 1987). O IP5 libera o
cacio do STD, e o DG, adém de liberar AA, ativa a proteinoquinase C (PKC) e
favorece a secrecéo e a exposicao do complexo receptor para o fibrinogénio (GP I1b-
[11a) (Pujol-Moix 1995). Ao mesmo tempo, o aumento do calcio citosolico favorece a
ativacéo da fosfolipase Ay, que libera o AA, o qual é metabolizado produzindo TXA,,
gue se difunde para fora da plagueta e pode interagir com seu receptor e amplificar
enormemente o processo (Pujol-Moix 1995).

A via dos inositois, prioritéaria dos agonistas fortes (Siess 1989), implica na
ativacdo de uma série de enzimas tipo quinases, que fosforilam e desfosforilam o anel

de inositol. Iniciase quando o difosfato de fosfatidilinositol (PIP,), sob a acdo da



fosfolipase C, forma os segundos mensageiros. 1P; e DG. O IP;libera célcio do STD, o
gue faz com que aumente a concentracdo citosolica de calcio livre, ativando assim
enzimas plaquetarias em repouso, onde a concentracdo de calcio € baixa. As respostas
de IP; s&o mediadas por receptores localizados nas membranas do STD (Brass 1991).
O DG atua como cofator para a ativagéo da PKC, diminuindo a concentracéo de calcio
necessaria a atividade da enzima, promovendo a unido da enzima a uma fosfatidilserina
damembrana (Pujol-Moix 1995).

A via metabdlica do AA, maior constituinte lipidico da membrana plaguetaria,
requer a acdo de varias enzimas que liberam o acido graxo no meio intracelular
(revisado por Krol & Sulivan 1998). Uma vez liberado das membranas, o AA pode ser
oxidado pela ciclooxigenase em prostandides (PGE, e TXA,), ou pela lipooxigenase
em acido 12-hidroperoxi-eicosatetraenoico (12-HPETE), reduzido a acido 12-hidroxi-
eicosatetraendico (12-HETE), potente quimiotatico para macréfagos e neutrofilos, que
parece ter participacdo na adesdo plaquetéria a substratos trombogénicos. Os
endoperoéxidos ciclicos (PGG, e PGH,) sdo muito instaveis. Sob a¢do da tromboxano-
sintase, originam TXA,, e sob a agdo da prostaciclina-sintase originam PGl,. O
primeiro € o mais potente indutor da mudanca de forma, secrecdo e agregacdo
plaguetaria, e o segundo aumenta 0 AMPc ao ativar a adenilciclase, tendo portanto
efeitos opostos (Pujol-Moix 1995).

Existem mecanismos distintos que controlam e limitam a interagdo da plaqueta
com 0 agonista e a sua ativagdo inicial. O endotélio possui propriedades distintas que
modulam a adesdo e agregacao plaquetéria, através da prostaciclina e do 6xido nitrico
(NO), substancias produzidas e liberadas por ele; ambas compartilham de propriedades
vasoativas que podem relaxar musculo liso e inibir agregacdo plaquetaria (Rosemblum
1997).

A geracdo de trombina que ocorre nos locais de lesdo endotelial, e que também
pode ativar plaquetas, € controlada pela trombomodulina, pelo sistema de

anticoagulacéo natural através da proteina C ativada e pela antitrombina 111 (Pujol-



Moix 1995).

Existem também mecanismos que controlam a concentragcéo de calcio livre nas
plaguetas e os niveis de AMPc, através da adenilciclase e da fosfodiesterase,
fundamentais para evitar a ativagdo (Pujol-Moix 1995).

As respostas plaquetarias a ativacdo podem ser de duas categorias: reversiveis
ou irreversiveis, dependendo diretamente da natureza e intensidade do agente
estimulante (Verstraete & Vermylen 1989).

As respostas reversiveis estéo relacionadas com adesdo, mudanca de forma e
agregacao priméria; ja as respostas irreversivels estédo relacionadas com reacdo de
liberacdo ou secrecdo plaquetaria e agregacdo secundaria (Siess 1989).

Em resposta imediata a ativagdo plaguetaria, 0 citoesqueleto de actina €
desorganizado e reposicionado. A reestruturagéo do citoesqueleto produz mudanca
rapida de forma na plagueta, em cerca de 2 a 3 segundos, e € caracterizada por dois
aspectos distintos: perda da forma discéide, quando as plaguetas tornam-se
arredondadas, e emissdo de pseuddpodes (Deranleau et al 1982). Plaguetas esféricas
podem apresentar extensdes da superficie na forma de filapodia e lamelipodia (Hartwig
1998); sua superficie torna-se finalmente irregular e enrugada(Siess 1989).

Os pseuddpodes aumentam a érea de contato da plaqueta com 0 meio e com as
demais plaguetas. Estas alteragbes quase sempre precedem alteragdes funcionais
(Progmovie & Milton 1982).

A mudanca na forma da plaqueta requer a quebra dos filamentos radiais de
actina que estdo nas proximidades da membrana plasmética; assim, o citoesqueleto de
membrana fica livre para se expandir. Este passo requer um aumento na concentragao
de célcio citosolico (Hartwig 1998).

Concomitante com as alteracdes de forma, os granulos concentram-se no interior
da célula pela contragdo dos microtabulos e microfilamentos, pré requisito para a
secrecdo plaquetéria. A fusdo e liberacdo do conteldo dos granulos depende da

concentracao de célcio citosolico (Hatwig 1998).
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A reversibilidade da plaqueta a sua forma discoide dependera da intensidade da
estimulagéo exercida pelo agente indutor. Se for de intensidade e duragéo suficientes,
uma grande quantidade de ions célcio serd liberada do sistema tubular. Esses ions
ativardo a fosfolipase que desencadeara a liberacdo de AA, que se transformara em
TXA, na plagueta. fons célcio livres podem ser novamente armazenados via
mecanismo deperdente da PGl,, que, atuando sobre a membrana plaquetéria, estimula
a adenilciclase, transformando ATP em AMPc, com fosforilagdo de uma proteina
fixadora de célcio. Dessa forma, os ions podem ser novamente fixados as estruturas
como o STD. Quando ndo existir mais cacio livre, a plagueta se desagregara
(Verstraete & Vermylen 1989).

Técnicas ultraestruturais tém mostrado que as organelas fundem-se com canais
do SCA, antes da liberacdo dos seus contelidos, em resposta a ativacéo plaguetaria.
Tem sido demonstrado que a contracéo do citoesgueleto é essencial para direcionar 0s
produtos para dentro do SCA. A secrecdo plaquetaria é considerada um processo
multifasico, envolvendo: fusdo de organelas com membranas do SCA e extrusdo de
produtos estocados na plaqueta, sob influéncia de atividade contratil (White 1974).

Como os filamentos de actina formam uma barreira a exocitose, estes devem ser
removidos e, na plaqueta, esta funcéo € determinada pela ativacdo da gelsolina, pelo
cacio. Assim, ha no citoplasma um pool de gelsolina inativa e sollvel. Agonistas
induzem o aumento da concentracdo do calcio citosolico, o qual ativa a gelsolina
solivel a se ligar e fragmentar fibras de actina pré existentes, aumentando
dramaticamente o nimero de filamentos curtos. Os fragmentos de actina permanecem
inicialmente encapados pela gelsolina e cap Z. A fase de reorganizagdo da actina
iniciase quando sinais de ativacdo gerados dissociam proteinas encapadas das
extremidades finais dos filamentos. As extremidades finais dos filamentos, livres de
seus caps, ligam-se para reorganizacdo da actina; esta € finalizada quando os
filamentos séo reencapados pela cap Z (Hartwig 1998).

As cavidades do SCA dilatam-se, provocando um aumento de area de superficie
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(Reverter 1994) e fundem-se com as membranas dos granulos, cujo conteudo é
liberado para o0 meio extracelular através destes canais. O restante do citoesqueleto
forma uma massa central de gel contratil, persistindo alguns microtubulos retorcidos,
principalmente nos pseuddpodes (White 1987). Neste estagio, o fenbmeno atinge a
irreversibilidade (Verstraete & Vermylen 1989).

Sob determinados estimulos ocorrem evaginagBes vesiculares a partir da
membrana plaguetaria, que se desprendem em forma de microparticulas esféricas,
medindo cerca de 0,1nm de didmetro. Estas contém proteinas da membrana plasmética
e também da membrana dos granulos, tendo sido relacionadas com a atividade pro
coagulante plaguetéria (Simset al 1989).

Apos se converterem em formas ativadas, as plaguetas ligam-se umas as outras e
se contraem. A agregacdo comega ap0s 0s processos de reorganizacdo da actina e do
citoesguel eto; requer a presenca de cétions divalentes e fibrinogénio, através de pontes
formadas entre o fibrinogénio e complexos GPllb-1lla da membrana plaguetaria.
Forma-se uma massa de contornos irregulares, onde as plaquetas se mesclam formando
um mosaico, e entre as membranas das células e fibras de colageno, formam-se finas
pontes filamentosas (Hartwig 1998).

Mediadores liberados dos granulos atraem plaquetas adicionai s, iniciando-se as
reacOes de reparos celulares (Hartwig 1998). As plaguetas perdem os seus granulos e
degeneram em forma de metamorfose viscosa (White 1987); a actina presente nas
células contraidas é reorganizada em fibras retréteis (Hartwig 1998).

A aivacéo plaguetéria tem sido estudada por varios autores em varias doencas,
utilizando de técnicas ultra-estruturais, tanto a MET como aMEV.

Na doenca cardiaca isquémica, Puri et al (1994) classificaram as plaquetas
ativadas de acordo com as alteracfes morfol 6gicas observadas a MET, com relagéo a
forma e distribuicdo das organelas. Segundo estes autores, podem ser encontradas:
plaguetas pseudotubulares, tendo numerosos granulos e poucas projegdes; plaquetas

membranosas, com centralizagdo de organelas e sistema de membrana intimamente
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relacionados; plaquetas saculares, com abundante sistema de membranas e poucos
granulos; e plagueta pseudopodiais, com numerosos pseudopodes proeminentes. Estas
alteracOes foram relacionadas com a progressao da doenca ateroscl erética.

Em diabéticos, alteracbes morfoldgicas plaguetarias foram observadas a MEV:
foram detectados pseudépodes e microvesiculas, liberadas em varios estdgios de
retinopatias e nefropatias, relacionando a ativacdo plagquetaria a estégios de severidade
dadoenca (Kim et al 1995).

Na hipertensdo pulmonar, agregados plaguetarios irreversiveis, observados a
MEV, foram utilizados como indicadores da doenca hipertensiva, tendo servido de
base para a ado¢éo de medidas terapéuticas para prevencéo (Lopeset al 1993).

Reverter et al (1994), através da observacdo a MET da ativagdo de plaquetas
coletadas durante sessdo de hemodidlise em nefropatas, constataram que alteraces
plaguetarias progressivas durante o processo, provocadas por componentes mecanicos
do sistema de hemodidlise, que poderiam contribuir para problemas plaquetérios
descritos nesses doentes.

O objetivo do estudo da ativacdo plaguetéria, por todos esses autores, foi
encontrar uma caracteristica morfolégica que pudesse ser utilizada como “marcador”
dos diferentes estados da ativacdo plaquetéria, visando a identificacdo inicial de
doencas, para fins de diagndstico e prevencéo.

N&o foram encontrados na literatura estudos que mostrem alteracfes
morfol 6gicas plaguetérias em pacientes portadores de AOP, no estagio de claudicacdo

intermitente, grau |1 da classificagdo de Fontaine (Cimminiello et al 1994).
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OBJETIVOS
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Tendo em vista os dados apresentados, a presente pesguisa teve por objetivos:

Estudar as plaguetas de individuos normais, de faixas etérias diferentes, do
ponto de vista funcional (através da agregacdo espontéanea) e morfoldgico (através da

ultra-estrutura e morfometria plagquetarias);

" Comparar os dados funcionais e estruturais das plaguetas dos pacientes com

AOP, no estédgio de claudicacdo intermitente, com agueles dos individuos normais, de

mesmafaixaetaria



MATERIAL E METODO

1. Material

1.1. Casuistica

O grupo em estudo foi constituido de 10 voluntarios sadios, com idade inferior a
50 anos (grupo controle 1, GC1), 10 voluntarios sadios com idade superior a 50 anos
(grupo controle 2, GC2) e de 10 pacientes voluntérios (grupo 3, GAOP), portadores de
AOP no estdgio de claudicagdo intermitente, atendidos no Ambulatério de
Claudicagcdo, da Disciplina de Cirurgia Vascular da Faculdade de Medicina de
Botucatu (FMB)-UNESP.

Todos o0s participantes assinaram o0 Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa M édica da FMB, ap6s terem
sido informados sobre a pesquisa.

Todos os individuos eram do sexo masculino e moravam na cidade de Botucatu

ou regides proximas.

1.1.1. Critérios de Exclusao dos Voluntéarios
A- Encontro de alteragfes clinicas nos exames cardiol 6gicos e/ou vascul ares.
B- Individuos com histéria de qual quer doenca crénica ou atual.

C- Ter tomado qualquer tipo de medicamento em 15 dias antecedentes aos
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testes.
D- Recusa de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

E- Recusa a qualquer um dos procedimentos desta pesquisa.

1.1.2. Critérios de Exclusao dos Voluntarios Pacientes

A- Encontro de glicemia acima dos valores normais estabelecidos pelaOM S
(Gavinet al 1997).

B- Ter tomado qualquer tipo de medicac&o antiagregante em 15 dias anteriores
aos testes.

C- Recusa de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

D- Recusa a qualquer um dos procedimentos desta pesquisa.

2. Método

2.1. Controle Clinico dos Voluntarios

Dos individuos de todos os grupos foram coletados 20ml de sangue, pela manha
e em jeum, de uma veia periférica, sem garroteamento prolongado, com seringa estéril
e agulha calibre 21G, e distribuidos imediatamente em tubos apropriados, para os testes
posteriores.

Eletrocardiograma, medidas de pressdes e verificacdo da intensidade de pulsos
das artérias periféricas (tibiais anterior e posterior) dos membros inferiores direito e
esquerdo foram realizados apds a coleta do sangue, por médicos cardiologista e
cirurgido vascular, respectivamente. O indice pressorico de cada voluntario foi
calculado a partir do quociente de divisdo da pressdo arterial do membro inferior pela

pressdo arterial do membro superior. O critério adotado pelo cirurgido vascular para a
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medida da intensidade de pulso periférico, utilizou score de O (ausente), 1+ (pulso
fraco), 2+ (pulso de média intensidade), 3+ (pulso quase normal) e 4+ (pulso normal).
As informagdes dos individuos foram obtidas de maneira padronizada, segundo ficha
clinica e protocolo (apéndice).

Também foi investigada a frequiéncia de tabagismo entre os grupos.

2.2. Coleta e Processamento do M aterial

Foram utilizados 11ml de sangue para: teste de agregacdo plaquetéria
espontanea, dosagem de fibrinogénio plasmético e analise ultraestrutural das
plaguetas. O restante do sangue coletado foi enviado ao laboratério clinico do Hospital
das Clinicas da FMB, para realizacdo das dosagens séricas de glicemia, triglicérides,

colesterol total e fragdes HDL e LDL (controle laboratorial).

2.2.1. Agregacdo Plaquetaria Espontanea

O procedimento utilizado foi 0 método de Born (1962). O sangue coletado
(4,5ml) foi colocado em tubo de polipropileno graduado, com tampa, contendo 0,5ml
de solucéo anticoagulante de citrato de sddio a 3,8% e agitado suavemente. Este sangue
anticoagulado foi centrifugado a 80g durante 7min, para obtencéo do plasma rico em
plaguetas (PRP); esta fracéo foi transferida para outro tubo de ensaio de plastico, com
tampa, e deixada em repouso por aproximadamente 30min. O plasma pobre em
plaguetas (PPP) foi obtido do restante do material, por centrifugacéo posterior a 16009
durante 15min.

As contagens das plaquetas foram realizadas no Contador automético de células,
modelo T-890 da Coulter (EUA), segundo Armitage et al (1978). Nas amostras com
contagem acima de 5 10° plaguetas/L, o PRP foi diluido com PPP do préprio
individuo, para obtencgo de valor em torno de 3 10° plaquetas/L seguindo aférmula:

X= N° de plaquetas no PRP

300



O valor de X corresponde ao volume de PPP a ser adicionado em 1,0ml de PRP
original.

Esta correcdo se faz necesséria, porque 0 numero de plaquetas interfere na
agregacdo plaguetaria (Packham 1978, Williams et al 1985), e o agregdbmetro de
plaguetas utilizado requer valores entre 10° e 5" 10° plaquetas/L.

O teste de agregacdo plaguetaria espontdnea (APE) foi realizado em
agregdmetro de plaquetas, modelo PACKS-4, da Helena Laboratories. A calibracéo de
100% de agregacao foi obtida com 500m de PPP, e a calibragdo de 0% de agregacéo
foi obtida com 500m de PRP, ap0s a estabilizagdo da temperatura, em 37°C, seguindo
instrucBes do manual do aparelho. A determinacdo da APE maxima foi realizada em
500m de PRP, deixados em cubetas de vidro siliconizadas, sob agitacdo padronizada
de 180g durante 20min, sem a adic¢éo de agente ativador plaguetario.

A APE foi considerada positiva quando houve um decréscimo na densidade
Optica de 15% ou mais (valor obtido em experiéncia prévia do nosso laboratério, com
40 individuos normais). Este valor é similar ao referido na literatura: 15% (Noris et al
1993) e 20% (Hoogendijk et al 1979, Trip et al 1990).

2.2.2. Dosagem de Fibrinogénio Plasmatico

Amostras de PPP, obtidas segundo o item 3.1, foram utilizadas para a dosagem
do fibrinogénio, segundo a técnica de Ratnoff & Menzie (1951). Em um tubo cénico
graduado de vidro (15x2cm) foram colocados. 1ml de PPP, 1ml de vidro moido, 10ml
de solucdo fisiologica e 1ml de trombina (obtida de plasma humano fresco congel ado,
de voluntérios doadores de sangue do Banco de Sangue da Divisdo Hemocentro, da
FMB-UNESP); esta trombina foi previamente testada para coagular PPP, também de
voluntarios doadores de sangue normais, em um tempo de 12 a 15seg. O tubo tampado
com rolha foi agitado varias vezes por inversdo, até formar um coagulo. O material foi
centrifugado a 700g por 5min, para que o coagulo fosse depositado no fundo do tubo,

sendo posteriormente amassado com um bastdo de vidro. O coégulo obtido foi



submetido a 2 lavagens com solucdo aquosa de NaCl a 0,9%, sendo cada lavagem
seguida de centrifugacdo a 700g por 3min. O sobrenadante foi desprezado apos cada
lavagem, e ao coagulo lavado foi acrescentado 1ml de solucéo aquosa de carbonato de
sodio a 20%,; o tubo com este material permaneceu em banho-maria a 56°C por 10min.
Apoés ter esfriado, foram acrescentados ao tubo: 7ml de &gua destilada, 3ml de
hidréxido de sddio a 10%, e 1ml de reagente de Folin Ciocalteau.

A leitura da absorbancia foi feita apds 15min, em espectrofotébmetro digital, B-
34211 da Microna, em 650nm. A concentracdo de fibrinogénio foi calculada
multiplicando-se a absorbancia obtida por um fator (F) calculado previamente, atraves

da curva de absorbancia com diferentes concentracoes de L-Tirosina.

2.2.3. Andlise Morfologica Ultra-estrutural

Na preparacdo das plaquetas foi utilizada a técnica descrita por Roger et al.
(1992), modificada apos testes preliminares. Uma amostra de 3ml do sangue coletado
foi transferida para 7ml de solucdo de glutaraldeido (2,5% em tampé&o fosfato 0,AM pH
7,4), sendo fixada por 30min em temperatura ambiente. Em seguida, o material foi
centrifugado por 15min a 180g, para obtencdo do PRP. O sobrenadante foi separado e
centrifugado novamente por 15min a 1100g, para a obtencéo do sedimento utilizado
para MET.

Outra amostra de 3ml foi submetida a0 mesmo processo, para utilizacdo em
MEV.

2.2.3.1. Microscopia Eletr 6nica de Transmissao
O sedimento foi refixado na solucéo de glutaraldeido por 3h pelo menos, sendo
pos-fixado em tetroxido de 6smio a 1% em tampéo fosfato, por 2h, em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz.
Apos desidratacdo em solucdes crescentes de acetona, o sedimento foi incluido

em resina Araldite®.



Os cortes espessos (0,5mm), feitos com navalha de vidro, foram corados a
guente com solucéo de azul de metileno a 1% - azul de toluidina a 1%, e bérax 1%, e
utilizados para escolha dos blocos com material adequado, em microscopio de luz.
Destes blocos foram obtidos os cortes ultrafinos (500 A°) que foram contrastados com
solucdo de acetato de uranila (saturada em acool 50%) durante 20min, e
posteriormente com citrato de chumbo (em meio alcalino) por 20min. O material foi
observado ao microscopio eletrénico de transmissdo CM 100 da Philips, onde foi
fotografado.

As preparacbes dos diferentes grupos foram analisadas morfologicamente,
avaliando-se os sinais caracteristicos, descritos na literatura, para ativacéo plaquetéria:
presenca de pseuddpodes, de microvesiculas, dilatagdo do sistema canalicular aberto,
diminuicéo e/ou centralizacdo de granul os citoplasmaticos.

Sedimentos plaquetérios de alguns individuos dos grupos analisados, escolhidos
aleatoriamente, foram submetidos a pos-fixagdo pela técnica do lodeto de Zinco-
tetroxido de ésmio (ZIO), proposta por Reinecke & Walther (1978). O material pés-
fixado foi submetido ao seguinte protocolo: lavagem em tampéo fosfato 0,1M pH 7,3
com sacarose 8,5% (2x de 10mim); lavagem em tampao TRIS-aminoacetato (1,13M de
NaCl; 0,01M de CaCl,. 0,03M de MgCl,; 0,01M de Tris-aminometano) pH4,5 (4x de
5min); incubacdo em meio apropriado (ZIO)* no escuro, a 10 °C (17 a 22hs); lavagem
em tamp&o TRIS-aminometano (2x de 5min). Os procedimentos posteriores seguiram
protocol o da preparacéd convencional para MET.

* Preparacéo do meio de incubacéo (ZI0)

-3g de zinco em p6 em 10ml de dgua destilada
-1g deiodo ressublimado em 10ml de &gua destilada

Preparo: misturar as 2 solugdes com tampdo TRIS-aminometano (1:1) e, em seguida, misturar 4 partes da solugéo
final com 1 parte de OsO, a 2% (em agua destilada).

2.2.3.2. Microscopia Eletronica de Varredura

O sedimento foi lavado e ressuspendido em tampéo fosfato 0,1M pH 7,4. Com o



auxilio de uma pipeta Pasteur, aliquotas de suspensdo de plaguetas foram gotejadas
sobre laminulas de vidro previamente recobertas com Poli L-Lisina, permanecendo em
camara Umida, por 10min. Apés a adesdo das plaquetas, as laminulas foram lavadas em
tampdo fosfato, refixadas em solucdo de glutaraldeido por 1h e pdés-fixadas em
tetréxido de 6smio a 1% no mesmo tampao.

A desidratacdo foi realizada em solugdes crescentes de dalcool, sendo as
laminulas secadas com CO, liquido em aparelho ponto critico (CPD 020 da Balzers
Union). ApGs montagem em suportes apropriados, estas foram recobertas com camada
de 10nm de ouro em metalizador (MED 010 da Balzers Union) e examinadas em
microscopio eletronico de varredura SM 500 da Philips, onde foram fotografadas.

Nesta andlise levaram-se em consideracdo as seguintes variaveis. a ateracdo da
forma discoide, presenca de pseuddpodes e de microvesiculas plaquetéarias.

Para avaliacdo da quantidade de plaguetas ativadas, ainda durante a andise no
MEV, foram contadas as plaguetas normais e aguelas com sinais de ativagdo, em cinco
campos visuais (1 central e 4 laterais), com aumento de 2.000X, sendo entdo calculada

a porcentagem de células alteradas em relacéo as normais.

2.3. Analise Morfométrica Ultra-estr utural

A andlise morfométrica ultraestrutural da forma das plaguetas foi realizada em
fotomicrografias de MET, com aumento final de 17.000X, em Analisador de Imagens
Computadorizado da Nireco (Jap&o), com o programa Luzex- F. Estruturas muito
pequenas desprovidas de detalhes ultraestruturais, ou que ndo pudessem ser
reconhecidas como plagquetas, foram descartadas, levando-se em consideracdo o0s
critérios adotados por Park et al. (1990)

Foram realizadas medidas da érea e do perimetro das plaquetas, utilizadas para
avaliacdo da alteracdo da forma, segundo calculo do fator forma (FF), estabelecido por
Park et al. (1990).

FF= 4 p A/ P? onde A=area e P=perimetro.



Bl

37

Para a determinacdo do nUmero minimo de plaquetas necessérias para o caculo
de FF, em cada grupo, foi utilizada a técnica da média acumulada de Williams (1977).

Para tanto, um individuo foi al eatoriamente escolhido de cada grupo, sendo realizado o

cadculg B média acumulada do FF de cada 5 plaguetas, até que a média se

estabilizasse. Foi verificado que a média se estabilizava em 30 plaquetas para o GC1,
35 para 0 GC2 e 30 para o GAOP (Grafico 1A B e O. Estes foram 0s numeros
utilizados para se efetuarem as medidas das plaguetas de todos os individuos

participantes, em cada grupo de estudo.
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2.4. Dosagens Bioguimicas Séricas

Foram realizadas dosagens séricas de: glicose, triglicérides e colesterol total
pelo método enzimético colorimétrico.

As dosagens de HDL colesterol foram obtidas pelo método direto, por
determinacdo homogénea. As concentragbes de LDL colesterol foram calculadas a
partir daformula de Freedwald:

LDL= Colesterol total - (Triglicérides/5 + HDL colesterol)

Todas as amostras foram processadas em Sistema de Automacdo (modelo RA-
XT, da Technicon).

2.5. Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada segundo metodologia de Fisher & Belle
(1993).

Para comparacdo dos grupos quanto as pressdes periféricas das artérias tibiais
anterior e posterior dos membros inferiores esquerdo e direito, foi utilizado o teste de
Kruskall-Wallis seguido do método de Student-Newman-Keuls, pois as mesmas néo
apresentavam distribuicdo normal.

Para comparacdo dos grupos quanto as dosagens séricas de glicemia,
triglicérides, colesterol total e fragdes HDL e LDL, dosagem de fibrinogénio
plasmético, agregacéo plaguetaria esponténea, analise morfologica a MEV e andlise
morfométricaa MET, foi realizada a Andlise de Variancia seguida do Teste de Tukey,
pois as variaveis apresentavam distribui¢do normal.

Para estudar a associag&o entre: tabagismo/grupo e pulsos periféricos/grupo, foi
realizado o teste Exato de Fisher.

Para estudar a correlagéo entre: percentagem de plaquetas com sinal de ativacdo
(MET/MEV) e agregacdo plaguetaria espontanea, foi realizado o Coeficiente de

relacéo de Pearson. Em todas as andlises o nivel de significancia adotado foi de 5%.



RESULTADQOS

1. AVALIACAO CLINICA



Todos os valores individuais para cada parametro avaliado encontram-se no
Apéndice deste trabal ho.

1.1. Tabagismo

A frequéncia de tabagismo nos diferentes grupos investigados, esta apresentada
na Tabela 1. Ndo houve diferenca significativa na freqiéncia de tabagismo entre os
grupos estudados.

Tabela 1- Distribuicdo de freqliéncias absolutas e relativas dos
individuos segundo grupo e tabagismo.

Grupos Tabagismo

SIM NAO TOTAL
GC1 3(30,0) 7 (70,0) 10 (100,0)
GC2 4 (40,0) 6 (60,0) 10 (100,0)
GAOP 4 (40,0) 6 (60.0) 10 (100,0)

GC1: grupo de voluntarios normais, com idade inferior a 50 anos.
GC2: grupo de voluntérios normais, com idade superior a 50 anos.
GAORP: grupo de pacientes com aterosclerose obliterante periférica (P>0,05)

1.2. Pressdes nas Artérias Periféricas

Os valores medianos dos indices das pressdes periféricas estavam aterados
(menores que 1,00) apenas no grupo GAOP, para as artérias examinadas (ta/mie: 0,65,
tp/mie: 0,75, ta/mid: 0,60 e tp/mid: 0,65), apresentando-se estatisticamente diferentes
dos grupos controlesGC1 e GC2, onde os indices foram maiores ou iguais a 1,00, para
todas as artérias examinadas (Tabela 2).

Tabela 2 Valores medianos dos indices de pressdes das artérias tibiais
anterior (.ta? e posterior (tp), dos membros Inferiores esquerdo Igmle) e
direito (mid), nos grupos controles e no grupo de pacientes com AOP.
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Artérias xaminadas
Grupos ta/mie tp/mie ta/mid tp/mid

GC1 1,10 &Y 1,10 a 1,10a 1,10a
GC2 1,10 a 1,10 a 1,10 a 1,10 a
GAOP 0,65b 0,75b 0,60 b 0,65b

GC1.: grupo de voluntérios normais, com idade inferior a 50 anos.

GC2: grupo de voluntérios normais, com idade superior a 50 anos.

GAORP: grupo de pacientes com aterosclerose obliterante periférica.

(1) Medianas seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (P> 0,05)

1.3. Intensidade de Pulsos Periféricos

A andlise estatistica realizada pelo Teste Exato de Fisher mostrou que, nos
grupos controles GC1 e GC2, todos os voluntarios tiveram intensidade de pulsos
periféricos de 4+, enguanto no grupo GAOP predominou a auséncia de pulsos
periféricos (0), para as artérias ta e tp/mie (Tabela 3). Os resultados da intensidade de
pulsos periféricos obtidos nas artérias ta e tp/mid encontram-se na Tabela 4, onde no
grupo GC1, aintensidade de pulsos periféricos foi de 4+ para todos os voluntarios, no

grupo GC2 predominou presenca de 4+, e no grupo GAOP predominou a auséncia de
pul sos periféricos.

Tabela 3- Distribuicdo de freqliéncias absolutas (e relativas) dos pulsos periféricos das artérias
tibiais anterior (ta) e posterior (tp), do membro inferior esquerdo (mie), nos grupos
controles e no grupo de pacientes com AOP.

I ntensidade de Pulsos Periféricos
GRUPOS 0 1+ 2+ 3+ 4+
ta tp [ta tp ta [tp ta [tp ta tp
GC1 0(0,0) | 0(0,0) | 0(0,0) | 0(0,0) | 0(0,0) | 0(0,0) | 0(0,0) | O(0,0) | 10(100) | 10(100)
GC2 0(0,0) | 0(0,0) | 0(0,0) | 0(0,0) | 0(0,0) | 0(0,0) | 0(0,0) | O(0,0) | 10(100) | 10(100)
GAOP 8(80) | 7(70) | 0(0,0) | 0(0,0) | 0(0,0) [ 0(0,0) | 1(10) | 1(10) | 1(10) | 2(20)

GC1: grupo de voluntérios normais, com idade inferior a 50 anos.
GC2: grupo de voluntarios normais, com idade superior a 50 anos.
GAORP: grupo de pacientes com aterosclerose obliterante periférica (P< 0,01)

Tabela 4 - Distribuicdo de frequiéncias absolutas (e relativas) dos pulsos periféricos das artérias

tibiais anterior (ta) e posterior (tp), do membro inferior direito (mid), nos grupos controles e no
grupo de pacientes com AOP.
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I ntensidade de Pulsos Periféricos
GRUPOS 0 1+ 2+ 3+ 4+
ta tp ta tp ta [tp ta [tp ta tp
GC1 0(0,0) | 0(0,0) | 0(0,0) | 0(00) | 0(0,0) | 0(0,0) | 0(0,0) | O(0,0) | 10(100) | 10(100)
GC2 1(1,0) | 0(0,0) [ 0(0,0) [ 0(0,0) [ L(L,0) | 00,0) | O(0,0) | O(0,0) | 8(80) | 10(100)
GAOP 550) | 5(50) | 1(1,0) | 1(1,0) | 000,0) [ 2(20) | 3(30) | 1(10) | 1(10) | 1(10)

GC1: grupo de voluntérios normais, com idade inferior a 50 anos.
GC2: grupo de voluntérios normais, com idade superior a 50 anos.

GAOP: grupo de pacientes com aterosclerose obliterante periférica (P< 0,01)

2. AVALIACAO LABORATORIAL

2.1. Dosagens Bioquimicas Séricas

As dosagens bioguimicas de glicose, triglicérides, colesterol total, HDL e LDL
encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 Médias e desvios padrdes das dosagens séricas de Glicose, Triglicérides,
Colesterol total e fragdes: HDL e LDL, dos grupos controles e do grupo de pacientes com

AOP.
Grupos

Par ametros GC1 GC2 GAOP

Biogquimicos
Glicose (mg%) 95,805,652 98,50+7,92a 105,10+13,02a
Triglicérides (mg%) 128,00+46,45a 143,90+90,24a 134,90+88,83a
Colesterol total (mg%) | 189,10+43,40a 228,20+37,04a 201,40+27,18a
HDL (mg%) 36,00+6,30ab 42,70+12,58a 30,00+5,33b
LDL (mg%) 140,50+40,10a 153,80+35,70a 140,00+26,89a

GC1: grupo de voluntarios normais, com idade inferior a 50 anos.

GC2: grupo de voluntérios normais, com idade superior a 50 anos.

GAORP: grupo de pacientes com aterosclerose obliterante periférica

(1) Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (P> 0,05)

Com relacéo as dosagens séricas de glicose, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos controles (GC1 e GC2), e nem destes




com relacéo ao grupo de pecientes (GAOP).

Nos valores médios das dosagens de triglicérides ndo se observaram diferencas
significativas entre os grupos estudados. N&o foram observadas também diferencas
significativas com relacdo as dosagens de LDL colesterol, nem entre 0s grupos
controles de faixas etérias diferentes (GC1 e GC2), nem entre 0s grupos controles e o
grupo de pacientes (GAOP).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na média das dosagens do
colesterol total sérico do GAOP, com relacdo aos grupos controles GC1 e GC2, nem
entre os grupos de faixas etérias diferentes. N&o houve diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos controles de faixas etarias diferentes (GC1 e GC2) nas
dosagens séricas de HDL colesterol, entretanto, houve diferenca significativa entre o
GC2 (42,70+12,58) e GAOP (30,00+5,33).

2.2. Dosagem de Fibrinogénio Plasmatico

As dosagens de fibrinogénio plasmatico encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6- Medias e desvios padrbes das dosagens de Fibrinogénio
plasmatico nos grupos controles e no grupo de pacientes com AOP.

GRUPOS Fibrinogénio
(mg%)
GC1 209,80+47,020""
GC2 236,40+45,07ab
GAOP 262,90+47,86a

GC1: grupo de voluntarios normais, com idade inferior a 50 anos.

GC2: grupo de voluntarios normais, com idade superior a 50 anos.
GAOP: grupo de pacientes com aterosclerose obliterante periférica

(1) Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente(P> 0,05)

Houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos GC1
(209,80+47,02) e GAOP (262,90+47,86) com relacdo as dosagens de fibrinogénio,
mas ndo se observou diferenca significativa entre os grupos GC1 e GC2, e nem entre
GC2 eGAOP.



2.3. Avaliacdo da Funcéo Plaquetéaria

Os resultados da avaliac8o da funcdo plaquetéria, readizada através da agregacéo
plaguetéria espontanea em suspensdo de plaguetas (PRP), encontram-se na Tabela7.
Na prova de funcdo plaguetdria, ndo se observou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos investigados.

Tabela 7- Médias e desvios padrdes das porcentagens de Agregacao
Plaquetaria Espontanea, nos grupos controles e no grupo de pacientes.

GRUPOS Agregacao Espontanea (%)
GC1 11,05+2,96a"
GC2 10,91+3,14 a
GAOP 11,44+3,29 a

GCL1: grupo de voluntérios normais, com idade inferior a 50 anos.

GC2: grupo de voluntérios normais, com idade superior a 50 anos.
GAORP: grupo de pacientes com aterosclerose obliterante periférica

(1) Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estati sticamente(P>0,05)

3. AVALIACAO ULTRA-ESTRUTURAL
MORFOLOGICA E MORFOMETRICA
DASPLAQUETAS

3.1. A Microscopia Eletronica de Transmissio

3.1.1. Analise Morfolégica

Com a técnica de coleta utilizada, foi possivel a obtencdo de cortes com
plaguetas bem preservadas e espahadas, o que facilitou a andlise de cada uma,
Isoladamente. Raramente foram observadas amostras com plaguetas agregadas, o que
dificultaria sua analise e poderia causar modificacdes em sua forma. Poucas amostras
continham outros elementos sanguiineos como leucdcitos e hemaceas.

De maneira geral, ndo foram observadas diferencas morfolégicas ultra

estruturais marcantes entre as plaguetas dos diferentes individuos, dos trés grupos
estudados (Figs. 1-3).



A superficie da maioria das plaquetas era regular, podendo ser vistas plaquetas
com quantidade consideravel de pseudopodes, de tamanhos diversos (Figs. 1C-E; 2A e
F; 3D). Na membrana citoplasmética foram observadas as aberturas do sistema
canalicular aberto (Fig. 3C) que muitas vezes estava dilatado, podendo exibir conteiido
granular em seu interior (Fig. 2D).

Em cortes transversais, foi claramente observada a banda circunferencial de
microtubulo, sempre préxima a membrana; em cortes longitudinais, os microtdbulos
podiam ser observados nos polos das plaguetas (Figs. 1B; 2C). O sistema tubular
denso, situado préoximo aos microtubulos periféricos, ou distribuidos pelo citosal,
estava sem aparente alteracéo (Figs. 1B; 2B; 3C).

Os granulos (Figs. 1A e B; 2A e B; 3C), as mitocondrias (Fig. 1B) e as areas
com glicogénio (Figs. 1A e 3A) estavam aeatoriamente distribuidos no citosol
plaquetario (Figs. 1A-C; 2A, B e E; 3A e C). Em algumas amostras foi notada
concentracdo e/ou marginalizacdo de granulos, e também plaquetas com desgranulacéo
citoplasmética, independente do grupo analisado (Figs. 1C-D, 2F, 3D).

Em uma grande proporcado de plaguetas, em todos os grupos estudados, estavam
presentes “pequenas bolhas’ que foram interpretadas como microvesiculas (também
chamadas de microparticulas) (Figs. 1C; 2A eC).

Sedimentos plaquetérios submetidos a pos-fixagdo pela técnica do ZIO,
evidenciaram complexos de Golgi bastante desenvolvidos e fregiientemente marcados
positivamente (Figs. 4A-D). Vesiculas pequenas estavam associadas as cisternas do
Golgi, em ambas as faces cis e trans (Fig. 4A). Estruturas tubulares (Figs. 4C e D)
coradas positivamente pelo ZIO foram identificadas préximas ao complexo de Golgi
ou dispersas pelo citosol (Figs. 4C e D). Outras organelas podem ndo apresentar
coloragdo positiva pelo ZIO, como por exemplo mitocdndrias (Figs. 4A e B), granulos
(Figs. 4A-D) e corpos densos (Figs. 4A e B).

3.1.2. AnalisesMorfométrica



A andlise estatistica da area, perimetro e do Fator Forma das plaguetas, obtidos
através da mensuracéo em fotomicrografias néo revelou diferencas significativas das
plaguetas, entre os grupos estudados (Tabela 8). Os valores do Fator Forma
encontrados mostraram que as plaguetas nos diferentes grupos ndo tém grandes

variagfes na suaforma, conservando aforma eliptica

Tabela 8-: Médias e desvios padrdes dos valores da Area, Perimetro e
do Fator Forma das plaquetas nos grupos controles e no grupo de

pacientes com AOP.
GRUPOS Area Perimetro  Fator Forma
(M) (nm)
GC1 3,06+0,25a"  8,46+0,40a 0,54+0,04a
GC2 2,89+0,44a 8,38+0,67a  0,51+0,03 a

GAOP 3,24+0,61a 8,71+0,89a  0,54+0,05a

GC1: grupo de voluntérios normais, com idade inferior a 50 anos.

GC2: grupo de voluntarios normais, com idade superior a 50 anos.

GAORP: grupo de pacientes com aterosclerose obliterante periférica

(1) Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05).

3.2. A Microscopia Eletronica deVarredura

3.2.1. Andlise Morfologica

As analises microscopicas a MEV revelaram que, em todos 0s grupos, havia as
mesmas alteracdes, ndo havendo portanto alteragdes marcantes que diferenciassem um
grupo do outro (Figs. 5-7).

Independente dos grupos de estudo, em todas as amostras investigadas foram
notados campos microscopicos contendo plaguetas com sinais de ativagdo que se
mesclavam com campos de plaguetas discoides sem nenhum sinal de ativacéo (Figs.
5A; 6A eB; 7A, B eD).
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As plaquetas consideradas sem ativacéo possuiam superficie lisa e forma de
pequenos discos delicados. Outras plaquetas possuiam superficie rugosa e alteragéo de
forma que variava de esférica até formas mais irregulares, com pseudépodes de varios
tamanhos, sendo identificadas como plaquetas ativadas (Figs. 5B-D; 6B-D; 7C-F).

Uma outra alteragdo observada foi a presenca de emisséo de microvesiculas, que
era freqUente em um grande nimero de plaquetas, de todos os grupos analisados (Figs.
5D; 6D; 7C).

3.2.2. Analise Quantitativa

Para avaliar a existéncia de eventuais diferencas na propor¢cdo de plaquetas
normais e ativadas nos grupos em estudo, foi realizada a comparagdo da porcentagem
de plaquetas com sinais de ativacdo em relacdo a porcentagem de plaquetas discoides.

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9- Porcentagem de plaquetas ativadas, a MEV, nos
grupos controles e no grupo de pacientes com AOP

GRUPOS Plaguetas Ativadas
(%)
GC1 42,70+4,548"
GC2 32,31+6,22b
GAOP 37,76+£8,91b

GC1: grupo de voluntarios normais, com idade inferior a 50 anos.

GC2: grupo de voluntarios normais, com idade superior a 50 anos.

GAORP: grupo de pacientes com aterosclerose obliterante periférica

(1) Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p> 0,05)

Existe diferenca estatisticamente significativa na porcentagem de plaguetas
ativadas entre os grupos controles GC1 (42,70+4,54) GC2 (32,31£6,22), bem como

entre os outros gruposGC1 e GAOP (37,76+8,91).

Para completar a investigacdo, foi feita a correlacdo entre os resultados obtidos



de ativacdo plaguetéria (avaliadaa MEV ea MET) ea APE.
Os resultados estatisticos mostraram que a correlacdo foi baixa, negativa e ndo
significativa (r=-0,11 e p=0,58).



49

DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA



FIGURA 1

Ultra-estrutura (MET) de plaguetas de voluntarios adultos e sadios,
com idade inferior a 50 anos (GC1)

A- Aspecto geral das plaguetas. Notar que a maioria apresenta forma discoide, com
estruturas subcelulares preservadas: notar gréanulos dispersos pelo citosol,
depositos de glicogénio (*), sistema candicular aberto (CA); auséncia de
pseuddpodes e de microvesiculas (17.000 X).

B- Plagueta com caracteristicas morfoldgicas normais, exibindo complexo de Gol gi

(CG) bastante desenvolvido, microtdbulos (T) localizados nos polos da célula,
mitocondrias (M), granulos (G) e sistema canalicular aberto (CA) e sistema tubular

denso (TD) distribuidos pelo citosol (42.000 X).

C- Detalhe de plaguetas com microvesicula (V) e pseuddpode (P), centralizaco e
dilatac&o de alguns canaliculos do sistema canalicular aberto (CA) (23.000 X).

D- Plaguetas com formas irregulares, pela emissio de pseudopodes (P) de vérios
tamanhos; notar centralizagdo de granulos (17.000 X).

E- Plagueta com pseudopodes; notar os granulos centralizados. (17.000 X).
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FIGURA 2

Ultra-estrutura (MET) de plaquetas de voluntarios sadios, com idade
superior a 50 anos (GC2)

A- Aspecto geral das plaquetas, algumas delas conservando a forma discoide. Notar os
granulos dispersos no citosol e alguns canais do sistema canalicular aberto (CA)
dilatados; plagueta com pseudopodes (P) e microvesicula (V) (17.000 X).

B- Plagueta mostrando complexo de Golgi (CG) ocupando grande parte do centro
celular. Notar granulos dispersos, sistema canalicular aberto (CA) dilatado e
sistema tubular denso (TD) (42.000 X).

C- Detalhe de plagueta em corte longitudinal, evidenciando os microtibulos (T) das
extremidades e emissdo de microvesicula (V) (57.500 X).

D- Plaguetas com material de granulos (seta) liberado na luz do sistema canalicular
aberto, que se comunica com o exterior (*) (17.000 X).

E- Plagueta com alteracio de forma e canais do sistema canaicular aberto (CA)

concentrados naregiao central do citosol (23.000 X).
F- Plagueta com forma bastante irregular, pela presenca de pseudépodes de diversos

tamanhos e poucos granulos centralizados (17.000 X).






FIGURA 3

Ultra-estrutura (MET) de plaguetas de voluntarios adultos,
portadores de Aterosclerose Obliterante Periférica (GAOP)

A- Aspecto geral da morfologia plagquetéria. Plaquetas mostrando a manutencio da
forma discéide, para a maioria das células, notar depdsitos de glicogénio (*),
sistema canalicular aberto dilatado (CA) e microvesicula (V) (17.000 X).

B- Plagueta apresentando complexo de Golgi evidente (CG), poucos granulos e
sistema canalicular aberto evidente (42.000 X).

C- Plagueta exibindo elementos do sistema canalicular aberto dilatados (*), e com
abertura para o exterior (seta). Os granulos e os canais tortuosos do sistema tubular
denso (TD) encontram-se distribuidos pelo citosol (57.500 X).

D- Plagueta com forma irregular, mostrando inimeros pseuddpodes (P), grande
quantidade de granul os centralizados e dilatacdo do canaliculo (*) (23.000 X).






FIGURA 4

Ultra-estrutura (MET) de plaquetas de voluntarios adultos e sadios
(GC1 e GC2) e de portadores de Aterosclerose Obliterante
Periférica (GAOP), revelada pela técnica do ZIO

A- GC1. Plagueta com reac&o positiva nas cisternas do complexo de Golgi (CG) e nas
indmeras vesiculas associadas, nas faces cis e trans. Notar reacdo negativa para
alguns granulos (G) (36.000 X).

B- GC2. Plagueta com auséncia de positividade para a reacdo em algumas cisternas do
complexo de Golgi (seta), mitocondrias e granulos. Positividade em agumas
regides do sistema tubular denso (TD) (36.000 X).

C- GAOP. Plagueta com complexo de Golgi bastante evidenciado pela técnica
Positividade para estruturas do sistema tubular denso (TD). Auséncia de
positividade para granulos e sistema canalicular aberto (57.500 X).

D- GC2. Plagueta apresentando complexo de Golgi (CG) positivo para a reago.
Observar algumas estruturas do sistema tubular denso (TD) e mitocondria (M),
corados positivamente (42.000 X).
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FIGURA 5

Ultra-estrutura (MEV) de plaquetas de voluntarios adultos e sadios,
com idade inferior a 50 anos (GC1)

A- Aspecto geral das plaquetas. A maioria delas apresenta forma discéide normal;
outras mostram-se alteradas (*), pela emissdo de pseuddpodes curtos e longos
(4.800 X).

B - Detalhe de plaqueta com superficie bastante irregular, com quantidade consideréavel
de pseuddpodes (10.600 X).

C- Plaguetas, na grande maioria com sinais de ativacio. Notar presenca de plaguetas
arredondadas (*) e com emissdo de quantidade variavel de pseuddpodes (P)
(11.000 X).

D- Imagem de plaquetas arredondadas, com superficie irregular e com microvesiculas
(V) e pseuddpodes (P) (13.600 X).
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FIGURA 6

Ultra-estrutura (MEV) de plaquetas de voluntarios sadios, com idade
superior a 50 anos (GC2)

A- Aspecto geral das plaguetas. A maioria delas apresenta forma discoide rormal;
raras (*) mostram pseuddpodes (6.500 X).

B- Imagem de plagueta com forma discoide normal e outras com emissido de
pseudopode (*) (8.500 X).

C- Plaguetas arredondadas, na grande maioria, algumas com pseuddpodes (*) (11.500
X).

D- Plaguetas, na grande maioria com mudanca de forma, pela emissio de
microvesiculas (V) e de pseuddpodes (10.100 X).
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FIGURA 7

Ultra-estrutura (MEV) de plaquetas, de voluntarios adultos,
portadores de Aterosclerose Obliterante Periférica (GAOP)

A- Aspecto geral de plaguetas, a maioria com forma discoide normal e superficie
regular; notar raras plaguetas (*) com emissao de pseuddpodes (6.000 X).

B- Detalhe de plaguetas com forma discéide e superficie regular (11.000 X).

C- Plaguetas exibindo diferentes formas, pela emissio de pseudépodes (P) e de
microvesiculas (V), em grande quantidade (9.600 X).

D- Plagueta com forma normal, contrastando com outra bastante irregular (*), pela
presenca de pseudopodes (12.000 X).

E- Detahe de plagueta com superficie irregular (*) pela emissio de pseudopodes, ao
lado de outra de aspecto normal (11.000 X)

F- Plaguetas com formairregular, com longos pseuddpodes (10.600 X).






DISCUSSAO



A aterosclerose obliterante periférica (AOP) é uma doenga que predomina na
faixa etaria de 50-70 anos atingindo preferencialmente o sexo masculino. A
claudicac8o intermitente € o sintoma patognomdnico de doenca arterial oclusiva,
descrita pela fadiga, dor, céibra, paralisia ou fadiga de certos musculos durante o
exercicio, devido ao fluxo sanguineo ser insuficiente nessa regido (Lastoria & Maffei
1995). Pacientes portadores de AOP tém comprometimento simulténeo e importante
dos setores coronariano e cerebrovascular (Smith et al 1990).

O presente trabalho avaliou a ativagéo plaguetaria em pacientes portadores de
AOP, no estagio de claudicacdo intermitente, comparativamente a individuos normais,
da mesma faixa eté&ria e de faixa etéria mais jovem , relacionando este estagio da
doenca arterial e a idade dos individuos com as modificacbes morfo-funcionais das
plaguetas. Para esta avaliacdo foram investigados parémetros funcional (agregacédo
plaguetéria espontdnea) e morfologico das plaguetas (andlise ultra-estrutural
morfol 6gica e quantitativa).

Os resultados de nosso estudo indicam que, quando comparamos individuos
sadios e com AOP, ndo ha diferenca significativa na APE. Assim, nossos dados
apontam para a inexisténcia de plaquetas ativadas circulantes nos individuos, neste
estagio da AOP.

A utilizagdo da APE como teste de investigagdo de atividade funcional de
plaquetas associada a diferentes doengas foi usada, em diferentes trabalhos. Wu &
Hoak (1976) mostraram que a ocorréncia de APE foi significativamente maior em
diferentes condig¢des clinicas como isguemia cerebral, angina estavel, infarto agudo do
miocardio e insuficiéncia arterial periférica, quando comparada com individuos
normais de mesma faixa etéria. Trip (1990) relacionou positivamente a APE de
pacientes sobreviventes ao infarto do miocardio com a predi¢cdo de novos eventos
coronarianos e mortalidade. Da mesma forma, Gray et al (1993) demonstraram, em
pacientes com infarto agudo do miocardio, que a hiper-reatividade plaquetaria

(avaliada através da APE) foi mais acentuada nos pacientes do que nos individuos



normais.

Além da APE, véarios sdo os métodos utilizados nos diferentes trabalhos da
literatura para avaliar a ativacéo plaguetaria (Steen & Holmsen 1987, Bianciardi et al
1993, Wu 1996, Davi et al 1997). A ativacdo plaquetéria em individuos normais,
avaliada através de dosagens plasméticas de bTG e FP4 (produtos da reacdo de
liberagdo plaguetaria) mostrou que estes componentes aumentam com a idade (Zahavi
et al 1980). A funcdo plaquetéria estimulada por agonistas encontra-se aumentada com
a idade em individuos normais (Johnson et al 1975, Chao et al 1982, Vericel et al
1988), ou quando existem fatores de risco para doencas cardiovasculares, como
diabetes (Fritschi et al 1984, Rao et al 1984), hipertensdo (Markel et al 1983), fumo
(Rival et al 1987) ou hipercolesterolemia (Tremoli et al 1984, Aviram et al 1985).

N&o existem, na literatura, trabalhos relacionando a APE com a idade dos
individuos, a maioria das publicacOes apresenta como integrantes do grupo controle
individuos sadios, da mesma faixa etaria dos pacientes (Hoogendijk et al 1979, Lupu et
al 1988, Gray et al 1993, Noriset al 1993).

A inclusdo do grupo de individuos mais jovens (GC1) em nosso estudo foi
devido a hipdtese levantada de que aidade poderiater influéncia na fungdo plaquetéria

Os estudos da ativagdo plaguetaria em pacientes com AOP Sd0 escassos.
Reininger et al (1996) detectaram que tanto a APE quanto a agregacdo estimulada por
agonista eram alteradas em pacientes com AOP, e estas alteragdes eram mais
pronunciadas nos estagios mais avancados da doenca, quando comparado com
individuos normais de mesma faixa etéria, ou de faixa etariamais jovem.

Estes resultados s&o divergentes dos dados de nosso trabalho, pois os resultados
da APE nd mostraram diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
estudados; verificou-se, entretanto, diferenca morfolégica importante entre os
individuos com idade inferior a 50 anos e os de idade superior a 50 anos, portadores ou
ndo de AOP.

Embora nossa casuistica segja pequena, houve discrepancia nos resultados
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verificados entre APE e a andlise a MEV, indicando a possibilidade de ser a avaliacéo
morfologica mais sensivel do que a funcional.

Um outro estudo utilizando método diferente, comparando pacientes com
doenca arterial periférica severa e individuos sadios de mesma faixa etaria, ndo
mostrou diferenca estatisticamente significativa na expressao basal da P-selectina (por
citometria de fluxo), ou da dosagem de bTG plasmatica entre os grupos, porém,
guando as plaquetas dos controles foram estimuladas “in vitro” com ADP, agregavam
mais do gue as dos pacientes, mostrando que nos individuos normais as plaguetas sao
mais responsivas do que nos doentes, onde a presenca da aterosclerose prejudica a
resposta a estimul acéo (Galt et al 1991).

Outros estudos da ativacéo plaquetéria favorecem esta hipotese. Knight et al
(1997) estudaram a ativagdo plaquetéria e a resposta a agonistas fisioldgicos (trombina
e ADP) em pacientes com doenga arterial coronariana e angina estavel, através da
citometria de fluxo em sangue total. Os resultados mostraram que, tanto a ligacdo do
fibrinogénio (precursor da agregacdo plaquetédria) induzida por agonista, como a
expressdéo da P-selectina (marcador de desgranulacdo plaguetaria), foram
estatisticamente significativos em individuos normais jovens, quando comparados com
aguel es de idade avangada ou em pacientes.

Ha evidéncia, “in vitro”, de que as plaquetas expostas a agonistas fisioldgicos
como a trombina, sdo dessensibilizadas a um subsequente estimulo a este agonista
(Hallam et al 1982). Assim, em nosso trabalho, as plaguetas dos pacientes (GAOP)
poderiam exibir fendmeno similar “in vivo”, sendo menos ativaveis por estarem em
contato constante com trombina, mesmo que em baixos niveis, induzida pela superficie
endotelial comprometida pela aterosclerose. Outra explicagdo possivel para nossos
achados, seria de que estas plaquetas hiper-responsivas pudessem ter sido removidas da
circulacdo, através de ligacdo a células endoteliais, leucdcitos ou assimiladas dentro de

trombos, permanecendo, na circulagdo, as plagquetas hipor-responsivas.



Os parametros clinicos avaliados na caracterizacdo dos grupos, as medidas de
pressdes e intensidade de pulsos periféricos encontravam-se dentro dos limites
previstos para AOP, no estagio de claudicacdo intermitente.

Para a caracterizagdo dos grupos de volunt&rios normais e pacientes, a
observacao dos critérios de inclusdo e exclusdo se fez necessaria.

Com relacéo aos diabéticos, tomou-se o0 cuidado de exclui-los, pois o diabetes
representa como fator de risco para a doenca cardiovascular, especialmente no que diz
respeito a funcéo plaguetaria e a interagdo plaqueta-endotélio (Cowell et al 1976, Bern
1978, Mustard & Packham 1984, Winocour et al 1986). Numerosos estudos “in vitro”
tém demonstrado que plaquetas de diabéticos mostram sensibilidade aumentada, tanto
para APE (Bredin et al 1976), como para agregacao estimulada por agonistas (Cowell
et al 1976, Bern 1978, Mustard & Packham 1984, Winocour et al 1986). Esta ativag&o
plaguetéaria pode desempenhar papel importante no desenvolvimento da
microangiopatia diabética associada com complicacdes vasculares (Winocour et al
1986).

No grupo GAOP, encontrou-se valor de 126mg% para taxa de glicose, em dois
pacientes que néo referiram diagnostico ou historia de diabetes. Incluimos, entretanto,
estes doentes no grupo GAOP, porgque, embora o valor estipulado para taxa de glicose
em individuos normais seja de 70 a 110mg%, valores compreendidos entre 110 e
126mg% néo séo considerados anormais (Gavin et al 1997). Os resultados dos testes
de funcdo plaguetaria destes doentes ndo foram diferentes dos demais pacientes do
grupo.

Outros fatores de risco para doenca cardiovascular foram também investigados,
nos individuos utilizados em nosso estudo. As dosagens de HDL foram mais baixas no
grupo de pacientes com AOP, quando comparadas com 0S outros grupos. Estes
resultados concordam com os dados da literatura que mostram ser as baixas
concentracoes de HDL um fator de risco para a claudicagdo intermitente (Johansson et
al 1993).
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No grupo de pacientes investigados (GAOP), a dosagem de fibrinogénio
plasmatico ndo foi diferente do grupo controle de mesma faixa etaria (GC2). Este dado
tem sido confirmado em literatura para a claudicagcdo intermitente (Dormandy et al
1973). O fibrinogénio € uma molécula multifuncional, que além de substrato para a
trombina na formacéo de fibrina, € proteina adesiva para a agregacéo plaquetaria (Wu
1996). O nivel aumentado de fibrinogénio plasmatico, de acordo com dados da
literatura, esta associado a outros fatores de risco como o fumo, a dieta e a idade
(Montalescot et al 1998). Em nosso trabalho os niveis de fibrinogénio estavam
aumentados nos pacientes com AOP com relacdo aos grupos controles, porém, apenas
estatisticamente significativo quando comparado com o grupo de individuos mais
jovens (GC1).

Natentativa de obter-se um parametro morfol 6gico que pudesse indicar ativagao
plaguetaria, as ateracdes na forma das plaquetas circulantes foram avaliadas, ndo so
gualitativamente mas também pela andlise morfométricaa. O uso de critério
morfométrico se fez necessario, uma vez que o qualitativo é subjetivo, necessitando de
guantificagdes para melhor definir anomalias plaquetérias em diversas doencas (Payne
& Glasser 1986).

Entre os pardmetros morfoldgicos e morfométricos descritos para a ativagéo
plaquetéria, a mudanga de forma tem sido apontada como um indicativo precoce de
ateracdo plaguetaria (Steen & Holmsen 1987). Esta possivel mudanca de forma
plaguetariafoi analisada, em nossos materiais, tanto a MET como aMEV.

Nas fotomicrografias de cortes de plaguetas, a MET, a mudanca de forma pode
ser avaliada através das medidas de area, perimetro e do fator forma (FF) que
correlaciona estes dois parametros (Roger et al 1992, Bianciardi et al 1993, Reverter et
al 1994). O FF fornece dados precisos de irregularidades da forma; num circulo
perfeito o valor do FF é igual a 1, enquanto desvios do circulo resultam em FF

menores, e estruturas muito irregulares resultam em FF proximos de zero (Reverter et
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al 1994).

Através da morfometria, ndo se observou diferenca entre plaquetas dos
diferentes grupos estudados. Assim, os valores obtidos com o FF, em plaguetas de
pacientes portadores de AOP n&o foram estatisticamente diferentes daqueles dos
individuos normais; também ndo foi observado variagdo na forma das plaquetas que
pudesse ser correlacionada com a faixa etaria dos individuos.

Quando se analisaram fotomicrografias obtidas a MEV, encontrou-se diferenca
na porcentagem de plaguetas com sinais de ativacao entre os voluntérios jovens (GC1)
e agueles dos outros grupos estudados (GC2 e GAOP). Estes resultados indicam que as
plaguetas de individuos jovens encontravam-se mais reativas do que aquelas dos
individuos dos outros grupos, inclusive daqueles com doenca arterial.

Do ponto de vista qualitativo, ndo foi possivel diferenciar plaquetas de
individuos dos diferentes grupos investigados, a MET e MEV. De maneira gerdl,
encontraram-se plaguetas com ultra-estrutura normal, ao lado de outras com dferentes
sinais de alteragdes como mudanca de forma, emissdo de pseudOpodes e
microvesiculas (MET e MEV), dilatacdo do SCA e centralizacéo/liberacéo de granulos
(MET). Estes achados séo classicamente referidos como sinais de ativagao plaguetaria,
em inumeros trabalhos da literatura (Puri et al 1994, Cafizares et al 1994, Kim et al
1995, Siljander et al 1996).

Na tentativa de diferenciar as plaquetas dos individuos dos diferentes grupos
estudados, do ponto de vista qualitativo, foi realizada a andlise morfolégica ultra
estrutural de amostras plaquetarias de individuos escolhidos ao acaso, processados
segundo técnica do ZIO. Mesmo com esta técnica ndo observamos diferencas entre os
grupos estudados.

O que esta andlise possibilitou foi a evidenciacéo clara de complexos de Golgi
bem desenvolvidos, em plaguetas de todos os grupos estudados; cabe frisar que os
complexos de Golgi também puderam ser observados nas preparagdes convencionais,

mas de maneira mais discreta. Ficou evidente que o Golgi das plaguetas humanas €
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constituido de inumeras cisternas empilhadas com vesiculas e vacuolos adjacentes.
Raras s@o as descricbes de complexos de Golgi em plaguetas humanas, sendo pouco
comentado sobre o seu papel na fisiologia plaquetéria (Pujol-Moix 1995). Estudo
readlizado em plaguetas bovinas, ativadas pelo PAF e inibidas parciamente por
Cetoprofeno, mostraram alteracbes morfol 6gicas no complexo de Golgi: com infuséo
do ativador, o Golgi foi mais freqlentemente visivel, concomitante com outras
alteracOes relacionadas a divacdo plaguetaria tais como forma irregular, emissdo de
pseuddpodes e nimero de granulos diminuido; com a infusdo do inibidor antes do
ativador, as alteracdes morfoldgicas das plaguetas foram limitadas, e o complexo de
Golgi erararamente visivel (Bastos da Silvaet al 1997).

Os achados de complexo de Golgi em plaguetas humanas no presente estudo,
em todos os grupos estudados, ndo apontam para uma relagdo de sua presenca com
ativacéo plaguetaria, verificada pela observacéo a MEV, no grupo GC1. Sua presenca
constante nas plaguetas, entretanto, sugere que esta estrutura ainda realiza
processamento de materiais sintetizados pela célula de origem, ndo sendo meros
fragmentos citoplasmaticos de megacariocitos, com produtos previamente processados,
estocados e subdivididos nos seus fragmentos. Sendo assim, as plaquetas poderiam ter
a qualidade de seus conteldos afetada por estes processamentos decorrentes das

atividades do complexo de Golgi, mesmo depois de liberadas na circulagao.



72

CONCL USOES
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Tendo em vista a metodologia utilizada e os resultados obtidos pudemos

concluir:

As plaguetas circulantes dos pacientes portadores de AOP ndo mostraram alteracoes
funcionais ou morfoldgicas, quando comparadas as dos individuos normais da mesma
faixaetaria

A frequéncia de plaquetas circulantes com alteracdo de forma, em preparacfes de
MEV, foi maior nos individuos normais com idade inferior a 50 anos, sugerindo haver

influéncia daidade na funcéo plaquetaria.
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FRANCO, EMG. Ultra-estrutura e Funcdo Plaquetaria em Individuos Normais e Pacientes
com Aterosclerose Obliterante Periférica. Botucatu, 2001. 77p. Dissertacdo (Mestrado em
Patologia) — Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista "Jilio de Mesquita
Filho".

RESUMO :O objetivo do presente estudo foi analisar plaquetas de pacientes do sexo
masculino, portadores de aterosclerose obliterante periférica (GAOP) no estagio de
claudicacdo intermitente, comparando-as com grupo controle de individuos normais (GC2) do
mesmo sexo e faixa etaria. As plaquetas foram estudadas do ponto de vista funcional, através
da agregacdo plaquetaria espontdnea, e morfoldgico, através da ultraestrutura e da
morfometria plaquetaria. Também foram analisadas plaquetas de individuos normais, de faixa
etéria inferior a 50 anos (GC1), para verificar eventua influéncia do fator idade na funcéo
plaquetaria. Para a andlise morfologica e morfométrica, sedimentos plaquetérios foram
processados para microscopia eletronica de transmissdo (MET) e varredura (MEV), segundo
técnicas convencionais. Para a prova funcional, o plasma rico em plaquetas foi agitado em
agregbmetro de plaguetas, sem a adicdo de agonistas. Todos os individuos foram avaliados
clinica e laboratoriadlmente. Com relacdo a funcdo plaguetéria, ndo houve diferenca
significativa na agregacdo plaquetéria espontanea, entre os grupos analisados ©>0,05). A
morfometria das plaquetas também n&o acusou diferenca na forma das plaquetas, entre os
grupos estudados (p>0,05). A MEV, as plaquetas dos individuos do grupo GC1 apresentaram
frequéncia de alteragcOes na forma significativamente maior (42,70+4,54), quando comparadas
as dos outros grupos, GC2 (32,31+6,22) e GAOP (37,76+8,91), p>0,05. A dosagem de
fibrinogénio do grupo GAOP (262,90+47,86) revelouse significativamente maior que do
grupo GC1 (209,80+47,02), p>0,05; a dosagem de HDL colesterol do grupo GAOP
(30,00+5,33) foi significativamente menor que do grupo GC2 (42,70£12,58), p>0,05. Nossos
resultados mostram gue as plaquetas circulantes dos pacientes portadores de AOP ndo exibem
alteracbes funcionais ou morfolégicas, quando comparadas as dos individuos normais da
mesma faixa etéria; a freqiéncia de plaguetas circulantes com ateracdo de forma, em
preparagdes de MEV, foi maior nos individuos normais com idade inferior a 50 anos,
sugerindo haver influéncia do fator idade na funcdo plaquetéaria.

Pdavras-chave: Plaquetas, Ativacdo Plaguetaria, Aterosclerose Obliterante Periférica,
Claudicacéo Intermitente, Ultra-estrutura, Fator |dade, Morfometria Plaquetéria
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FRANCO, EMG. Platelet Ultrastructure and Function in Healthy Subjects and in Patients
with Peripheral Obliterative Atherosclerosis. Botucatu, 2001. 77p. Dissertacdo (Mestrado em
Patologia) — Faculdade de Medicina, Universidade Estadua Paulista "Jilio de Mesquita
Filho".

ABSTRACT: This study aims to analyze the platelets of patients with peripheral obliterative
atherosclerosis (POAG), at the intermittent claudication stage and comparing this platelets
with the control group of hedthy age and sex-matched subjects (CG2). The platelets were
studied in relation to: their function, by the spontaneous platelet aggregation, and their
morphology, by the platelet ultrastructure and morphometry. We also analyzed the platel ets of
younger healthy subjects aged less than 50 years (CG1) to find out a probable influence of age
factor on platelet function. Morphological and morphometric analyses were performed using
platelet pellets processed by transmission electron microscopy (TEM) and scanning electron
microscopy (SEM), according to conventional procedures. The functional test was performed
using the platelet-rich plasma, mixed in platelet aggregometer without the addition of
stimulating agents. All the healthy subjects and patients submitted to clinical and laboratory
evauations. Platelet function did not show significant difference in the studied groups
(p>0.05). Platelet morphometry did not show difference in the analysed groups (p.>0.05). The
CG1 platelets showed major alteractions in shape (42.70£4.54) than the other groups: CG2
(32.31+6.22) and POAG (37.76+£8.91), p>0.05. The POAG fibrinogen determination
(262.90+47.86) was significantly higher than CG1 group (209.80+47.02), p>0.05. The POAG
HDL determination (30.00£5.33) was significantly higher than CG2 (42.70£12.58), p>0.05.
Our results reved: the POAG circulating platelets do not show functional or morphological
ateractions when compared to the age-matched healthy subjects, and the frequency of
circulating platelet with ateractions in shape using SEM preparations were greater in CGL.
This suggests an influence of the age factor on function platelet.

Key words. Platelets, Platelet Activation, Peripheral Obliterative Atherosclerosis,
Intermittent Claudication, Ultrastructure, Age Factor, Platelet Morphometry.
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Valores individuais de ldade e Frequéncia de Tabagismo.

N° ldade Tabagismo
Individuo
GC1 GC2 GAOP GC1 GC2 GAOP

1 36 62 61 N N N
2 32 61 60 N N S
3 31 60 51 S N S
4 22 60 76 S S N
5 38 60 50 N S N
6 35 59 76 N N N
4 31 59 58 N N S
8 38 71 47 S S S
9 33 50 69 N S N

10 35 63 70 N N N

Valores individuais das dosagens séricas de Glicose

Dosagens de glicose (mg%)

N° Individuo Grupo GC1 Grupo GC2 Grupo GAOP
1 87 102 95
2 90 107 110
3 97 95 126
4 89 109 97
5 98 89 95
6 96 103 114
7 98 103 92
8 99 88 96
9 98 88 126
10 100 101 100

Valores individuais das dosagens séricas de Triglicérides




Dosagens de triglicérides (mg%)

N° Grupo GC1 Grupo GC2 Grupo GAOP
Individuo
1 108 148 116
2 192 164 65
3 60 135 172
4 164 343 142
5 102 a7 80
6 67 82 104
7 174 246 131
8 117 65 370
9 120 95 87
10 176 114 82

Valores individuais das dosagens séricas de Colesterol total

Dosagens de colesterol total (mg%)

N° Grupo GC1 Grupo GC2 Grupo GAOP
Individuo
1 204 224 152
2 182 260 193
3 282 290 216
4 169 247 245
5 161 176 226
6 200 179 181
4 165 246 217
8 191 209 197
9 117 200 176
10 220 251 211




Valores individuais das dosagens séricas de HDL-colesterol

Dosagens de HDL-colesterol (mg%)

N° Grupo GC1 Grupo GC2 Grupo GAOP
Individuo
1 34 40 32
2 30 40 28
3 38 26 20
4 32 36 36
5 38 34 32
6 26 43 30
7 32 42 38
8 40 48 24
9 45 74 28
10 45 44 32

Valores individuais das dosagens séricas de LDL-colesterol

Dosagens de LDL-colesterol (mg%)

N° Grupo GC1 Grupo GC2 Grupo GAOP
Individuo
1 148 154 97
2 114 168 152
3 234 237 162
4 104 142 135
5 103 133 178
6 161 120 130
7 165 155 153
8 128 148 99
9 108 107 131
10 140 174 163
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Valores individuais das dosagens plasmaticas de Fibrinogénio
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Dosagens de fibrinogénio (mg%)

N° Grupo GC1 Grupo GC2 Grupo GAOP
Individuo
1 214 205 228
2 160 290 314
3 188 188 265
4 229 200 347
5 155 222 300
6 305 200 222
7 172 315 214
8 219 217 205
9 262 288 246
10 194 239 288

Valores individuais das Contagens de Plaquetas no PRP e
Porcentagens
maximas de Agregacao Plaquetaria Espontanea

N° | N° de plaquetas(x10*/mm®) % Agregacao plaquetaria
espontanea

GC1 GC2 GAOP GC1 GC2 GAOP
1 400 184 339 9,1 13,6 8,6
2 150 335 490 11,4 9,0 11,8
3 210 300 385 9,5 6,4 11,8
4 300 375 197 13,2 11,4 9,5
5 300 325 425 10,9 14,5 12,3
6 460 310 431 9,1 16,4 20,0
7 300 420 209 14,1 8,2 9,1
8 307 222 139 5,5 9,1 12,7
9 362 420 450 15,9 11,4 10,0
10 380 395 393 11,8 9,1 9,5




Valores médios individuais das Porcentagens de plaguetas ativadas a

MEV.
Porcentagem de plaquetas ativadas a MEV

N° Individuo GC1 GC2 GAOP
1 35,13 23,93 42,19
2 43,36 41,54 27,14
3 44,59 36,76 29,41
4 42,23 25,00 42,66
5 37,62 28,41 53,06
6 41,86 32,96 35,16
7 46,15 40,00 34,74
8 42,66 32,31 50,00
9 50,74 29,89
10




Valores médios individuais das medidas de Area,
Perimetro e Fator Forma das Plaquetas

Grupos Area Perimetro Fator forma
GC1

1 2,8809 8,7345 0,4720
2 3,2525 8,2070 0,5976
3 2,7360 7,8157 0,5566
4 3,0121 8,5383 0,5302
5 3,4917 8,8995 0,5573
6 2,9563 8,1107 0,5666
7 2,9870 8,1930 0,5598
8 3,2380 8,7015 0,5359
9 2,7354 8,3151 0,4994
10 3,3298 9,0898 0,5103
GC2

1 2,6819 8,3477 0,4790
2 2,8575 7,9080 0,5768
3 1,9211 6,8137 0,5213
4 3,0216 8,8039 0,4819
5 3,0621 8,8058 0,4830
6 3,1432 8,6439 0,5313
7 3,1078 8,4381 0,5443
8 3,5678 9,3360 0,5047
9 2,5561 8,2653 0,4750
10 3,0006 8,4525 0,5347
GAOP

1 3,0450 7,8676 0,6214
2 3,3522 8,7558 0,5491
3 2,8309 8,0552 0,5774
4 3,3478 9,0629 0,5131
5 4,1114 9,2772 0,6080
6 2,3241 7,3623 0,5306
7 3,7441 9,7202 0,5120
8 3,8322 10,009 0,4852
9 3,5011 9,2068 0,5218
10 2,3024 7,8043 0,4760




Valores individuais de indices de Pressdes e Pulsos Periféricos, das
artérias tibiais anteriores e posteriores dos membros inferiores esquerdo
e direito.

Indices de Pressdes Periféricas

Pulsos periféricos

Ta/mie | Tp/mie |Ta/mid | Tp/mid |Ta/mie | Tp/mie |Ta/mid | Tp/mid

GC1

1 1,1 1,1 1,1 1,1 4+ 4+ 4+ 4+
2 1,0 1,3 1,0 1,0 4+ 4+ 4+ 4+
3 1,0 1,0 1,0 1,0 4+ 4+ 4+ 4+
4 1,1 1,0 1,0 1,0 4+ 4+ 4+ 4+
5 1,1 1,3 1,1 1,1 4+ 4+ 4+ 4+
6 1,1 1,2 1,1 1,2 4+ 4+ 4+ 4+
7 1,0 1,1 1,0 1,0 4+ 4+ 4+ 4+
8 1,2 1,2 1,2 1,2 4+ 4+ 4+ 4+
9 1,1 1,1 1,1 1,1 4+ 4+ 4+ 4+
10 1,0 1,1 1,1 1,1 4+ 4+ 4+ 4+
GC2

1 1,2 1,3 1,2 1,3 4+ 4+ 0 4+
2 1,1 1,1 1,1 1,1 4+ 4+ 4+ 4+
3 1,1 1,1 1,0 1,1 4+ 4+ 4+ 4+
4 1,2 1,3 1,2 1,3 4+ 4+ 4+ 4+
5 1,1 1,1 1,0 1,1 4+ 4+ 4+ 4+
6 1,0 1,0 1,1 1,1 4+ 4+ 4+ 4+
7 1,1 1,1 1,1 1,1 4+ 4+ 4+ 4+
8 1,1 1,1 1,1 1,2 4+ 4+ 4+ 4+
9 1,0 1,0 1,0 1,0 4+ 4+ 4+ 4+
10 1,2 1,1 1,1 1,1 4+ 4+ 2+ 4+
GAOP

1 0,6 0,8 1,1 1,1 0 0 3+ 3+
2 0,6 0,6 0,7 0,5 0 0 1+ 0
3 0 0,5 0 0,7 0 3+ 4+ 4+
4 0,8 0,7 0 0,9 0 4+ 0 0
5 0,3 0,4 0,3 0,6 0 0 3+ 2+
6 0,8 0,8 0,8 0,8 0 0 0 1+
7 1,0 1,0 0 0,4 3+ 0 0 0
8 0,7 0,8 1,0 1,3 0 0 3+ 0
9 0,3 0,6 0,6 0,6 0 0 0 2+
10 1,0 1,0 0,6 0,4 4+ 4+ 0 0
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Grupo Data / /
Dados Pessoais
Nome: Registro:
|dade: Sexo
Tabagismo: € Sim € Néo Quantidade :
Diagnésticos: 1- 2-
3- 4-

M edi camentos:

Dados L aboratoriais

Colesterol Total mg% HDL mg% |LDL mg% | Triglicérides
mg%

Fibrinogénio Plasmatico mg% Glicemia mg%

Agregacao Plaquetéria Espontanea %

Contagem de Plaquetas no Sangue Total /mm’

Contagem de Plaquetas no PRP /mm>®

Dados Complementar es

MSD M SE MID MIE
Presses Periféricas Tp |Ta |Tp
PA
Pulso
Eletrocardiograma
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FICHA CLINICA

Nome (iniciais) |dade Sexo RgnoHC
Antecedentes pessoais. Hipertensdo arterial _ Doenca de Chagas _ Sopros cardiacos .
Dabetes _ Hiperlipidemia_ Reumatismo nainfancia__ Bronquite cronica__ .
Tabagismo _ Infarto do miocardio _ Outros _ .
Dispnéa Ausente _ Aos esforcos grandes __ Médios _ Pequenos _ H& quanto tempo _
Edema de membros inferiores: Ausente  Presente  Ha quanto tempo _ .

Papitagdes. Ausentes _ Presentes_ Em repouso _ Ritmicas _ Arritmicas _ Deinicio e término subitos

Fragueza aos esforcos: Ausente _ Presente _ Episddios de tontura: Ausentes _ Presentes .
Episodios de perda de consciéncia: Ausentes _ Presentes _ Ha quanto tempo _.

Dor pré-cordial ou retroesterna aos esforgos: Ausente  Presente  Ha quanto tempo .
PA braquial em decubito dorsal: FC= P=

Estasejugular: Ausente _ Presente _ Estertores nas bases pulmonares. Ausente _ Presente _ .

Localizagdo do ictus cardiaco: M1: Norma _ Hiperfonética_ Hipofonética

P2: Normal _ Hiperfonética_ Hipofonética_ Desdobrada constante B3~ B4

Sopro sistolico: Foco------------------ Sopro diastdlico: Foco ------------------- .
Hepatomegalia: Ausente_ Presente _ Borda hepéticanaLHC a cm.
Esplenomegalia: Ausente _ Presente _ Borda esplénicaa cm.

Sinais de ascite_ Edema de membros inferiores _ Sacral _ .

Observacoes.

Examinador: Data:
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