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Several diseases may lead to platelet pre-activation and hypercoagulability states
in horses. The activity of many drugs against platelet aggregation may, not only contribute
to the evaluation of a disease but also its response to the therapy. With the aim to study
in vitro prevention and reversion of platelet aggregation, the non steroidal anti-inflammatory
drug (NSAID): ketoprophen, phenylbutazone and flunixin-meglumin were evaluated. The
comparison demonstrated that phenylbutazone and ketoprophen prevented platelet
aggregation induced by ADP better than flunixin-meglumin, in a superior manner to the
monoclonal antibody Reopro, and in a better way than the membrane receptor blockers
Ro-438857 and RGDS. The reversion of platelet aggregation demonstrated that even

phenylbutazone or ketoprophen have a dose-dependent effect.
INDEX TERMS: Aggregometry, ADP, REOPRO, RGDS, RO-438857, NSAID.

RESUMO.- Como séao varias as enfermidades e os distur-
bios que induzem a hipercoagulabilidade e a pré-ativagao
de plaquetas em equinos. A atividade de medicamentos
utilizados para controle dessas enfermidades sobre a agre-
gacao de plaquetas pode, nao apenas servir para avaliar
sua evolugdo, como também a resposta terapéutica. Com
0 objetivo de avaliar a prevencgéo e a reversao da agrega-
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¢ao plaquetaria de equinos in vitro foram utilizados os an-
tiinflamatérios nao esteroidais (AINES): ketoprofeno,
fenilbutazona e flunixim meglumine. A comparagéo demons-
trou que a fenilbutazona e o ketoprofeno previnem a agre-
gacao de plaquetas de equinos induzida pelo ADP, de for-
ma mais eficaz do que o flunixim-meglumine e, superior ao
fragmento monoclonal de anticorpo Reopro, sendo seme-
Ihante a dos bloqueadores de receptores de membrana Ro-
438857 e RGDS. Quanto a reverdo da agregacao
plaguetaria tanto a fenilbutazona quanto o ketoprofeno de-
monstraram efeitos dose-dependente.

TERMOS DE INDEXAQAO: Agregometria, ADP, REOPRO,
RGDS, RO-438857, AINES.

INTRODUCAO

As plaquetas tém varias fungcdes no organismo de mami-
feros, principalmente na hemostasia primaria. Quando
ativadas, as plaquetas aderem ao colageno subendotelial,
mudam de forma e liberam mediadores armazenados em
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suas organelas, assim como se agregam umas as outras
para formar o tampao hemostatico primario (Weiss et al.
1997a, Nyarko et al. 1998). Embora as plaquetas fagam
parte do equilibrio hemostatico, nem sempre as altera-
cOes de plaquetas estéo relacionadas a disturbios do sis-
tema de coagulacao (Wurzinger & Schmid-Schénbein,
1990), ja que possuem propriedades particulares e po-
dem responder a diversos mediadores liberados pela ati-
vacgao de outros tipos celulares, a partir de estimulos di-
versos (Calkins et al. 1974, Wurzinger & Schmid-
Schénbein 1985, Wurzinger 1990, Ablett et al. 1997).

Em situacdo normal as plaquetas ndo aderem ao
endotélio, a menos que este se encontre alterado, ou que
as plaquetas se encontrem previamente ativadas na cir-
culagdo (Weiss et al. 1997a, Reininger et al. 1998). As
disfuncdes de plaquetas ocorrem em diversas enfermida-
des nos equinos, tais como cdlica, tromboembolismo nas
artérias iliacas, sindrome do navicular (Weiss et al. 1997a),
laminite (Weiss et al. 1996) e endotoxemia (Jarvis & Evans
1994). Segundo Dvorak et al. (1994), a trombose é um
estado de hipercoagulabilidade mediada por agentes pro-
inflamatérios, liberados no curso de diversas enfermida-
des. Como a ativacéo inapropriada de plaquetas pode
resultar em tromboembolismo e, até mesmo trombose e
morte (Heath et al. 1994), os processos inflamatérios de-
vem ser considerados como potenciais causas de morte
em equinos portadores disturbios que predisponham a
hipercoagulabilidade e tromboembolismo.

Desde os anos 80 sabe-se que a agregacéao de plaque-
tas é mediada por integrinas, que representam uma familia
de receptores de membrana (glicoproteinas) e, mediam a
adesdo e a interacao entre células e tecidos, assim como a
expressao de genes de crescimento, diferenciacdo e so-
brevivéncia celulares (Miranti & Brugge 2002, Schwartz &
Ginsberg 2002). Dentre estas integrinas as mais importan-
tes sdo: o receptor ao colageno (GP la/lla), a fibronectina
(GP Ic/llla), a laminina (Ic/lla), a vitronectina (Va) e ao fibri-
nogénio (llb/llla) dependente de ativagéo (Pintado et al.
1995). Trabalhos in vitro permitiram sugerir que a maior
atividade na agregacao de plaquetas de mamiferos seja a
da integrina GP lIb/llla na presenca do fibrinogénio (Meyers
et al. 1979a), o que tem motivado esforcos para bloquear
tal receptor e inibir a agregacéo de plaquetas de mamife-
ros, prevenindo, assim a trombose.

Pouco se sabe sobre as integrinas presentes na mem-
brana das plaquetas de equinos. Pintado et al. (1995)
desenvolveram o anticorpo monoclonal contra a GP b/
llla de equinos, presumindo que esta seja semelhante a
do homem. Entretanto, estudos realizados por Jarvis e
Evans (1994) sugeriram que o sistema de coagulagéo dos
equinos possa diferir do de humanos, onde o tromboxano
A, tem funcéo principal na agregagao de plaquetas. De
acordo com Heath et al. (1994), as plaquetas de equinos
poderiam ser ativadas por vias independentes das
enzimas ciclo-oxigenases, que originam o tromboxano.

Os agonistas mais conhecidos da agregacao de pla-
quetas in vitro sdo o ADP (Heath et al. 1994), a trombina
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(Sinakos & Caen 1967), a adrenalina (Meyers et al. 1979a),
o colageno (Bourdreaux et al., 1988, Rosenblum, 1997),
0 acido araquidonico (Bourdreaux et al. 1988, Heath et al.
1994) e 0 PAF (Suquet & Leid 1983, Weiss, et al. 1997b).
Segundo Weiss et al. (1997b), a agregagéo de plaquetas
induzida pelo adenosina difosfato (ADP) e pelo fator de
agregacao de plaquetas (PAF) ndo depende das ciclo-
oxigenases, enquanto que a induzida pelo colageno é
apenas parcialmente dependente.

Uma das classes de inibidores da agregacgéo de pla-
quetas sao as glicoproteinas, antagonistas da GP llb/llla.
Esses compostos sintéticos contém uma seqiéncia de trés
a quatro aminoacidos, idéntica a da cadeia do fibrinogénio
que, ao se ligarem aos seus receptores, inibem a agrega-
céo de plaquetas. Estes compostos sdo conhecidos pelas
siglas RGD (arginina, glicina, acido aspartico), RGDS
(serina, arginina, glicina, acido aspartico), RPR 110885
(Weiss et al. 1997b) e Ro-438857 (Reininger et al. 1998).
Jé os antiinflamatdrios ndo esteroidais antagonizam a agre-
gacao de plaquetas, provavelmente bloqueando a via do
acido araquiddnico, na maioria das espécies (Meyers et al.
1979b, Goetz 1989, Heath et al. 1994).

Como sé&o vérias as enfermidades e os disturbios que
induzem & hipercoagulabilidade (Dvorak et al. 1994) e a pré-
ativagdo de plaquetas em equinos (Weiss et al. 19974,
Reininger et al. 1998), o estudo da agregacao de plaquetas
nessa espécie & importante para a avaliagdo da funcdo des-
ses elementos figurados (Heath et al. 1994, Jarvis & Evans
1994, Weiss et al. 1996, 1997a). A atividade de medicamen-
tos utilizados para controle dessas enfermidades sobre a
agregacéo de plaquetas pode, ndo apenas servir para ava-
liar sua evolugao, como também a resposta terapéutica.

Baseado nos resultados das pesquisas de Pintado et
al. (1995), Weiss et al. (1997a,b) e Reininger et al. (1998),
comparou-se a agregacéao de plaquetas de equinos in vitro
utilizando-se Ro0-438857 (peptideo analogo), RGDS
(tetrapeptideo) e Reopro (fragmento monoclonal de anti-
corpo de rato contra a GP llb/llla de humano) e a capaci-
dade dos antiinflamatérios nao-esteroidais: ketoprofeno,
fenilbutazona e flunixin meglumine, em inibir e reverter a
agregacao de plaquetas de equinos in vitro.

MATERIAL E METODOS

Quarenta mL de sangue foram coletados de 20 equinos higidos,
machos, inteiros (1 Haflinger, 3 Bayerisches Warmblut e 16 Puro
Sangue Inglés), utilizando-se agulhas 40x12G e seringas plasticas®
de 50mL, contendo citrato de sodio a 3,8% (uma parte de citrato
para nove de sangue). Os animais nao receberam medicagao por,
no minimo, sete dias prévios. Os primeiros 3mL de sangue foram
dispensados como sugeriu Wurzinger (1990), para evitar
contaminagao da amostra por fatores teciduais da coagulacdo. As
amostras mantidas a 37°C desde a coleta até o processamento.

No laboratdrio as amostras de sangue foram acondicionadas
em frascos plasticos estéreis, siliconizados e, centrifugadas’
por 3min. a 260g (1200rpm) para a obtencao do sobrenadante:

6 Seringas de perfuséo, Bacton und Dickinson, Alemanha.
7 Labofuge 400, Heraeus, Alemanha.
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o plasma rico em plaquetas (PRP). Para obtencdo do plasma
pobre em plaquetas (PPP) 5mL de PRP foram centrifugados
por 10min. a 590g (2600rpm). Durante o processo todas as
amostras foram mantidas em banho-maria, a temperatura
constante de 37°C, sendo analisadas no periodo maximo de 4
horas apos a coleta. Este protocolo de centrifugacéo foi
estabelecido a partir da contagem de plaquetas para atender a
necessidade minima de 90.000 plaquetas/yL de plasma, com
contagens de hemacias e leucdcitos inferiores a 3000/uL e 5000/
pL, respectivamente. As plaquetas foram contadas em
hemocitdmetro® apds diluigdo com mepacrina® (50mM), em
microscoépio otico de luz invertida'©.

A agregacado de plaquetas foi avaliada por um método
turbidimétrico, utilizando-se reoagregdémetro (APACT'"!). As
amostras foram acondicionadas em cubetas de plastico
siliconizadas, contendo um magneto cuja rotagéo foi mantida a
1000rmp, para homogeneizar as amostras de plasma com os
reagentes posteriormente a ele adicionados. As curvas de
agregacao obtidas foram analisadas pelo programa APACT/
pro-software 1,1 para Windows 95. O programa permitiu avaliar,
também, a mudanca de forma das plaquetas - ativagao
plaguetaria - além da agregagdo maxima (%).

100uM de ADP'? foram adicionados ao sistema, antes e
depois dos diferentes reagentes (Quadro 1), para se avaliar a

Quadro 1. Concentracao final dos reagentes utilizados
como antagonistas da agregacao de plaquetas de eqiiinos

in vitro
Reagentes?  Concentragao Dose correspondente
Fenilbutazona3 12,7uM 4,4 mg/kg de peso corporal animal
Fenilbutazona 6,4uM 2,2 mg/kg de peso corporal animal
Ketoprofeno'4 9,6uM 2,2 mg/kg de peso corporal animal
Ketoprofeno 4,8uM 1,1 mg/kg de peso corporal animal

Flunixin meglumine'® 2,4uM 1,1mg/kg de peso corporal animal

Flunixin meglumine  1,2uM 0,55mg/kg de peso corporal animal
Ro-43885716 10,0uM 10pM/L

RGDS'” 700uM 700uM/L

Reopro'8 0,25mg/mL  0,25mg/mL

@ Fenilbutazona, flunixin meglumine e ketoprofeno = antiinflamatérios ndo
esteroidais; Ro-438857 = peptideo analogo; RGDS = tetrapeptideo;
Reopro = fragmento de anticorpo monoclonal GP lb/llla.

eficiéncia destes em prevenir ou reverter a agregacao de
plaquetas, respectivamente. As curvas obtidas com o uso do
PBS representaram as curvas controle.

Para se avaliar o efeito dos AINE a serem estudados:
ketoprofeno, a fenilbutazona e o flunixin meglumine, compara-
coes foram feitas com reagentes que, sabidamente, previnem

8 Camara de Neubauer espelhada, BOECA, Alemanha.
9 Sigma, Alemanha.
10 Zeiss, Alemanha.

T APACT 2 (Automated Platelet Aggregation and Coagulation Tracer),
Labor Fibrinter, Alemanha.

2 ADP-Adenosina Difosfato, Sigma, Alemanha.

13 Equipalazone®, Marcolab Laboratérios Ltda, Brasil.

14 Ketofen®, Marcolab Laboratérios Ltda, Brasil.

5 Flumegan®, Marcolab Laboratérios Ltda, Brasil.

6 Ro- 43-8857, Peptideo sintético analogo, Knoll GmbH, Alemanha.

7 RGDS (ARG-GLY-ASP-SER), Sigma, Alemanha.

8 Reopro = Fragmento de anticorpo monoclonal (fmoab) contra GP
lIb/llla. Rato contra humano, Lilly, Alemanha.

a agregacao de plaquetas em humanos: o RGDS
(tetrapeptideo), o Ro-438857 (peptideo analogo) e o Reopro
(fragmento de anticorpo monoclonal contra GP llIb/llla). Todos
esses reagentes bloqueiam seletivamente os receptores GP
IIb/llla de plaquetas de humanos, quer pela similaridade estru-
tural com o fibrinogénio, quer pela especificidade do anticorpo.
As concentracdes utilizadas encontram-se sumarizadas no
Quadro 1.

As curvas obtidas foram comparadas de forma pareada
antes e depois da adigao dos farmacos ao sistema, pelo teste t
de Student, utilizando-se o programa estatistico GraphPad/Prism
3.0, com grau de significancia de 5%.

RESULTADOS

A contagem média de plaquetas no PRP de equinos foi
de 2,11+0,75 (x10%/uL), semelhantes ao obtido por Meyers
et al. (1979b) e Bourdreaux et al. (1988). A Figura 1 de-

1004 <= evennnn LT PR PP P PP PP PP PP PEPRY -

S 100 150 200 250 300 3% 400 450 SO0 550 600
Tempo (segundos)

Fig.1. Exemplo de curva de agregagdo maxima de plaquetas
de equinos in vitro induzida pelo ADP 100pM. Aos 50 se-
gundos nota-se diminuigcao da transmitancia observada pelo
sensor o6tico (relativo a adicado do ADP ao sistema, seguido
da mudanga de forma das plaquetas) e posterior agrega-
cao crescente de plaquetas, até o limite maximo de tempo
(600 segundos).

Quadro 2. Médias e desvios padroes da agregacao
maxima de plaquetas (%) em plasma de eqiiinos, obtida
com adicao de ADP 100pM, apds incubacao da amostra

de PRP2 com os diferentes reagentes apresentados,
representando a prevencao da agregacao plaquetaria. A
agregacao com PBS representa a curva controle

ReagentesP Agregacao maxima
PBS 48,692 + 11,24
Ro-438857 10uM 8,84¢d + 2,39
RGDS 700uM 12,45 + 7,44
Reopro 0,25mg/mL 43,592 + 11,24
Fenilbutazona 12,7uM 6,834 + 3,57
Fenilbutazona 6,4pM 20,24+ 9.8

Flunixin meglumine 2,4uM
Flunixin meglumine 1,2uM
Ketoprofeno 9,6uM
Ketoprofeno 4,8uM

36,142 + 15,99
44,662 + 14,49
11,28°+ 6,93
39,152 + 13,37

Médias seguidas de pelo menos uma letra igual néo diferem estatisti-
camente entre si (p<0,05).

2 PRP = plasma rico em plaquetas, ADP = adenosina difosfato.

b PBS = tampao, Ro-438857 = peptideo analogo, RGDS = tetrapeptideo,
Reopro = fragmento de anticorpo monoclonal GP IIb/llla, fenilbutazona,
flunixin meglumine e ketoprofeno = antiinflamatérios nao esteroidais.

Pesq. Vet. Bras. 29(10):803-808, outubro 2009
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Fig.2. Agregacdo maxima de plaquetas de equinos (%) obtida
com adicdo de ADP 100pM, apds incubacgdo da amostra de
PRP com os diferentes reagentes apresentados (prevengéo).
Letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05).
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Fig.3. Exemplo de curva de agregacéao de plaquetas em plas-
ma de equinos in vitro induzida pela adi¢do do ADP 100pM
apos a incubagédo com antagonista da agregacao (Inibi¢ao).
Aos 50 segundos foi adicionado ao sistema o antagonista e
aos 100 o ADP. Nesse exemplo foi utilizado o ketoprofeno
9,6uM.

Quadro 3. Médias e desvio padroes da reversao da
agregacao maxima de plaquetas em plasma de eqliinos
(%), obtida pelo uso dos diferentes reagentes apos
adicao de ADP 100pM

Reagentes Reversao da agregacao

ADP/PBS 2,30°+1,20

ADP/Ro0-438857 0,25mg/mL 36,332+22,17
ADP/RGDS 700uM 13,08P+20,71
ADP/Fenilbutazona 12,7uM 51,862+12,08
ADP/Fenilbutazona 6,4uM 17,500+3,50
ADP/Flunixim Meglumine 2,4uM 2,47°+6,96

ADP/Flunixim Meglumine 1,2uM 2,15b+5,20

ADP/Ketoprofeno 9,6uM 44,752+11,37
ADP/Ketoprofeno 4,8uM 15,20P+4,80

Médias seguidas de pelo menos uma letra igual nao diferem estatisti-
camente entre si (p<0,05).

2 ADP = adenosina difosfato, PBS = tampao, Ro-438857 = peptideo
andlogo, RGDS = tetrapeptideo, fenilbutazona, flunixin meglumine e
ketoprofeno = antiinflamatdrios nao esteroidais.

Pesq. Vet. Bras. 29(10):803-808, outubro 2009
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Fig.4. Reversdo da agregacdo maxima de plaquetas de equi-
nos (%), obtida pelo uso dos diferentes reagentes apds adi-
¢cao de ADP 100uM. Letras diferentes representam diferen-
ca estatistica (p<0,05).
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Fig.5. Exemplo de curva de agregacao de plaquetas em plas-
ma de equinos in vitro induzida pelo ADP 100uM e posterior
reversao pela adicao de antagonista. Aos 50 segundos foi
adicionado o ADP ao sistema e posterior agregacao cres-
cente de plaquetas, até limite maximo (*MAX), com posteri-
or reversdo a partir do momento da adigéo (300 seg) do
antagonista. Nesse exemplo foi utilizada fenilbutazona
12,7uM.

monstra um exemplo de curva de agregacao de plaque-
tas de equinos in vitroinduzida pela agéo do ADP 100pM,
cuja agregacao maxima foi de 48,69%.

Os resultados da agregacao méaxima de plaquetas
obtidos neste estudo encontram-se sumarizados no Qua-
dro 2 e representados na Figura 2. A agregacao maxima
de plaquetas, obtida com o uso de fenilbutazona 12,7uM
(Quadro 2 e Figura 2) demonstrou que esse reagente é
capaz de prevenir a agregacao de plaquetas de eqliinos
de forma mais eficiente que todos os outros farmacos tes-
tados, sendo semelhante ao Ro-438857 10uM, e seguido
pelo ketoprofeno 9,6uM, RGDS 700uM e fenilbutazona
6,4uM. Exemplo da curva de prevencgéo pode ser obser-
vado na Figura 3.

Quanto a reversao da agregacéao, a fenilbutazona
12,7uM, o ketoprofeno 9,6uM e 0 Ro-438857 10uM mos-
traram-se superiores aos demais reagentes (Quadro 3,
Fig.4). Essa reversao nao havia sido descrita anteriormen-
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Quadro 4. Mudanca de forma de plaquetas (%) de eqliinos
induzida pelos diferentes reagentes

Reagentes Mudanca de forma (%)

ADP- PBS 8,2720+13,48
Ro-438857 10pM 5,2080+15,74
RGDS 700pM 6,542b+8 32
Reopro 0,25mg/mL 13,5658+17,77
Fenilbutazona 12,7uM 2,96b+4,03

Fenilbutazona 6,4pM 3,352b+3 40
Flunixin meglumine 2,4uM 2,74P+4,72

Flunixin meglumine 1,2uM 4,7820+9,73
Ketoprofeno 9,6uM 4,942b113 86
Ketoprofeno 4,8uM 5,752b+4 95

Médias seguidas de pelo menos uma letra igual nao diferem estatisti-
camente entre si (p<0,05).

2 PBS = tampao, ADP = adenosina difosfato, Ro-438857 = peptideo
analogo, RGDS = tetrapeptideo, Reopro = fragmento de anticorpo
monoclonal GP lIb/llla, fenilbutazona, flunixin meglumine e ketoprofeno
= antiinflamatérios nao esteroidais.

te. Exemplo da curva de reversdo pode ser vista na Figu-
rab5.

Os resultados da mudanca de forma das plaquetas
podem ser observados no Quadro 4. A comparagao entre
os diferentes reagentes evidenciou a semelhanca entre o
ADP, 0 Ro-438857, 0 RGDS e 0 Reopro e a menor ativa-
¢ao quanto foram utilizados fenilbutazona 12,7uM e flunixin
meglumine 2,4puM.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Como o numero de plaguetas manteve-se dentro dos pa-
rametros desejaveis para a realizacéo dos testes, nao se
fez necessario qualquer tipo de diluicao com o PPP
autdlogo, como sugeriram Bourdreaux et al. (1988).

Os resultados referentes a agregacao maxima de pla-
quetas em plasma de equinos induzida pelo ADP demons-
traram que, a semelhanca do observado por Wurzinger &
Schmid-Schénbein (1985), as plaquetas de equinos sdo
menos sensiveis ao ADP que as plaquetas de humanos.

A caracteristica bifasica da agregacdo s6 pode ser
observado em 58% das analises realizadas. De acordo
com Meyers et al. (1979a), esta caracteristica reflete a
agregacao primaria reversivel - primeira fase, seguida da
secrecdo endogena de ADP, que potencializa a agrega-
¢ao e a torna irreversivel - segunda fase, determinando
um segundo pico de agregacao na curva. Bourdreaux et
al. (1988) acreditaram que a falta de uma curva bifasica
caracteriza uma agregacao primaria reversivel, enquanto
que Meyers et al. (1979a,b) consideraram que esse seja
um achado esporadico que depende de fatores individu-
ais, mais que da prépria agao do ADP exdgeno. Wurzinger
& Schmid-Schdnbein (1985) admitiram que em determi-
nados casos as plaquetas possam ser refratarias ao ADP
exogeno, adicionado ao sistema, caso tenham sofrido
estimulo enddgeno prévio, ou seja, tenham sido ativadas
previamente.

Os resultados da agregacao maxima demonstram que
tanto o Ro-438857 quanto o RGDS sao capazes de pre-

venir a agregacgdo de plaquetas de equinos, de forma se-
melhante ao citado por Weiss et al. (1997b), e por
Reininger et al. (1998), para humanos. Trabalhos como
os de Weiss et al. (1997b), no entanto, ndao avaliaram o
efeito de reversao da agregacéo, apenas o da inibicao.
Os resultados deste estudo sugerem que o Ro-438857
seja mais eficaz em reverter a agregacao prévia do que o
RGDS, que se mostrou inferior a fenilbutazona 12,7uM e
ao ketoprofeno 9,6puM, como pode ser observado no Qua-
dro 03. A fenilbutazona, por sua vez apresentou melhor
atividade que o Ro-438857 em prevenir a agregagao de
plaguetas. Como tanto o Ro-438857 quanto o RGDS agem
bloqueando os receptores GP lIb/llla a ativagado e a agre-
gacao de plaquetas prévias podem ter reduzido a ativida-
de desses compostos.

Weiss et al. (1997b) compararam os efeitos do RGDS
e do RPR-110885, concluindo que esse Ultimo foi mais
eficiente que o primeiro em prevenir a agregacao de pla-
quetas. Os resultados obtidos no presente estudo asse-
melham-se aos de Weiss et al. (1997b), entretanto, foi o
R0-438857, o reagente superior ao RGDS. O mecanismo
pelo qual isso ocorre ainda é desconhecido e tampouco
foi discutido por Weiss et al. (1997b), mas poder-se-ia
especular que tanto o RPR-110885 quanto o Ro-438857
seriam capazes de se ligar aos receptores de membrana
de forma mais eficiente ou prolongada que o RGDS, ou
mesmo se ligar a mais de um receptor.

A incubacao com o Reopro nao foi capaz de prevenir
a agregacao de plaquetas de equinos, sendo a curva de
agregacao muito semelhante a obtida com o uso do PBS,
o que difere dos achados de Reininger et al. (1998), em
humanos. Tal resultado se deve a especificidade do anti-
corpo monoclonal em se ligar a um fragmento especifico
da integrina GP llb/llla de humanos, o que sugere uma
diferenca estrutural entre plaquetas de humanos e equi-
nos, contrariando a citagéo de Pintado et al. (1995) que
presumiram semelhanca entre as duas espécies.

A comparacao da prevencéo da agregacao de plaque-
tas de equinos entre bloqueadores de receptores e os di-
ferentes farmacos nao esteroidais, ndo havia sido feita
anteriormente e a explicacdo para os resultados ainda
permanece obscura. Entretanto, sabe-se que a associa-
¢ao do ADP com o &cido araquidénico potencializa a agre-
gacao de plaquetas (Bourdreaux et al. 1988), o que pode-
ria explicar a redug¢do da agregacao com o uso de drogas
que bloqueiem a via das ciclo-oxigenases. Entretanto,
como o Ro-438857 e o RGDS agem bloqueando recepto-
res de membrana, a similaridade dos achados com a
fenilbutazona e o ketoprofeno poderiam induzir ao pensa-
mento de que os antiinflamatdrios nao esteroidais pos-
sam inibir a agregacéao de plaquetas, por outra via, talvez
até mesmo pelo bloqueio dos receptores da membrana
das plaquetas de eqliinos.% de agregagao

A metade das concentrac¢des tanto da fenilbutazona
quanto do ketoprofeno, resultou na mesma tendéncia a
reverter a agregacao das plaquetas de equinos, porém
com magnitude inferior as doses integrais. Isso compro-
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va a teoria da concentragdo-dependente, da mesma for-
ma que mencionaram Suquet & Leid (1983) para a aspiri-
na. A fenilbutazona 6,4uM preveniu a agregacdo em es-
cala menor que a fenilbutazona 12,7uM e o ketoprofeno
9,6uM, mas foi, no entanto, superior a metade das outras
duas drogas avaliadas neste estudo.

O flunixin ndo foi capaz de reverter a agregacao em
nenhuma das concentracoes utilizadas, de forma seme-
Ihante ao observado para o RGDS. Tanto a fenilbutazona
quanto ketoprofeno mostraram-se superiores ao flunixin
meglumine em todas as concentragdes utilizadas.

A mudanca de forma das plaquetas j& foi reportada an-
teriormente com o uso de ADP. O mecanismo pelo qual o
ADP induz a mudanca de forma, que pode ser interpretada
como ativacao de plaquetas, é bem conhecido e envolve
mecanismos de interagdo celular, ativacao e secre¢éo dos
constituintes de seus granulos (Sinakos & Caen 1967,
Meyers et al. 1979a, Heath et al. 1994, Rosenblum 1997).

Pode-se observar que os reagentes mais eficazes em
prevenir a agregacéo de plaquetas de equinos foram a
fenilbutazona 12,7uM, o Ro-438857 0,25mg/mL, o
ketoprofeno 9,6uM, o RGDS 700uM e a fenilbutazona
6,4uM, nesta ordem. Quanto a reversao, a fenilbutazona
12,7uM foi superior a todos 0s demais reagentes estuda-
dos.

Apesar da diferenca observada entre a agregacéao de
plaquetas de humanos e equinos, os bloqueadores de
receptores agem inibindo a agregacao de plaquetas de
equinos in vitro, de forma semelhante. A fenilbutazona e
o ketoprofeno apresentaram melhores resultados na pre-
vencao da agregacao de plaquetas em equinos in vitro
induzida pelo ADP, do que o flunixim-meglumine e, sao
superiores ao fragmento monoclonal de anticorpo Reopro
utilizado em humanos. A prevencao da agregacao de pla-
quetas com a fenilbutazona foi semelhante a dos
bloqueadores de receptores de membrana Ro-438857 e
RGDS. Tanto a fenilbutazona quanto o ketoprofeno sao
capazes tanto de prevenir quanto reverter a agregagao
de plaquetas in vitro sendo dose-dependente. Os efeitos
observados in vitro podem n&o ter a mesma reproducao
in vivo e, para se testar a eficiéncia destes antiinflamato-
rios ndo esteroidais em inibir e reverter a agregacao de
plaguetas, minimizando as consequéncias dos quadros
de hipercoagulabilidade e da trombose, se fazem neces-
sarios maiores estudos in vivo.
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