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RESUMO

A Doenca Renal Crénica (DRC), consiste em lesédo renal e perda progressiva das
fungbes dos rins (glomerular, tubular e enddcrina), os rins ndo conseguem manter
mais a hemostasia do paciente, provocando excesso de toxinas no sangue. Em
pacientes que fazem hemodialise, sdo frequentemente observados eventos
trombéticos, isso se deve a inimeros mecanismos que podem explicar a disfungao
plaguetaria na DRC, esses pacientes renais crénicos possuem menor quantidade de
plaguetas circulantes, tanto pelo consumo, como por exemplo em sessbes de
hemodialise ou coagulagdo inadequada, quanto pela baixa produgéo. Associado a
isso, quase todos 0s compostos nitrogenados acumulados no contexto da doenca
renal tém algum tipo de efeito inibitorio sobre a funcao plaquetaria. Especificamente
a ureia, € capaz de inibir os processos de ativagao e inibicado plaquetaria, interferindo
diretamente na sinalizagédo por adenosina difosfato (ADP), epinefrina e colageno, por
esse motivo, 0 sangramento também é uma complicacado potencialmente grave da
uremia que requer tratamento dialitico. Além disso, a propria anemia da doenca
inflamatéria crénica compromete a funcdo plaquetaria. O risco de um evento
trombético e/ou cardiovascular, ainda supera a ameacga de sangramento, por iSso 0
uso de antiagregantes como AAS e Clopidogrel se fazem necessarias, ainda que o
acompanhamento deva ser mais préximo, pois o efeito das drogas nesses pacientes
€ menor e as doses devem ser as minimas possiveis, pois existe, em contrapartida,
esse risco aumentado de sangramento. O objetivo deste trabalho foi de avaliar a
hiperagregacao plaquetaria nesses pacientes com Doenca Renal Crdnica e em
tratamento com dialise, através da inducéo, in vitro, com Adenosina Difosfato (ADP)
e Epinefrina. Foram analisadas amostras de 70 pacientes, semanalmente, realizado
a quantificacao de plaquetas, em Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e Plasma Pobre
em Plaquetas. Os testes foram realizados no agregdmetro da Helena Laboratories
(Modelo AggRAM) e foram utilizados os agentes agregantes ADP (difosfato de
adenosina) e Epinefrina. No presente estudo, foram observados hiperagregacao
plaguetaria com Adenosina Difosfato (ADP), em 60 pacientes, aproximadamente
90% do numero total, sendo observado que a concentracdo do reagente foi
proporcional a agregacao plaquetaria, com isso conclui-se que, mesmo pacientes
fazendo uso de antiagregantes como Acido Acetilsalicilico (AAS) e/ou Clopidogrel os
riscos de eventos tromboticos existe em uma alta taxa nesses pacientes, pois existe
disfungdo plaquetaria e também dos vasos sanguineos, além do acumulo de
compostos nitrogenados, eventos esses que alteram muito a hemostasia desses
pacientes.



INTRODUCAO

A insuficiéncia renal cronica, também chamada doenca renal crénica (DRC), é uma
doenca caracterizada pela perda lenta e continua da fungéo dos rins, fato que provoca,
entre outras alteragdes, o progressivo acumulo de toxinas e lixos metabdlicos no sangue
(BASTOS ET AL., 2010; DANTAS, 2013; TANAKA, 2013; CORDEIRO, 2014) . E
atualmente um problema de saude publica mundial, pela incidéncia cada vez mais elevada
na populacao. Esta doenca avanca de forma silenciosa, progressiva e irreversivel, uma
vez que, os sintomas sé comegam a aparecer quando o paciente ja perdeu cerca de 50%
da fungao renal (TANAKA, 2013).

Mesmo nao havendo cura nem tratamento especifico para melhorar a funcéo renal, o
seguimento com o nefrologista é importante para evitar as complicagdes da doenca renal
cronica. Ha remédios para controlar a anemia, as alteragbes dos eletrdlitos, do
metabolismo dos 0ssos, 0os edemas, etc. Nos estagios finais da doenca, quando o rim ja
ndao mais funciona, o tratamento indicado € a hemodialise, a didlise peritoneal ou o
transplante renal (ZAWADA, 2003).

A plaquetopenia é frequentemente observada em pacientes em hemodidlise, e sua
correta investigacao e controle permanecem um desafio. Estima-se que, durante a sesséo
de hemodialise, ocorra queda de até 15% da contagem de plaquetas, com recuperacao
apos o término do tratamento. Essa queda de plaquetas é decorrente de adeséao
plaguetaria e ativacdo do complemento, independentemente do material da membrana
(CORDEIRO, 2014).

A agregacao plaquetaria a parede do vaso lesado é a primeira etapa da hemostasia que
envolve a plaqueta e ela ocorre aproximadamente de 1 a 3 segundos ap6és a lesdo do
endotélio vascular, as plaquetas interagem com os componentes da matriz extracelular,
que sdo expostos na parede do vaso apds lesdo. Assim como em outras células, a
plagueta também apresenta receptores em sua membrana, entre eles, o complexo de
adesao glicoproteico Ib (GPlba, GPIbB, GPIX e GPV) que a liga ao fator de von Willebrand
(FVW), essa ligacao entre o complexo glicoproteico Ib e FYW, € o que possibilita a adeséo
de outras plaquetas circulantes. Entdo é formada uma monocamada de células que cobre
o tecido lesado, esse mecanismo € o responsavel pela regulagao primaria de adesao. O
fator de von Willebrand € um multimetro produzido pelas células do endotélio vascular e
age como uma espécie de quimiotaxia entre a plaqueta e o coldgeno subendotelial
(KICKLER, 2006).

A ligacdo do fator de von Willebrand com o complexo glicoproteico Ib, induz também a



secrecao de Adenosina Difosfato (ADP), que aumenta essa adesao plaquetaria e contribui
para a formagcdo de um agregado plaquetario pela ligacdo ao fibrinogénio (ZACHARY,
2013).

As plaquetas ligam-se umas as outras, levando a formacéao da “teia plaquetaria”. A ligagéao
de uma plaqueta a outra € o resultado da ligagao do fibrinogénio a glicoproteina llb — llla.
O fibrinogénio se encontra soluvel no plasma e a glicoproteina llb — llla esta presente na
membrana fosfolipidica da plaqueta. A glicoproteina llb — llla apenas se liga ao
fibrinogénio ap6s a plaqueta sofrer a alteracao para a forma de pseuddpode, ou seja, a
glicoproteina llb-llla é calcio-dependente. Essa reacdo de agregacédo plaquetaria &
autocatalitica ativando outras plaquetas, levando a formagdo do tampao hemostatico
primario (KICKLER, 2006).

A agregacao plaquetaria € geralmente estudada in vitro, usando-se um aparelho
denominado agregémetro. Quando os agentes agregantes sdo misturados a suspensao
de plaguetas, estas formam grumos que alteram a transmissdo de luz através da
suspensao, e isso é registrado pelo agregdmetro. Observa-se entdo, duas ondas ou fases
de agregacao plaquetaria. A primeira onda € consequéncia direta da estimulacao pelo
ADP liberado dos tecidos lesados, € reversivel, e ndo estd associada a reacido de
liberacéo plaquetaria ou formacgao de prostaglandinas pelas plaquetas.

A segunda onda é irreversivel, e esta associada a reacao de liberacdo das plaquetas. A
agregacao plaquetaria nao ocorre na auséncia de calcio extracelular ou fibrinogénio.
(ROTHER, 2007).

Em pacientes com doencga renal cronica e principalmente os que estdo em dialise, essa
hemostasia se altera, pois a taxa de filtracao glomerular é prejudicada, por isso deixam de
eliminar substancias tdxicas ao organismo. Pacientes portadores de DRC mais
frequentemente morrem por complicagdes cardiovasculares do que pela doenca em si, e
essas complicagbes estdo intimamente relacionadas com disturbios tromboticos e
hemorragicos consequentes da uremia. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
hiperagregacao plaquetaria nesses pacientes com Deficiéncia Renal Crdnica através da
inducéo, in vitro, com Adenosina Difosfato (ADP) e Epinefrina.



METODOLOGIA

Foi realizado um estudo transversal prospectivo em pacientes com DRC atendidos
pelo programa de didlise do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu
(HCFMB) e as amostras destes pacientes submetidos ao teste de agregacao plaquetaria
com ADP e Epinefrina no laboratério de Hemostasia do Hemocentro do HCFMB.

No corrente estudo, foram coletados 3 tubos de 4,5 ml de sangue de cada individuo,
um numero total de 70 pacientes que faziam acompanhamento e sessées semanais de
hemodialise no Hospital das Clinicas de Botucatu-SP, dos quais 47 eram homens e 23
mulheres, com idades entre 46 e 57 anos.

Para a coleta de sangue foram usados 3 tubos de polipropileno contendo citrato de
sédio 3,2%, na proporcao de 1:9. A puncéo foi livre de trauma e minimo de estase, que
comprovadamente ativam as plaquetas, interferindo em seu desempenho no teste. A
amostra foi mantida em temperatura ambiente e processada em até, no maximo, 3 horas
apos a coleta.

Inicialmente foi realizado hemograma para a quantificacao de plaquetas em sangue
total e em seguida o sangue foi imediatamente centrifugado a 900 rpm, durante 10 minutos
para obter o Plasma Rico em Plaquetas (PRP). Este devera ser separado, vedado e
mantido em temperatura ambiente por 30 minutos (periodo necessario para a
estabilizacdo da morfologia plaquetaria), ap6s esta estabilizacdo, foi realizado o
hemograma para a quantificacdo de plaquetas do Plasma Rico em Plaquetas (PRP). Uma
nova centrifugacao a 2500 rpm durante 15 minutos, foi realizada para obtencéo do Plasma
Pobre em Plaquetas (PPP) e quantificacao das plaquetas por mms.

Caso a contagem das plaquetas do PRP for maior que 300.000/mm3, foi feito uma
diluicdo com PPP do préprio individuo, utilizando-se a seguinte férmula:

Diluicdo do PRP: (Numero de plaguetas/300) -1
Os testes foram realizados no agregdmetro da Helena Laboratories (Modelo AggRAM).
Antes do procedimento para a calibragdo Optica o aparelho necessita ficar ligado pelo
menos 20 minutos antes do inicio e também realizado com agua destilada, para atingir
37° celsius, temperatura necessaria para a simulagao parcial do ambiente orgénico pelo
aparelho.
Foram utilizados os seguintes agentes agregantes:

ADP: (difosfato de adenosina) - solug¢ao reconstituida com agua destilada (1 ml) para obter
concentracao final de 20uM; em seguida serao feitas diluicdes para obter as seguintes
concentracoes: 2,34; 1,17; 0,58 uM, usando soro fisiolégico a 0,9% como diluente.



Epinefrina: (bitartarato de epinefrina) - Solugdo sera reconstituida com agua destilada (1
ml) para obter concentragao final de 300uM, em seguida serdo feitas diluigbes para obter
as seguintes concentragées: 11; 1,1; 0,55 uM, usando soro fisiolégico a 0,9% como

diluente.

Os reagentes utilizados estavam em temperatura ambiente. Os dados dos pacientes sao
digitados no aparelho e, em seguida, € iniciada a calibracdo dos 4 canais Opticos do
agregdbmetro, o PPP (250 pL) é inserido na cubeta de vidro contendo agitador magnético
para calibrar 100% da agregacao de cada amostra a ser analisada. Da mesma forma o
PPP (225 uL) devera ser inserido na cubeta de vidro contendo agitador magnético, ou a
mistura, caso a contagem das plaquetas do PRP seja maior que 300.000/mm3 . Em
seguida, o agonista (25uL) é dispensado através do orificio da tampa do canal, acionando
o interruptor do equipamento. Neste momento, tem inicio o valor 0% da agregagédo, com
a leitura inicial do PRP. Este passo foi repetido para todos os 4 canais existente no
agregbmetro,

A tela do monitor exibira o gréafico, onde o resultado cinético do ensaio é visualizado
durante 10 minutos. O resultado é expresso em porcentagem de agregacado. Dos
resultados obtidos, sdo avaliados a média de agregagédo, mais ou menos 2 desvios, para
cada concentracdo de agonista utilizado em nosso estudo, assim temos o valor médio de
cada concentragao utilizada para uma populagédo normal.



RESULTADOS

Os agentes agregantes usados neste trabalho, Adenosina Difosfato e Bitartarato de
Epinefrina, tiveram resultados diferentes, sendo o ADP (Adenosina Difosfato) o mais

potente entre ambos.

A molécula de ADP é armazenada nos granulos densos e liberada quando ha ativacao
plaguetaria, outra fonte de ADP sao também os eritrécitos, além disso o ADP reage com
dois receptores purinérgicos (P2Y1 e P2Y12) ligados a proteina G. Toda essa sequéncia
bioguimica leva a mudanca conformacional da plaqueta e secrecao dos granulos, além da
ativacao de GPllb/llla causando a agregacao plaquetaria.

No caso da Epinefrina (Adrenalina) os resultados obtidos foram praticamente dentro da
normalidade o que se deve ao fato de ambos os géneros apresentarem contagem de
hemacias abaixo do valor de referéncia, resultado semelhante ao estudo de Soares
(2015), que demonstrou valores de hemacias para homens entre 2,43 a 4,61 milhdes/mm3
e 1,5 a 4,58 milhées/mm?3 para mulheres, isso também sugere que a anemia da Doenga
Renal Crbnica é hipoproliferativa. A resposta plaquetaria por acao da epinefrina é
mediada pela subclasse i das proteinas G, através do receptor adrenérgico a2a que tem
um papel complementar ao receptor P2Y12, a Epinefrina inicia uma primeira fase de
agregacao sem induzir mudanga conformacional, e j& que o numero de hemacias esta
abaixo dos valores normais de referéncia em pacientes com Doenca Renal crénica, a

Epinefrina ndo chega a causar agregacéao plaquetaria significativa.

Foram observados hiperagregacao plaquetaria com Adenosina Difosfato (ADP), em 60
pacientes, aproximadamente 90% do numero total, sendo observado que a concentracao

do reagente foi proporcional a agregacao plaquetaria como mostra o grafico abaixo.
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Sendo que a Epinefrina teve resultados dentro da normalidade, independente da
concentragdo molar. J& o ADP (Adenosina Difosfato), comeg¢a a agregar no primeiro
segundo apos a inser¢ao do reagente na cubeta contendo o plasma do paciente.

Observa-se que a hiperagregabilidade acontece em diferentes momentos conforme a

concentracdo molar do ADP.

No caso da concentracao 0,58 umol/l, temos uma agregacao exponencial a partir do
primeiro segundo, atingindo a hiperagregabilidade em aproximadamente 35 segundos
apds o contato com esse agonista, seu platdé se da de 35 a 50 segundos, atingindo seu
maximo observado com 18% de agregacdo, o que esta fora dos parametros de

normalidade.

Com as concentragoes de 1,17 umol/l e 2,34 umol/l, podemos observar, também um
crescimento exponencial de agregabilidade plaquetaria, praticamente igual até transcorrer
os primeiros 29 segundos, apos esse tempo a concentragdo menor, ou seja 1,17 umol/l,
atinge seu maximo de agregabilidade que foi de 17%, sendo seu valor de normalidade de
10 a 22%. Quando observamos a maior concentracdo usado nesse estudo, que foi de
2,34 umol/l, percebemos que seu valor maximo, que foi de 70%, é atingido em 60
segundos e permanece neste platd até o final da captagdo 6ptica do agregbmetro que é
de 300 segundos.

DISCUSSAO

A hemostasia normal exige a adesao plaquetaria e a ativacao das plaquetas somente
quando o endotélio sofre alguma lesdo. (BASTOS ET AL., 2010; DANTAS, 2013;
TANAKA, 2013; CORDEIRO, 2014)

A adesao plaquetaria ocorre pela exposi¢cdo ao colageno e ao fator de von Willebrand
(FVW) por meio dos receptores glicoproteicos expressos em sua membrana, isto €, das
plaguetas ao subendotélio vascular exposto, precisa do fator de von Willebrand (FVW) e
do complexo plaquetario da glicoproteina Ib-IX. (Renne T, G.D. 2007).

A ativacao plaquetéria promove a agregacao e a ligacado de fibrinogénio e precisa do
complexo glicoproteina lIb-1lla das plaguetas. A ativagéo envolve a liberacao de adenosina
difosfato (ADP) a partir dos granulos de armazenamento das plaquetas e a conversao do



acido araquiddnico em tromboxano A2, reacao mediada por cicloxigenase. A liberacao de
Adenosina Difosfato age no receptor P2Y12 em outras plaquetas, ativando-as e
recrutando-as para o local da lesdo. Além disso, a ADP (e o tromboxano A2) promovem
alterac6es no complexo llb/llla da glicoproteina plaquetaria que, por sua vez, aumenta a
ligacdo ao fibrinogénio, permitindo assim a agregagao plaquetéaria. (Meijers JC, T.W.,
Bouma BN, Bertina RM,Rosendaal FR. 2000).

Pacientes com doenca renal crbénica, sofrem alteragdes significativas das plaquetas e do
endotélio vascular o que predispbe a coagulacao excessiva do sangue e aumenta o risco
de doengas cardiovasculares, além de altera¢cdes da coagulagédo sanguinea, a DRC esta
associada a um estado de inflamagdo constante. Os processos da coagulacdo e
inflamacéao estao interligados; alteragcdes em um repercutem no outro, e isso pode resultar
no aparecimento de doencgas cardiovasculares e levar a morte precoce. (ZAWADA, E.T.
2003).

Sabe-se hoje que o endotélio atua ativamente no controle da coagulacao sanguinea,
tanto favorecendo quanto dificultando a formacao do coagulo de fibrina. As plaquetas
também tém a funcao de fiscalizar a integridade vascular e sdo ativadas segundos apés
a ocorréncia de lesdo do vaso sanguineo. Sem o propésito de estancar um sangramento,
a coagulacao é altamente indesejavel, pois pode impedir a circulagdo e o cumprimento
das fungdes vitais do sangue. (TANAKA, 2013).

Geralmente, os eventos tromboéticos sdo causados por alteragcdes nos componentes da
cascata de coagulagdo, como o aumento da concentracdo dos fatores por diferentes
mecanismos e diminuicao da excrecao de metabdlitos pelos rins. Além disso, contribuem
para os eventos trombéticos 0 aumento da concentracao de fibrinogénio, FT e FVIII, além
do comprometimento da fibrindlise e da diminuigdo da anticoagulagao natural. (OLIVEIRA
E SILVA, V.R.; STRINGUETTA BELIK, F,; HUEB. J.C.; DE SOUZA GONCALVES,
R.COSTA TEIXEIRA CARAMORI, J; PEREZ VOGT, B.BARRETTI, P.ZANATI BAZAN,
S.G.; DE STEFANO, G.M.M.F.; MARTIN LC, D.A.SILVA FRANCO. 2019).

Alguns dos disturbios gerados pela uremia séo irreversiveis, e a filtragdo das toxinas pela
hemodialise ndo é suficiente para reverter completamente a disfuncédo plaquetaria, por
exemplo. Os mecanismos responsaveis pelos disturbios trombéticos e hemorragicos na
Doenca Renal Crbnica sao interdependentes e envolvem diferentes etapas da
hemostasia, 0 que explica distirbios opostos acontecerem simultaneamente como
eventos trombéticos e hemorragias. (YAGMUR, E.; FRANK, R.D.; NEULEN, J.; FLOEGE,
J.; MUHLFELD. 2015).



A curva de agregacgao plaquetaria mostra ser, um método laboratorial eficiente como
auxiliar para o controle das coagulopatias e funcionalidade das plaquetas. A curva de
agregacao plaquetaria € um método de controle e auxilio no uso também de agentes
antiagregantes com a Aspirina (AAS), Ticlopidina, Clopidogrel e Dipiridamol. O uso do
teste de agregacao plaquetéria, dentro da rotina de um laboratorio traz um custo-beneficio
alto em relacdo aos pacientes, pois a cada dia cresce 0 numero de pacientes que fazem
uso continuo de agentes antiagregantes e esses pacientes poderao fazer controles de uso
de seus medicamentos rotineiramente, sendo assim um teste importante na rotina

laboratorial de hematologia e hemostasia.



CONCLUSAO

No presente estudo, onde foram avaliados 70 pacientes com Doenca Renal Crénica e em
tratamento com hemodidlise, foram observados hiperagregacdo plaquetaria com
Adenosina Difosfato (ADP), em 60 pacientes, aproximadamente 90% do numero total,
sendo observado que a concentragdo do reagente foi proporcional a agregacao
plaguetaria, com isso conclui-se que, mesmo pacientes fazendo uso de antiagregantes
como Acido Acetilsalicilico (AAS) e/ou Clopidogrel os riscos de eventos trombéticos existe
em uma alta taxa nesses pacientes, pois existe disfun¢ao plaquetaria e também dos vasos
sanguineos, além do acumulo de compostos nitrogenados, eventos esses que alteram

muito a hemostasia desses pacientes.
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