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RESUMO

A insuficiéncia renal crénica terminal (IRC) esta frequentemente associada a perturbagées da fun-
¢lo plaquetdria com as consequentes alteragdes da hemostase. Foi descrito por alguns autores que a
rHu Epo, utilizada no tratamento da anemia da IRC, é capaz de activar um largo espectro de células
percursoras hematopoiéticas, podendo por isso aumentar o nimero de plaquetas e potencialmente
melhorar a sua fungdo. Com o objectivo de investigar as alteragdes da hemostase associada a terapeu-
tica com rHu Epo estudaram-se 8 doentes em hemodialise (HD), tendo-se determinado, antes e ap6s 12
semanas de rHu Epo, os seguintes parimetros: niimero de plaquetas, agregacio plaquetdria ao ADP,
tempo de protrombina (TP) e de tromboplastina parcial (aPTT), lise das euglobulinas e fibrinogénio
plasmitico. Constatou-se que a terapéutica com rHu Epo ndo alterou o nimero de plaguetas
(187710+ 52690 vs 204430+ 68710; p=NS), mas parece ter melhorado a sua funcdo (IM% de agrega-
¢do ao ADP: 46,31 4,4% vs 49,1+ 5,3%; p<0,05). Observou-se também uma melhoria significativa no
TP (de 79,0+ 3,0% p/ 87,518,9%; p<0,02) e no aPTT (de 33,3+5,9 seg p/ 29,3%2,1 seg; p<0,05)
que sugerimos poder estar relacionada com uma methoria na actividade coagulante plaquetdria. Estes
dados parecem pois mostrar que a teraputica com rHu Epo (avaliada as 12 semanas) embora ndo
altere o nimero de plaquetas é capaz de melhorar a fungdo plaquetdria.

SUMMARY
Hemostasis changes associated with recombinant human erythropoietin (rHu Epo) treatment

End-stage chronic renal failure (CRF) is often associated with platelet’ disfunction and therefore
with impaired hemostasis. Several investigators have reported that rHu Epo, used in the treatment of
CRF anaemia, is able to activate a broad spectrum of hematopoietic stem cells, and therefore is able to
increase the number of platelets and to induce correction of platelet disfunction. In order to investigate
hemostasis changes associated with rHu Epo we studied 8 dialysis patients before and 12 weeks after
rHu Epo. RHu Epo did not induce any change in the number of platelets (187710152690 vs
204430+ 68710; p=NS), but seemed to improve its function (MI% of aggregation with ADP:
46.314.4% vs 49.1+5.3%; p<0.05). There was an improvement in PT (79.013.0% vs 87.5+8.9%;
p<0.02) and aPTT (33.31£5.9” vs 29.31+2.1™ p<0.05) suggesting an improvement in platelet coagu-
lant activities. These preliminary results indicate that rHu Epo does not increase the number of platelets

but can induce a correction of platelet disfunction.

INTRODUCAO

A insuficiéncia renal crénica terminal estd frequentemente
associada a alteragSes da hemostase. Estas alteragdes
manifestam-se geralmente por manifestagdes hemorragicas
da pete ¢ mucosas (hematomas subcutineos, epistaxis,
hemorragia gengival, etc.)! e, laboratorialmente por tempos
de hemorragia e provas de adesfio e agregagdo plaquetdria
anormais. O tempo de hemorragia é uma medida muito sen-
sivel da capacidade de formag3o do rolhdo hemostitico pri-
madrio, que é influenciado pelo nimero de plaquetas ¢ pela
fungdo plaquetdria 2. Varios estudos tém demonstrado que
o nimero de glébulos vermelhos também influgncia decisiva-
mente o valor do tempo de hemorragia 45. A adesdo plaque-
taria, frequentemente anormal na uremia¥, ¢ influenciada
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pelo valor do hematdcrito, volume da massa globular,
nimero de plaquetas e niveis plasmédticos do factor de Von
Willebrand 7. Daqui resulta que uma subida no valor do
hematécrito pode, potencialmente, corrigir as alteragdes cli-
nicas e laboratoriais descritas. Este facto foi parcialmente
confirmado pela melhoria no tempo de hemorragia obser-
vado ap6s transfusdo de sangue“. Estudos mais recentes tém
confirmado estes dados apds terapgutica com Eritropoietina
Humana Recombinante (rHuEpo)¢ Uma das hipéteses
explicativas defende que a subida do nimero de glébulos
vermelhos causa um aumento no transporte radial de pla-
quetas do centro para a periferia do vaso, facilitando deste
modo a adesfio plaquetdria 8

No entanto, outros autores descrevem que a terapéutica
com rHuEpo provoca uma melhoria na agregagio plaqueta-
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ria e atribuem a este facto a melhoria observada no tempo de
hemorragia V.

O efeito da rHuEpo sobre a hemostase €, pois, um assunto
controverso.

MATERIAL E METODOS

Estuddmos oito doentes em hemodialise que ndo apresen-
tavam quaisquer manifestagSes hemorragicas ¢ que foram
medicados com rHuEpo por terem valores de hemoglobina
inferiores a 8 gr/dl. Os doentes encontravam-se em hemodia-
lise regular ha mais de 6 meses, e estavam em situagiio clinica
¢ bioquimica estavel. Nenhum dos doentes estava medicado
com drogas com interferéncia na hemostase. As caracteristi-
cas clinicas dos doentes estdo representadas no Quadro 1. A
eritropoietina (Eprex, Cilag) foi administrada em bolus, trés
vezes por semana, apos cada sessio de hemodidlise. O objec-
tivo era obter um hematécrito de 30% e/ou hemoglobina de
12gr/dl. A dose de rHuEpo foi alterada ao fim de cada
periodo de 4 semanas; primeiro periodo, 50 U/kg de peso-
/sessdo; segundo periodo, 75 U/kg de peso/sessio; e terceiro
periodo, 100 U/kg de peso/sessdo. Sempre que em qualquer
destes periodos se ultrapassaram os valores-alvo, a rHuEpo
foi interrompido até estarem de novo abaixo desses valores,
recomegando-se entdo com a dose do periodo imediatamente
anterior.

Neste estudo a avaliagdo foi feita antes e ap6s 12 semanas
de teraptutica, e, constou do seguinte: determinacdo de
hemoglobina e hematdcrito; contagem de plaquetas; estudo
da agrega¢do plaquetdria; determinagiio do tempo de pro-
trombina (TP) e do tempo de tromboplastina parcial
(aPTT); avaliagdo da lise das euglobulinas; doseamento do
fibrinogénio plasmatico. Para além destas determinagdes
foram feitas andlises de bioquimica de rotina de 15 em 15
dias.

O teste de agregagdo plaquetdria foi executado com agre-
gémetro Payton em plasma rico em plaquetas (PRP) acerta-
das a 250.000/mm3, utilizando como agente agregante a
adenosina difosfato (ADP) na dose de 4,8 ug/ml de plasma.
Para controlo utilizou-se um grupo de 6 individuos
sauddveis.

A lise das euglobulinas foi determinada pela técnica das
placas de fibrina.

As outras determinagdes foram feitas utilizando técnicas
standard.

Para a avaliagdo estatistica utilizou-se o teste de
Wilcoxon.

QUADRO 1-Caracteristicas Clinicas dos Doentes

Tempo
de HD Etiologia
Sexo Idade (meses) LR.
JJAS M 23 6 Glomerulonefrite crénica
MCC F 55 24 Nefroangiosclerose
MLCFC F 63 49 Rins poliquisticos
FCMS F 49 58 Tuberculose renal
ASDL M 48 17 Desconhecida
IMSFL F 26 16 Glomerulonefrite crénica
ACS M 56 17 Amiloidose
ASR M 60 31 Desconhecida
Média 47,5 27,1
DP 15,1 17,9

RESULTADOS

Durante a terapéutica com rHuEpo a hemoglobina subiu
de 7,31+0,4gr/dl para 11,2+ 1,6 gr/dl (p=0,007). Durante
este periodo, ndo houve qualquer varia¢do significativa no
nimero de plaquetas (187.710% 52.690 vs 204.430+ 68.710/ mp
=NS) (Fig. 1).
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Fig. 1—Evolugdo do valor da hemoglobina ¢ do niimero de plaque-
tas (em milhares) com a rHuEpo.

Antes da rHuEpo, 3 doentes apresentavam uma agregagio
plaquetdria ao ADP subnormal e, no seu conjunto, uma
intensidade maxima (I.M.) inferior ao controlo (46,31 4,4 vs
51,0£2,1% p<0,05). Apés 12 semanas de teraputica
observou-se uma elevagdo significativa da .M. (p<0,05) a
qual j& ndo divergia do valor do grupo controlo (49,1 5,3
vs 51,31+0,5; p<NS) (Fig. 2).

Agreg.plag. (IM %)

60

50 1
40
30

20 -

10 //—

0 / i - Doentes

G.controle

Fig. 2— Agregag8o plaquetaria ao ADP: verificou-se uma melhoria
(p<0,05) associada a terapeutica com rHuEpo. Pés-Epo a intensi-
dade méxima (IM%) j4 n3o difere do grupo controle.

Apb6s a rHuEpo observou-se também uma melhoria signi-
ficativa no tempo de protrombina (87,5+8,9% vs
79,01 3,0%; p<<0,02) ¢ no tempo de tromboplastina parcial
(29,3+2,1 seg. vs 33,3159 seg.; p<0,05). De referir que,
no inicio, apenas dois doentes apresentavam aPTTs anor-
malmente elevados (Fig. 3).

A lise das euglobulinas (52,3+6,2mm?2 vs 48,3+ 5,7mm 2
p=NS) e o fibrinogénio plasmético (256,1+35,4 vs
259,41 60,6 mg/dl; p=NS) apresentavam valores basais
normais que ndo sofreram alteragdes com a eritropoietina.
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Fig. 3— Variagdo do tempo de protrombina e do tempo de trombo-
plastina parcial activado, durante a terapéutica com eritropoietina.

DISCUSSAO

A hemostase normal ¢ o resultado de uma sequéncia de
fenémenos inter-relacionados que inclui a parede do vaso, as
plaquetas ¢ o sistema de coagulagio. Apds lesdo da parede
vascular as plaquetas aderem ao subendotélio por um pro-
cesso chamado ades&o. Este processo envolve a interacgio de
um componente plasmético (o factor VIII-Factor de von
Willebrand) e uma glicoproteina especifica da membrana na
superficie da plaqueta (glicoproteina Ib). A adesdo é §egulda
pelo recrutamento de outras plaquetas que vdo aderir umas
As outras por um processo chamado agregagdo, de modo a
formar o rolhdo hemostatico primério.

Os doentes em hemodidlise apresentam em cerca de 60%
dos casos 13 alteragSes da hemostase que por vezes se mani-
festam por hemorragias (epistaxis, etc). Resultam ndo s6 de
alteragdes na interacgdo entre as plaquetas ¢ a parede dos
vasos, como também de um deficit na formagéo do rolhdo
hemostatico primdrio, tendo como resultado tempos de
hemorragia prolongados 2°. A hemorragia clinica em doentes
urémicos correlaciona-se sobretudo com o tempo de hemor-
ragia % Vérias substincias podem corrigir temporariamente o
tempo de hemorragia em alguns doentes urémicos: o criopre-
cipitado ! e a DDAVP ' provavelmente por aumento do
antigénio do Factor von Willebrand (FvW) e aparecimento
do FvW de alto peso molecular, os estrogénios (Premarin 3),
o Zeranol estimulante dos receptores estrogénicos? e a
hemodialise ™.

No entanto, existe evidéncia de que uma anemia grave,
independentemente da causa, pode estar associada com um
tempo de hemorragia prolongado o qual pode ser corrigido
por transfusdo de eritrdcitos 4156, Estes dados sugerem que
os eritrécitos t2m um papel importante nos mecanismos
hemostiticos normais, mas ndo se pode excluir a possibili-
dade de a melhoria no tempo de hemorragia observada apés
transfusdo estar relacionada com componentes hemostaticos
eventualmente adsorvidos 3 membrana dos eritrécitos.

No entanto estudos mais recentes mostraram uma melho-
ria no tempo de hemorragia associada a subida do hematé-
crito com rHuEpo 61718,

As alteragdes da hemostase observadas durante o trata-
mento com rHuEpo tém apresentado alguns resultados con-
troversos. No que diz respeito ao nimero de plaquetas,
enquanto alguns autores descrevem um aumento significa-
tivo embora transitério '7, outros referem que a terapéutica
com rHuEpo nio altera o nimero de plaquetas . Neste
estudo, o niimero de plaquetas observado as 12 semanas de
tratamento ndo foi significativamente diferente do inicial.

Em relagdo 4 agregagiio plaquetdria, os resultados obtidos
com a rHuEpo pelos diferentes investigadores s3o também
divergentes, tendo alguns descrito uma melhoria significa-
tiva 1" que nfo foi observada por outros autores 2. Neste
estudo, 3 doentes apresentavam pré-rHuEpo valores subnor-
mais €, no seu conjunto, o grupo de doentes tinham uma
agregacio plaquetaria inferior ao grupo controlo. Apds 12
semanas de terap2utica assistiu-se a uma melhoria com a
normalizagio da agrega¢do plaquetdria. Alguns estudos
constataram no entanto que esta melhoria s6 se observa até
as 12 semanas de teraputica, voltando posteriormente a
agregacdo plaquetdria aos valores pré-rHuEpo !’. Pensamos
por isso repetir este estudo, com avaliagio da fungio plaque-
tiria apés um periodo terapdutico mais prolongado.

Alguns autores referem que na insuficiéncia renal crénica
existe um déficit na sintese de tromboxano 222 a qual seria
responsavel pela deficiente agregagéio plaquetdria. Serd pois
interessante investigar se a melhoria na fungio plaquetdria
associada A teraptutica com rHuEpo estara eventualmente
associada & normalizagio na sintese do tromboxano. Outros
autores '”-? defendem que a normalizagdo da agregagio pla-
quetdria estd associada a uma subida no niimero de plaque-
tas, sobretudo A custa de plaquetas de maiores dimensdes,
funcionalmente mais activas. Esta hip6tese seria apoiada
pelo facto de apds as 12 semanas de rHuEpo a agregacdo
plaquetdria diminuir novamente para valores idénticos aos
basais. Com o seu amadurecimento, as plaquetas tornar-se-
-iam funcionalmente id&nticas as existentes antes da terapéu-
tica com rHuEpo. Os dados observados no nosso estudo nio
apoiam esta hipdtese uma vez que ndo se observou qualquer
subida no ntimero de plaquetas.

Apés rTHuEpo observdmos uma melhoria no tempo de
protrombina (TP) e no tempo de tromboplastina parcial
(aPTT). O TP embora basalmente estivesse dentro dos valo-
res normais, variando entre 74% e 849, subiu em 7 doentes
apés o tratamento com rHuEpo, tendo em 2 casos atingido
os 100%. Inicialmente, 2 doentes apresentavam aPTTs eleva-
dos que normalizaram apés o tratamento com a rHuEpo.
No seu conjunto, o aPTT apés terapéutica, foi significativa-
mente mais baixo que o aPTT basal. Estes dados ndo foram
encontrados por outros autores® e € por isso importante
confirmd-los em estudos mais alargados, em particular nos
doentes com alteragdes mais pronunciadas da hemostase.
Apesar de habitualmente se considerar que as plaquetas € o
sistema de coagulagdo constituem dois sistemas separados
envolvidos na hemostase, estes dois mecanismos estdo de
facto estreitamente interrelacionados 2. As plaquetas contém
muitos dos factores de coagulagdo (fibrinogénio, Factores V,
VIII, XI, quininogénios de alto peso molecular) e participam
activamente a varios niveis, fornecendo a sua membrana a
superficie na qual se desenvolvem as reacgdes de coagulagdo.
Sabe-se que as plaquetas participam na activagio proteoli-
tica Surface-mediated dos Zimogénios da coagulagio,
incluindo a protrombina e os Factores X, XI e XII %, Por
outro lado, demonstrou-se que o factor Va ¢ o local de liga-
¢do A membrana do Factor Xa 2. E, por isso, possivel que a
melhoria observada no TP ¢ aPTT com a rHuEpo se deva a
uma alteragio na actividade coagulante plaquetdria. Esta
hipé6tese é, obviamente, meramente especulativa. Pensamos
que ¢ importante repetir este estudo num maior niimero de
doentes avaliando simultaneamente a secre¢do plaquetdria
(FP ,, B-Tromboglobulina), o metabolismo do acido araqui-
dénico plaquetario e, nomeadamente, a produgdo de trom-
boxano, e a evolugdo dos niveis do Factor von Willebrand.
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