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RESUMO

Um desequilibrio nos mecanismos hemostaticos pode ocorrer durante a gestacao
com tendéncia a hipercoagulabilidade e aumento do risco de trombose. Nas
gestantes com distarbio hipertensivo, principalmente nas pré-eclampticas, ha dados
na literatura que indicam haver alteracdo no numero total de plaquetas e nos indices
plaguetarios, volume plaquetario médio (VPM) e fracdo de plaquetas imaturas(IPF).
A IPF tem sido sugerida como um indice sensivel para monitorar mudancas na
producao e destruicdo plaquetaria. Uma técnica automatizada para a obtencéo deste
parametro tem sido utilizada. O objetivo do presente estudo € avaliar o
comportamento da IPF utilizando citometria de fluxo fluorescente em pacientes com
diagnostico de doenca hipertensiva gestacional. Foi realizado estudo transversal
controlado com 99 gestantes a fim de estimar os niveis de IPF no sangue materno
das pacientes com sindrome de pré-eclampsia (SPE) comparando com hipertensas
gestacionais sem proteintria (HGsP) e gestantes normais normotensas (NT)
atendidas no Hospital S&o Lucas/PUCRS, Porto Alegre, Brasil. O termo de
consentimento livre e esclarecido foi empregado nas 34 gestantes com SPE, 32 com
GHsP e nas 33 NT. A IPF foi contada através do equipamento XE-5000 (Sysmex
Corporation, Kobe, Japan), utilizando citometria de fluxo fluorescente. A contagem
de IPF e VPM em gestantes com doenca hipertensiva gestacional (DHG) foi
significativamente maior que no grupo controle. Nao houve diferenca estatistica
entre os grupos SPE e HGsP. O VPM foi normal em todas as gestantes do grupo
controle. Detectou-se um distinto perfil dos indices plaquetarios em gestantes
hipertensas, e sugere-se que esses marcadores possam ser utilizados na rotina
clinica diaria como uma ferramenta adicional no auxilio do diagndstico precoce da
DHG.

Palavras-chave: Hipertensdo, Gestacédo, Fracdo de plaquetas imaturas, volume
plaquetario médio.



ABSTRACT

Imbalance in hemostatic mechanisms can occur during pregnancy with a tendency
for hypercoagulability and increased thrombosis risk. Pregnant women with a
hypertensive disorder, especially preeclampsia, may disclose alterations in total
platelet count and the platelet indexes, mean platelet volume (MPV) and immature
platelet fraction (IPF). The IPF has been suggested as a sensitive index for
monitoring changes in platelet production and destruction. An automated technique
for obtaining this parameter has been used. The aim of the present study was to
evaluate the immature platelet fraction behavior in patients diagnosed with a
gestational hypertensive disorder (GHD), using fluorescent flow cytometry. A cross-
sectional study conducted at the Sao Lucas Hospital, Porto Alegre, Brazil to estimate
IPF levels in the maternal blood of 99 pregnant women, divided into 3 groups:
normotensive controls (NP), preeclampsia syndrome (PES) and non-proteinuric
hypertensive pregnancy (nPHP). Following ethical approval and written informed
consent, samples were collected from 33 NP, 34 PES, and 32 nPHP women. IPF
levels were measured by fluorescent flow cytometry using the XE-5000° (Sysmex
Corporation, Kobe, Japan). The IPF and MPV count in pregnant women with a GHD
was significantly higher than the control group. No significant difference was detected
between the PES and nPHP groups. The MPV for the NP group was normal. A
distinct profile in platelet indexes was detected in hypertensive pregnancies. It is
suggested that these markers could be used in daily routine as an additional tool in
the management of hypertensive pregnant women.

KeyWords: Hipertension, Pregnancy, Immature platelet fraction, mean platelet

volume.
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INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

1.1 DISTURBIOS HIPERTENSIVOS DA GESTACAO

Os distarbios hipertensivos sdo uma das complicacdes mais frequentes da
gestacdo, sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade materna e
fetal (DULEY 2009; REDMAN 2011; VICTORA, et al. 2011). A pré-eclampsia,
sindrome especifica da gestacdo humana, € caracterizada por elevacdo da presséo
arterial, proteinuria patolégica e edema apoés a vigésima semana de gestacao.

A prevaléncia varia dependendo do local estudado, mas é estimado 2-8%
das complicacfes de todas as gestacdes (DULEY 2009). A etiologia é desconhecida
e seus mecanismos fisiopatologicos estdo relacionados com hipoperfuséo
placentaria, disfuncdo endotelial, inflamacéo e alteracdes de coagulagéo, levando a
circulacao inadequada na mée, no feto e na placenta (ROBERTS, et al. 1989).

Existem ainda outras teorias como fatores nutricionais, fatores genéticos e
desordem na adaptacdo imunologica (SIBAI, 2004). Além disso, sugere-se que 0O
sistema do complemento possa estar associado com a pré-eclampsia também em
mulheres que ndo possuam patologias autoimunes, como ldpus e sindrome
antifosfolipidio.

Gestantes com pré-eclampsia possuem um aumento de produtos
circulantes, ativadores do sistema do complemento, além de apresentarem também
um aumento de produtos do complemento na placenta (SALMON, et al. 2011;
BUURMA, et al. 2012).

As manifestacbes clinicas da pré-eclampsia representam as respostas
sistémicas maternas para um excesso de fatores antiangiogénicos liberados através
da placenta hipoperfundida. Manifesta¢cées da doenca variam de uma leve elevacéo
da pressao sanguinea até uma grave hipertensdo com sindrome HELLP (hemolise,
elevacdo das enzimas hepaticas e plaquetas baixas) ou eclampsia.

A sindrome HELLP é uma das mais severas complica¢des da pré-eclampsia
ocorrendo em aproximadamente 3% das gestantes com pré-eclampsia. Ja a
eclampsia € bastante rara afetando 1 em 2000 gestantes nos paises desenvolvidos

e 1 em 100 até 1 em 1700 nos paises menos desenvolvidos (CLARKE, et al. 2008).



1.2 INDICES PLAQUETARIOS

As plaquetas sdo células anucleadas produzidas e liberadas por sua célula
percursora, 0 megacariocito. O megacariocito € uma ceélula mieldide rara, que se
situa principalmente na medula éssea, mas pode ser também encontrado no sangue
periférico, pulméo ou baco (HARRISON 2007). O processo de megacariopoiese até
a formacdo das plaquetas ocorre dentro da medula éssea e € muito complexo e
pouco compreendido. Em 1906, Wright (apud PEREZ RUIZ, et al. 1997), sugeriu que
as plaquetas poderiam surgir de extensdes citoplasmaticas de megacariocitos. Esta
teoria ainda persiste e hoje sabemos que as plaquetas séo produzidas e liberadas a
partir de projecdes citoplasmaticas do megacariocito, chamadas de pro-plaquetas.
Durante o processo de maturacdo o nucleo do megacariocito replica por endomitose
até se tornar granular e liberar mais de 2000 plaquetas (HARRISON, 2007).

A trombocitopenia induz a uma répida producdo de plaquetas pela medula
0ssea para compensacdo demonstrando que h4 um sistema regulatério do nimero
de plaguetas. Pacientes com trombocitopenia apresentam o VPM (Volume
Plaquetario Médio) aumentado enquanto que pacientes com aumento do numero de
plaguetas geralmente possuem o VPM diminuido. Isto sugere que ha um mecanismo
de autocontrole do sangue periférico para a medula 6ssea em relagdo a producédo de
plaguetas (HARRISON, 2007).

A trombopoetina (TPO) é o principal fator de crescimento fisiolégico para a
linhagem megacariocitica, possuindo acdo estimulante sobre a célula tronco
pluripotente e células progenitoras jovens assim como participacdo na maturacao
dos megacariécitos, aumentando a producao das plaguetas (DEUTSCH, et al. 2006;
KAUSHANSKY, et al. 2009). A TPO regula todas as fases de desenvolvimento do
megacariocito desde a célula tronco pluripotente até a maturacéo citoplasmatica.

As interleucinas-3 (IL-3), 6 (IL-6) e 11 (IL-11) também promovem o
crescimento de precursores trombopoiéticos, a maturacdo de megacariocitos,
estimulando o desenvolvimento e a produgdo de plaquetas in vivo (HARRISON,
2007).



As plaquetas, células metabolicamente ativas, complexas e multifuncionais,
medem em torno de 2 a 4 um. Devido a sua multifuncionalidade, elas exercem, além
de suas funcdes principais em hemostasia e trombose, importante papel em varios
processos fisioldégicos como retracdo do coagulo, vasoconstricdo, inflamacdo e
reparacao, defesa do hospedeiro e crescimento de tumores (HARRISON, 2005;
2007).

A contagem de plaquetas em individuos normais é de 150-400x10°%L, com
meia vida curta de aproximadamente 10 dias (BRIGGS, et al. 2007; HARRISON,
2007). As plaquetas tém propriedades de adesdo, agregacdo, secrecdo do
conteudo de seus granulos e uma atividade proé-coagulante, uma vez que , em sua
superficie, ocorre a ativacdo dos fatores de coagulacdo. A ligacdo da plaqueta a
superficie do endotélio vascular se da através da ligacdo entre a glicoproteina
Ib/IX/V, que encontra-se na superficie das plaquetas, e o colageno que fica exposto
quando ocorre lesdo do endotélio. Esta ligagéo é facilitada pelo fator Von Willebrand
que tem funcao de alca de ligacdo (HARRISON, 2007).

As plaquetas sdo também responsaveis pela secrecdo e agregacao
plaguetaria (RODACK; FRITSMA, 2007). Todas essas responsabilidades e fungbes
das plaquetas servem para formacao rdpida do trombo plaquetario que ira ocluir a
lesdo e prevenir o sangramento (HARRISON, 2005). Qualquer defeito em uma
dessas fungdes ou no numero total de plaquetas pode prejudicar a hemostasia e
aumentar o risco de sangramento. Por outro lado, um aumento no numero total ou

na reatividade de plaquetas pode levar a formacao inapropriada de trombos.

1.3 INDICES PLAQUETARIOS VERSUS GESTACAO

Alteracbes hemostaticas ocorrem durante a gestacao deslocando o equilibrio
a favor da hipercoagulabilidade, com risco aumentado para trombose. A contagem
total de plaquetas durante a gestacdo normal parece diminuir ou n&o sofrer
alteracdo. Aparentemente este declinio no valor total das plaquetas na gestacéo
normal parece ser dilucional, pois ha evidéncias que n&do ocorre aumento na

producéo de plaguetas pela medula 6ssea (RINDER, et al. 1994).



A ativacdo plaquetaria é parte da hipercoagulabilidade da gestacdo normal
gue é resultante de um aumento de pré-coagulantes, como o fator VIII, e uma
diminuicdo dos anticoagulantes fisiolégicos como a proteina S, que atua com a
proteina C (BRENNER, et al. 2004). Sabe-se também que a gestacdo causa
modificacdbes na membrana das plaquetas, tendo um aumento da atividade da
Ca?*adenosina trifosfatase, diminuicdo da fluidificacdo de membrana e reducdo da
concentracéo do colesterol (RABINI, et al. 1995; KAZMI, COOPER et al. 2011).

As mudancas hemostaticas, incluindo alteracbes nas plaguetas, estédo
acentuadas na sindrome de pré-eclampsia (SPE). Estruturalmente a membrana das
plaguetas mostra composi¢cdo anormal de lipidios com aumento de colesterol-
fosfolipidio além de reducdo na atividade Na/K-adenosina trifosfatase porém, como
na gestacdo normal, a atividade da Ca* adenosina trifosfatase permanece elevada.
E também reconhecido que a atividade da proteina C quinase no citosol e na
membrana das plaquetas de pacientes com hipertensdo induzida pela gestacéo é
mais alta que em gestantes normais (COATA, et al. 1992; KAZMI, COOPER et al.
2011).

Ha evidéncias da ativacdo do sistema hemostatico na SPE, demonstrado
atraves da ativacdo das plaquetas, elevacdo do fibrinogénio plasmatico e do fator
Von Willebrand além de elevados niveis de moléculas de adesdo ao endotélio. As
plaguetas expressam na sua superficie glicoproteinas, como 0s receptores de
fibrinogénio (GPIlIb/llla; CD41/CD61) e os receptores de Von Willebrand (Vwfr;
gplB/IX; CD42a/CD42b).

Ja a P-selectina (CD62P) e glicoproteina 53 (CD63) estédo localizadas nos
granulos internos das plaquetas. Na ativacdo plaquetaria ocorre um aumento do
namero de receptores de membrana celular de fibrinogénio (CD61) (STAR, et al.
1997) e a concentracao de fator de Von Willebrand na membrana celular diminui
(KAWANO, et al. 1999). A ativacdo plaquetaria induz o deslocamento de CD62P e
CD63 dos granulos internos das plaquetas para a superficie através de exocitose. A
expressdo basal de CD61, CD42a, CD62P, e adenosina difosfato (ADP),
estimuladora da expressao de CD62P nas plaguetas, estd aumentada em gestantes
com pré-eclampsia quando comparadas a gestantes normotensas, mostrando a
importancia das plaquetas na doenca (HOLTHE, et al. 2004).

Durante a gestagdo normal, as plaquetas geralmente ndo apresentam

modificacdes, porém, a trombocitopenia é relativamente comum na gestacao.



Numero de plaquetas inferior a 150000/pL € reportado em cerca de 10% de todas as
gestacOes e 1% das gestantes possuem a contagem de plaguetas menor que
100000/puL (AHMED, et al. 1993; BOEHLEN, et al. 2000; VALERA, et al. 2010).

Além da trombocitopenia durante a gestacao e a pré-eclampsia (REDMAN,
et al. 1978; BOEHLEN, et al. 2000), outros indices plaquetarios também podem
sofrer alteragcbes. Os valores de VPM e PDW (Largura de Distribuicdo das
Plaquetas) estdo proporcionalmente aumentados em relacdo a gravidade da preé-
eclampsia quando comparados a um grupo de gestantes normais (AHMED, et al.
1993; JAREMO, et al. 2000; ANNAM, et al. 2011; DADHICH, et al. 2012; YANG, et
al. 2014). Apesar de haver um aumento no VPM, a utilizacdo deste parametro como
teste de triagem possui algumas limitagdes. O EDTA  (Acido
etilenodiaminotetracético), apesar de ser o anticoagulante de escolha na coleta de
sangue para a contagem das plaquetas, pode induzir alteracbes na forma e na
ultraestrutura das mesmas. As plaquetas coletadas com o EDTA sofrem
modificacdes com o tempo e a temperatura tornando o indice VPM bastante instavel
e pouco confiavel (BATH, 1996; DASTJERDI, et al. 2006). Novos equipamentos e
novas metodologias possibilitaram a quantificacao das plaquetas imaturas.

As plaquetas imaturas sdo plaguetas maiores e mais reativas do que as
plaquetas maduras. Elas contém RNA (Acido Ribonucleico) em seu citoplasma e s&o
analogas aos reticulocitos da série dos eritrécitos, também chamadas de plaquetas
reticuladas. O numero de plaquetas imaturas refletem o grau de atividade da
trombopoiese e pode ser utilizado para distinguir as causas de trombocitopenia
(JUNG, et al. 2010) sendo um parametro mais estavel que o VPM (BRIGGS, et al.
2004). Quando a trombocitopenia for causada por falha na medula 6ssea o
percentual de plaguetas imaturas estara diminuido, enquanto que no caso da
trombocitopenia causada por destruicdo periférica, o percentual de plaquetas
imaturas estara aumentado (JUNG, et al. 2010).

Outra importante utilizacdo deste parametro é 0 monitoramento da
recuperacdo da medula 6ssea apds o transplante (ZUCKER, et al. 2006). Apds o
transplante de células progenitoras hematopoiéticas, a contagem de plaguetas
imaturas se recupera significativamente mais rapido que a contagem total das
plaguetas (ZUCKER, et al. 2006). Elas sdo também utilizadas no monitoramento de
transfusdes sanguineas, implementando uma politica de transfusdo profilatica de

plaguetas mais controlada e definindo limites de contagens especificos,



principalmente quando a recuperacdo plaquetaria € iminente. Auxilia também na
reducdo do uso de concentrados plaquetarios e as possiveis infecgbes adquiridas
por transfusédo (BRIGGS, et al. 2006).

Pacientes que possuem a atividade do megacariocito diminuida possuem
plaquetas com pouco RNA em seu citoplasma enquanto que, quando a atividade do
megacariocito esté elevada ocorre um aumento do RNA citoplasmaético.

Estas plaquetas sdo quantificadas nos novos aparelhos automatizados que
empregam citometria de fluxo fluorescente, através do indice chamado IPF (fracédo
de plaquetas imaturas). A IPF é fornecido em porcentagem e em valores absolutos.
O valor de referéncia para este parametro varia de 1,0-7,0% (BRIGGS,et al. 2004;
KICKLER, et al. 2006; JUNG, et al. 2010).

A metodologia utilizada para a obtencéo da IPF € a citometria de fluxo com
fluorescencia 6tica, utilizando corantes especificos, o polimetina e o oxazina. Estes
dois corantes penetram no citoplasma das plaquetas e dos eritrocitos corando o
RNA das mesmas, sendo a metodologia utilizada também para contagem de
reticulocitos. As células passam através de um feixe de laser semicondutor onde o
volume celular e a intensidade da fluorescéncia gerada é mensurada. Apds, um
algoritmo informatizado separa as plaquetas maduras das plaquetas imaturas. Este
processo de separacdo é realizado através das cores, as plaquetas imaturas sao
plotadas com pontos verdes, enquanto as plaquetas maduras sao plotadas com
pontos azuis.

Varios investigadores, demonstraram diminuicdo das plaguetas circulantes e
um aumento do VPM em mulheres com pré-eclampsia (AHMED, et al. 1993;
HOWARTH, et al. 1999; JAREMO,. 2000; DUNDAR, et al. 2008; ANNAM.,2011;
DADHICH 2012; FREITAS, et al. 2013) mas raros sdo os dados sobre plaquetas
imaturas. Na literatura h4 somente um estudo sugerindo aumento de plaquetas
reticuladas em pacientes com disturbios hipertensivos (RINDER, et al. 1994).

A contagem das plaquetas e mensuracdo dos indices plaquetarios séo
meétodos rapidos, baratos e de facil obtencdo em laboratérios e hospitais que
trabalham com tecnologia avancada de automacgdo, podendo ser util, como teste de
triagem, para identificacdo precoce de pré-eclampsia e eclampsia (ANNAM, et al.
2011).

A contagem da IPF € um exame de facil obtencdo que ainda necessita ser muito

estudado para verificar sua relevancia clinica no auxilio do diagnostico e



diferenciacdo da pré-eclampsia, pré-eclampsia sobreposta e outros distarbios
hipertensivos da gestacéo.



DESENVOLVIMENTO



OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os indices plaquetarios (VPM e IPF) e a contagem total de plaquetas
nas pacientes gestantes normais, com sindrome de pré-eclampsia e com outros
distarbios hipertensivos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a associacao entre a IPF e a ocorréncia de SPE.

e Comparar a IPF entre gestantes normais com gestantes com SPE ou outros

disturbios hipertensivos da gestacéo.

e Correlacionar marcadores de gravidade da SPE com a IPF



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO
Estudo transversal controlado.
3.2 SUJEITOS DA PESQUISA

O presente estudo foi realizado com 99 gestantes que receberam
assisténcia no Hospital Sdo Lucas da PUCRS. A selecado foi aleatoria, de acordo
com a chegada ao ambulatério, centro obstétrico e/ou alojamento conjunto. Foi
preenchida ficha de inclusdo que consta de dados de anamnese, exame fisico e
exames complementares, através do preenchimento do protocolo de coleta de
dados (ANEXO A), incluindo uma coleta de 4mL de sangue. Todas pacientes foram
devidamente informadas sobre a pesquisa, e foram incluidas somente apos a
assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO B),
parecer n° 105.164.

As pacientes gestantes normais foram nosso grupo controle.

N "N "N N "N R
Identificacdo das Classificacéo Autorizagao - " e Coleta de Encaminhamento ™,
> pacientes > NT/SPE/HGSP > TCLE BRdesiCliices sangue Ambulatério

Figura 1 — Fluxograma de inclusdo das amostras.




3.3 ASPECTOS ETICOS

O inicio deste estudo ocorreu apés avaliacdo e emissdo do Parecer de
Aprovacido da Comissdo Cientifica (ANEXO C e D) e pelo Comité de Etica da
instituicdo envolvida (ANEXO E). Foram incluidas somente as pacientes que

concordaram e assinaram o TCLE.
3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidas neste estudo gestantes normotensas, com SPE e outros
distarbios hipertensivos da gestacdo classificadas de acordo com relatorio do
National High Blood Pressure Education Program Working Group on High Blood
Pressure in Pregnancy (NHBPEPWGHBPP).

3.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas do estudo pacientes gestantes com historia de trombose
venosa e arterial, doenca renal e infecgcdes. As gestantes aparentemente normais

com uma cruz ou mais de proteindria no EQU, nao foram incluidas.

3.6 DEFINICOES

Hipertensao arterial na gestacao: Pressao arterial maior ou igual a 140/90

mmHg em pelo menos duas medidas.



Proteinuria patoldgica: Excrecdo urinaria de proteinas acima de 300 mg/24
horas, ou alternativamente um indice de proteina urinaria/creatinina urinaria em
amostra isolada de urina maior do que 0,3.

Pré-eclampsia: Hipertenséo arterial na gestacdo em mulher com mais de 20
semanas de gravidez, acompanhada de proteinuria patolégica.

Pré-eclampsia sobreposta: Hipertensdo arterial na gestacdo em mulher
com mais de 20 semanas de gravidez, acompanhada de proteindria patoldégica e
com historia prévia de hipertensao arterial sistémica e/ou nefropatia. Também seréo
consideradas aquelas pacientes que persistirem hipertensas ou com proteinUria
patologica 12 semanas apos o parto.

Sindrome de pré-eclampsia: Termo empregado para as gestantes com
pré-eclampsia ou pré-eclampsia sobreposta quando ndo € possivel definir o
diagndstico no momento da avaliagao.

Hipertensdo gestacional sem proteindria: Termo empregado para as
gestantes hipertensas gestacionais e hipertensas cronicas.

Gestantes normotensas: Termo empregado para classificar as gestantes
sem hipertensao ou outra complicagéo. Utilizadas como grupo controle.

Hipertensdo grave: Termo empregado para as gestantes hipertensas com
pressédo arterial sistdlica =2 160 mmHg, e proteinuria =2 2g (MAGEE, et al. 2008;
NHBPEPWGHBPP, 2000).

3.7 MATERIAIS

As amostras foram coletadas em tubos da marca Vacuette® de 4mL com
anticoagulante EDTA. O processamento das mesmas foi realizado no aparelho
Sysmex XE-5000 Corporation, Kobe, Japdo que utiliza um kit de reagentes
especificos (Sysmex, Brasil) adquiridos de fornecedor exclusivo (Roche), o qual,

através da doacao destes reagentes possibilitou a realizacéo do estudo.



3.8 METODOLOGIA

As contagens dos indices plaquetéarios e a contagem total de plaquetas nas
pacientes gestantes normais, com pré-eclampsia e outros disturbios hipertensivos da
gestacdo do Hospital Sdo Lucas da PUCRS foram realizadas no contador
automatizado XE-5000 Sysmex Corporation, jA& mencionado, do Laboratério de
Patologia Clinica-setor Hematologia. Esse aparelho realiza a contagem de plaguetas
e parametros plaquetarios por impedancia elétrica (corrente direta), através do qual
as células sdo classificadas por volume. Além desta metodologia o analisador
também apresenta um segundo meéetodo denominado 6tico com fluorescéncia, que
classifica as células pelo volume e pela fluorescéncia gerada, evitando resultados
ndo confiaveis quando ha interferéncias. Esta metodologia apresenta um parametro
inovador, chamado IPF que sera quantificado nas pacientes do estudo.

A figura a seguir ilustra a metodologia da avaliacdo das plaquetas imaturas

por citometria de fluxo

Dados laterais de luz

Microprocessador fluorescente
\’4“
i'!/ Envio de dados de luz

Filtro Otico

Fotodiadn Lente Lateral de Pinhale

‘* P luz Fluarescente
\'/ Espelha dicroico Tubo
. Rolha feixe ) Fotomultiplicadar,

\ f \/
Finhole
! é
3 )
Lente de condensagao de (\'U'l‘.\ \.
'°' Tubo Fotomultiplicador

luz dispersa em frente r\

Celula de fluxo de bainha (’
'

Bocal de amostra andensadur
lEnte

Dados Espalhados de luz lateral

Feixe de laser
semicondutor

Figura 2 Metodologia de avaliagcdo das plaquetas imaturas (Adaptado de XE-5000-Instruction
for use- Sysmex).



3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando SPSS para Windows versao 21.0. Os
resultados estédo apresentados como média + desvio padrdo ou mediana e intervalo
interquartil para variaveis simétricas e assimétricas respectivamente. Percentagem
foi utilizada para expressar variaveis categoricas. Qui-quadrado foi utilizado na
comparacao dessas variaveis.

Foi realizado andlise de variancia para as variaveis continuas simétricas; as
assimétricas foi aplicado o logaritmo da medida antes da andlise de variancia.
ANOVA e Qui-quadrado (ou Fisher) foram empregados para comparar 0s trés
grupos. Valores de P<0.05 foram considerados significativos.

O tamanho amostral foi calculado com auxilio de estatistico considerando
alfa=0.05, magnitude do efeito de 0.8 desvios padrédo e poder de 90% (B= 0,10),

resultando em 34 pacientes por grupo.



4 CONSIDERACOES SOBRE ESTA DISSERTACAO

O Programa de P6s Graduacgédo da Universidade Catdlica do Rio Grande do
Sul segue as regras padroes para realizacdo da dissertacdo final para mestrado
segundo o modelo para apresentacdo de trabalhos Académicos, Teses e
Dissertacoes elaborado pela Biblioteca Central Irmé&o José Otao.

O modelo segue a ABNT NBR 14724: Trabalhos Académicos -
apresentacao, atualizada em abril de 2011 e demais normas da Associacéo

Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) relacionadas ao assunto.



5 RESULTADOS

A avaliacdo dos indices plaquetarios foi realizada em 5 gestantes aleatérias
para verificacdo da reprodutibilidade do método. Foram realizados 5 medidas por
individuo em 5 gestantes diferentes. O coeficiente de variabilidade (CV) para a IPF
foi 10,2 (DP 2,5; Min 7,57,;Max 13,6) e para o VPM o CV foi de 1,3 (DP 1; Mediana
0,86; Min 0,75; Max 3,2).

As figuras 3a e 3b ilustram exemplos de graficos da contagem das plaquetas
gerados pelo equipamento Sysmex XE-5000. No grafico 3a esta a avaliacdo de uma
gestante normal, sem pré-eclampsia ou outra complicacdo. O valor da IPF foi de
4,0%, com total de plaquetas de 234 x 10%/L e o VPM de 10,9 fL.

O grafico da Figura 3b ilustra o caso de uma paciente gestante com pré-
eclampsia grave. O valor da IPF é de 18%, plaquetas de 167 x 10%/L e o VPM de
13,6 fL.

Eritrocitos Reticulocitos Eritrocitos Reticulécitos

Plaquetas maduras

(a) (b)
Figura 3 — (a) Paciente gestante sem pré-eclampsia ou outra complicacdo, com valor das plaguetas
imaturas normal (IPF=4%).(b) Paciente gestante com pré-eclampsia grave, com valor das plaquetas
imaturas alterado (IPF=18%).
PLT= Plaquetas; FSC = Volume celular; SFL= Fluorescéncia
IPF= Fracao de Plaquetas Imaturas; PLT-O= Plaquetas 6tica (metodologia)

5.1 Sujeitos

Os dados clinicos e demograficos de todas as participantes estao
demonstrados na Tabela 1. O nimero de gestacdes nao foi diferente entre os

grupos, mas o namero de abortos prévios foi maior no grupo controle NT 9 (28,1%),



SPE 6 (18,2%) e HGsP 3 (10%), P= 0,047). As idades materna e gestacional nédo
foram diferentes entre os grupos (P=0,762) no momento da coleta, entretanto houve
diferenca significativa na idade gestacional no momento do parto (P=0,001), assim
como nos niveis pressoricos (P< 0,001) e peso do neonato (P=0,006).

Tabela 1 - Dados clinicos e demograficos das gestantes

NT SPE HGsP P
(n=33) (n=34) (n=32)

Idade, anos (média + DP) 24,7+6,6 27,5+7,7 27,8+ 7,3 0,167
Caucasiano, n (%) 24 (72,7) 20 (58,8) 15 (46,9) 0,155
Gestacdes, n (%) 13 (39,4) 20 (58,8) 15 (46,9) 0,116
Idade gestacional, semanas 36,3+3,1 35,8+3,6 36,4+3,4 0,762
(média + DP) na coleta

Idade gestacional, semanas 39,3+1,6° 36,6+2,9" 37,6+2,2°  <0,001

(média + DP) no parto
Press&o arterial sistélica, mmHg  114,1+11,2*  156,7+13,5° 157,1+11,3" <0,001

(média + DP)

Presséo arterial diastdlica, 72,4+11,1° 101,4+8,8" 100,3+12,26"  <0,001
mmHg (média + DP)

Razdo Proteinuria/Creatinintria * 2,15(0,412,80)* 0,14(0,0810,19)° <0,001
(P/C), g/g (mediana — 11Q)

Parto normal, n (%) 13(65)* 8 (24,2)° 19(61,3)° 0,007
Peso do Rn, Kg (média + DP) 3366+516"  2737,7+779°  2,948+737° 0,006
Classificacdo do RN

AIG,n (%) 19( 82,6) 26 (78,8) 23(74,2) 0,243
GIG,n (%) 19( 82,6) 1(3,0) 2 (6,5)

PIG, n (%) 1(4,3) 6 (18,2) 6 (19,4)

NT: Normotensas; SPE: Sindrome de Pré-eclampsia ; HGsP: Hipertensao Gestacional sem
proteindria; 11Q: Intervalo interquartil; * Grupo NT teste de proteindria negativo na fita reagente. P:
ANOVA ou Qui-Quadrado . AlG: Normal para idade gestacional; GIG: Grande para idade gestacional,
PIG: Pequeno para idade gestacional. *' ® Letras indices diferentes mostram as diferencas
estatisticamente significativas.



5.2 Testes Laboratoriais

Os parametros hemoglobina, leucdcitos, eritrécitos e numero total de
plaguetas ndo se mostraram significativamente diferentes entre os grupos de
gestantes SPE, HGsP e NT (P>0,05). Quatro pacientes do grupo SPE (11,7%) e
cinco pacientes no grupo HGsP (15,6%) apresentaram o numero total de plaquetas
abaixo de 150x10%L, enquanto que somente uma paciente no grupo NT (3,0%)
apresentou contagem de plaquetas abaixo de 150x10%L (P= 0,24, Teste de Fisher).
Apesar de ter sido encontrado uma diferenca aparente entre 0s grupos, esta ainda
nao é estatisticamente significativa. A contagem mais baixa de plaquetas 104000/uL
foi em uma paciente com pré-eclampsia.

Os indices plaquetérios IPF, VPM e PDW foram estatisticamente diferentes
entre o grupo NT e os grupos SPE e HGsP (P<0,05). Os dados estao apresentados
na Tabela 2 e Figuras 4 e 5.

N&o encontramos associacao entre a gravidade do distarbio hipertensivo e a
IPF. A IPF ndo apresentou diferencga estatistica nas pacientes com proteindria acima
de 2 g/g de creatininiria em comparacdo com aquelas com valores menores
(Proteinuria >2g/g - mediana 5,75% e 1IQ 4,98-11,83; Proteindria <2g/g mediana
6,70% e 11Q 5,05-9,93; P= 0,757). Nao encontramos diferenca na IPF das pacientes
com hipertensédo grave em comparagdo com aquelas com hipertensao arterial
considerada ndo grave - pressao arterial sisttmica < 160 mmHg (Hipertenséo grave
- mediana 5,95% e 1IQ 4,75-8,70; Hipertensdo ndo grave - mediana 7,35% e 11Q
5,30-10,38; P=0,415).

Quando comparamos aquelas gestantes com proteinuria 22g e com pressao
arterial sistolica =2 160 mmHg com aquelas sem estes marcadores de gravidade,
verificamos que a IPF nas pacientes com ambos marcadores de gravidade
presentes (mediana 5,9%; 1IQ 4,0-8,95) nado foi diferente daquelas sem os 2
marcadores de gravidade (mediana 6,6%; 5,2-10,30; P= 0,970). As pacientes com
estes 2 marcadores presentes apresentavam VPM médio de 11,7 fL (DP+1,20)
versus média 11,8 fL (DP+0,99; P= 0,950) nas demais gestantes. O PDW
apresentou resultados semelhantes com 14,66 fL (DP+2,62) versus 15,69 fL
(DP+2,84) respectivamente (P=0,654). Considerando o peso do recém nascido

como um marcador de desfecho, ndo ocorreu diferenca na IPF nos diferentes



estratos de adequacdo do peso do recém nascido em relacdo a idade gestacional
(Normal para idade gestacional: mediana 5,6% (l11Q 3,80-9,50), Grande para idade
gestacional: mediana 5,2% (1,70-8,050), Pequeno para idade gestacional: mediana
6,1% (4,7-9,0) P= 0,820). Se considerarmos o ponto de corte de 6,1% para a IPF,
verificamos que 3 (50%) com hipertensao grave apresentavam IPF acima do normal
em comparacao com 33 (55%) sem hipertenséo grave. As gestantes com proteinuria
grave, apresentavam IPF acima de 6,1%, em 5 casos (45,5%) comparadas com 6
(54,5%, P=0,529) das demais.

Tabela 2 Dados Hematimétricos

indices NT SPE HGsP P

Sanguineos (n=33) (n=34) (n=32)
Eritrocitos 4,0+0,4 4,15+0,4 4,1+0,4 0,091
(10%/uL)
Leucécitos(/uL) 10402+2063 11209+2930 1075142073 0,389
Hematoécrito(%) 35,4+2.8 36,1+3,0 35,9+2,9 0,538
Hemoglobina 11,8+0,91 12,26x1,16 12,2+1,0 0,127
(g/dL)
Plaquetas 236+53 209+66 214+58 0,155
(10°/L)
Plaquetas 227+53° 192+64° 200+61° 0,047
maduras (10%L)
IPF (%) 3,8(2,4-5,1)° 8,6(5,83-10,60)" 7,3(4,2-10,18)° <0,001
IPF absoluto 8662+3908% 16951+7424" 13805+5097°  <0,001
(juL)
VPM (fL) 10,6+0,9° 12,1+1,0° 11,6+1,0° <0,001
PDW (fL) 12,8+1,7% 15,963+2,7" 15,259+2,9°  <0,001
PCT (%) 0,25+0,05 0,25+0,08 0,24+0,05 0,940

IPF= Fragdo de plaquetas imaturas; VPM= Volume Plaquetario Médio; PDW= Largura de
distribuicdo plaquetaria; PCT=Plaquetdcrito. ® Letras indices diferentes mostram as diferencas
estatisticamente significativas.
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Figura 4: Distribuicdo das pacientes de acordo com o IPF
*SPE= Sindrome de Pré-Eclampsia, HGsP= Hipertensao Arterial sem Proteinaria, NT=
Normotensas, IPF= Fracdo de Plaguetas Imaturas
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Figura 5: Distribuic@o das pacientes de acordo com o VPM.
*SPE= Sindrome de Pré-Eclampsia, HGsP= Hipertensao Arterial sem Protein(ria,
NT= Normotensas, VPM= Volume Plaquetario Médio

A percentagem de pacientes com SPE com IPF acima do ponto de corte de
6,1% (BRIGGS, et al. 2004) foi de 65%, ja em HGsP foi de 43,8% e de 9% nas
pacientes do grupo NT, p<0,001 (Figura 5). Dados relativos ao VPM mostram que
34,4% das pacientes SPE possuem resultados acima do ponto de corte de 12,5%
(FUZER, et al. 2005) sendo que no grupo HGsP foi de 18,8% e nenhuma paciente
do grupo NT apresentou resultado aumentado para o VPM, P<0,001 (Figura 6).
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Figura 6. Distribui¢cdo percentual de pacientes com Fragdo de Plaquetas Imaturas
superior a 6,1 %.
*SPE= Sindrome de Pré-Eclampsia, HGsP= Hipertensédo Arterial sem Proteindria, NT=
Normotensas
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Figura 7. Distribuicao percentual de pacientes com Volume Plaquetario Médio superior a
12,5fL.

*SPE= Sindrome de Pré-Eclampsia, HGsP= Hipertensdo Arterial sem Proteinlria NT=
Normotensas

A IPF foi também plotada na curva ROC (Receiver Operating Characteristic)
para avaliar seu valor como teste de rastreamento ou diagndstico de DHG (Figura
7). O valor da area sob a curva para o diagndéstico de hipertensédo na gestacéao foi de
0,83. Se considerarmos o0 ponto de corte da literatura (Brigss et al 2004) de 6,1% a
sensibilidade seria de 0,56 e a especificidade 0,88. A &rea sob a curva para o VPM
foi discretamente inferior a da IPF (0,81), portanto o gréafico néao foi apresentado.
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Figura 8. Curva ROC do IPF de gestantes GHsP e SPE.

IPF= Fracéo de Plaquetas Imaturas, HGsP= Hipertensédo Arterial sem Proteindria NT= Normotensas



6 DISCUSSAO

Este trabalho foi concebido a partir de ideias comuns do grupo de Pesquisa
de Nefrologia e o Laboratério de Patologia Clinica-Setor de Hematologia que
interagem no Hospital Sdo Lucas da PUCRS. O grupo de Pesquisa de Nefrologia da
Faculdade de Medicina da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
(FAMED-PUCRS) é uma unidade de pesquisa com especial interesse no estudo dos
distarbios hipertensivos da gestacdo. Juntamente com o Laboratério, que possui
ampla infraestrutura e tecnologia, surgiu a ideia de pesquisar as plaguetas imaturas
nas gestantes com pré-eclampsia. A concepcdo e execucdo do estudo sao
relativamente simples, mas apresentam resultados relevantes e interessantes. Os
dados sobre as plaguetas imaturas na pré-eclampsia sdo escassos, pouco
investigados e discutidos na literatura, justificando a realizacdo deste projeto.

Os resultados do presente estudo apontam que tanto as pacientes com SPE,
guanto aquelas com HGsP possuem plaquetas imaturas significativamente
aumentadas quando comparadas ao grupo de gestantes normotensas. O mesmo foi
demonstrado para o VPM e PDW.

Os grupos ndo apresentaram reducdo estatisticamente significativa na
contagem total das plaquetas quando comparados entre si ou com os valores de
referéncia. Este fato pode ser explicado pela producdo continua de plaguetas pela
medula 0ssea, devido ao aumento do consumo periférico evidenciado pela elevacao
da IPF. Apesar do numero de plaquetas maduras ter se apresentado
estatisticamente diferente entre os grupos SPE e NT, a alteracdo da contagem né&o
foi, aparentemente, clinicamente relevante. A ocorréncia de plaquetas abaixo de
150000/uL foi mais frequente nos grupos de gestantes hipertensas do que nas
gestantes normotensas, mesmo que nao tenha alcancado significancia estatistica.
Os resultados sugerem destruicdo aumentada de plaquetas na DHG.

Ainda h& conflitos entre os resultados publicados na literatura em relacdo a
contagem total de plaguetas e ao VPM durante a gestacdo normal e a pré-
eclampsia. Alguns autores ndo encontraram diferencas no numero total de
plaquetas, assim como no VPM entre pacientes gestantes normotensas e
hipertensas (MAKUYANA, et al. 2002; CEYHAN, et al. 2006). Por outro lado, varios

trabalhos, como o presente estudo, evidenciaram diferencas significativas no VPM



entre gestantes normotensas e hipertensas, porém sem diferenca nas contagens de
plaquetas totais. E possivel que essas divergéncias entre os estudos possam ser
explicadas pelas diferentes tecnologias e anticoagulantes utilizados. Apesar do
EDTA ser o anticoagulante de escolha para realizacdo do teste o VPM aumenta
significativamente na dependéncia da temperatura e tempo da coleta (BATH,;
BUTTERWORTH 1996; DASTJERDI, et al. 2006). A avaliacdo dos parametros
hematolégicos, no presente estudo, foi realizada em até 3 horas apos a coleta. Este
tempo é considerado adequado para avaliacdo das plaquetas imaturas, pois a IPF
apresenta estabilidade por um periodo de 48 horas a temperatura ambiente
(BRIGGS, et al. 2004).

Varios investigadores, ao longo dos anos, vém estudando o comportamento
das plaquetas e do VPM na gestacao, principalmente na hipertensao (AHMED, et al.
1993; HOWARTH, et al. 1999; JAREMO, et al. 2000; DUNDAR, et al. 2008;
ANNAM,. 2011; FREITAS, et al. 2013). Os achados sugerem diminuicdo das
plaguetas circulantes e um aumento do VPM em mulheres com pré-eclampsia.
Dados sobre os demais indices séo raros, especialmente em relacdo as plaguetas
imaturas. Rinder et al (1994), publicaram o Unico estudo encontrado na literatura
sobre as plaquetas reticuladas (imaturas) na gestagcao. O estudo de coorte evidencia
0 aumento das plaguetas imaturas em mulheres gestantes a partir de 282 semanas
de gestacdo antes do aparecimento dos outros sintomas clinicos da pré-eclampsia.
Foram incluidas no trabalho mulheres nuliparas sem qualquer tipo de doenca ou
fazendo uso de medica¢Bes. Mulheres com historia prévia de hipertensdo, ou
usando alguma medicacdo que pudesse comprometer a funcdo plaquetaria, ou
historia de doenca vascular trombotica foram excluidas. O estudo incluiu mulheres
nao gestantes como grupo controle. A quantificacdo das plaguetas jovens foi
realizada através de um método ndo invasivo que verifica a presenca do RNA nas
plaquetas circulantes por meio do corante fluorescente (o laranja de tiazole). Foi
demonstrado que a diminuicdo das plaquetas na gestacdo normal nao €
acompanhada por um aumento de producdo das mesmas pela medula 6ssea, o que
sugere que, apesar da queda nas plaguetas, ndo ocorre uma resposta
trombopoiética compensatéria. Entretanto, nas gestantes que posteriormente
desenvolveram pré-elampsia ou hipertensdo, ocorreu aumento na producédo de

plaguetas antes mesmo das primeiras manifestacbes em um peqgueno numero de



gestantes (RINDER et al. 1994). Nossos achados sdo compativeis com os dados
apresentados por Rinder e colaboradores.

A IPF possui importantes vantagens em relacdo a determinacao do VPM. A
principal delas € que o IPF mede o numero de plaquetas recém liberadas pela
medula 6ssea (BRIGGS, et al. 2007) alteracbes mais precoces do que aquelas
apresentadas pelo VPM e pelo numero total de plaquetas. Como mencionado
anteriormente o tempo e temperatura podem afetar o resultado do VPM. E
necessario mencionar que o VPM foi normal em todas as gestantes normotensas,
fato que n&o ocorreu com a IPF. O foco principal na presente dissertacao foi a IPF,
devido a caréncia de dados na literatura. A partir da introducdo de novas
tecnologias na area laboratorial de hematologia é possivel realizar de maneira rapida
e acessivel, inclusive na rotina assistencial, a mensuracdo de todos os indices
plaguetarios. A automacéo permite a realizacdo de cerca de 180 testes por hora de
maneira precisa e confiavel, com custo acessivel.

As plaguetas sdo ceélulas importantes no acompanhamento clinico das
gestantes com pré-eclampsia e com sindrome HELLP (hemdlise, alteracdo de
enzimas hepaticas e trombocitopenia). As plaquetas séo células de facil obtengéo e
tem sido utilizadas em estudos na gestacao e hipertensdo na gestacao (JAREMO, et
al. 2000). Modificacbes na funcdo plaquetaria sdo descritas na gestacdo e podem
servir de marcadores diagnosticos e progndsticos nos disturbios hipertensivos da
gestacao.

A membrana plasmatica, estrutura que delimita todas as células vivas,
apresenta permeabilidade seletiva, mantendo desta maneira o equilibrio entre os
meios intra e extracelular. Porém, algumas doencas como a hipertensdo arterial
podem alterar propriedades da membrana, o que impede que ela exerca o seu
principal papel de controle, impossibilitando que as células mantenham a
concentracdo adequada de substancias interna e externamente (RIBEIRO, et
al.1997). Na pré-eclampsia alteracdo de transporte de L-arginina e do metabolismo
do oxido nitrico foram descritas em plaquetas (PIMENTEL, et al. 2013).

A via da L-arginina-6xido nitrico € muito importante na fisiopatologia da pré-
eclampsia (GALAO, et al. 2004; PINHEIRO DA COSTA, et al. 2006) e esta
relacionada com a funcéo endotelial. Disfuncéo endotelial € um achado marcante na
SPE (VIEIRA, et al. 2013; CUNHA FILHO et al. 2010).



Na gestacdo também ocorrem modificacbes na membrana das plaquetas,
incluindo um aumento da atividade de Ca®" adenosina trifosfatase, diminuicdo da
fluidez da membrana e reducdo da concentracdo do colesterol (RABINI, et al. 1995;
KAZMI, et al. 2011). Em geral essas modificagbes encontradas na gestagédo normal
estdo acentuadas na pré-eclampsia.

As plaquetas ativadas possuem diferentes glicoproteinas em sua superficie
quando comparadas com as plaguetas nao ativadas. Anticorpos monoclonais
especificos sdo utilizados para detectar diferentes estados de ativacdo plaguetaria
através da citometria de fluxo. A expressédo elevada dos receptores CD61, CD42a e
CD62P parecem estar associados com o aumento das plaquetas reticuladas na
circulacdo. Na pré-eclampsia a implantacéo inadequada do citotrofoblasto pode ser
o inicio para a disfuncéo endotelial e a ativacédo plaquetéaria. O contato das plaquetas
com o endotélio lesado parece representar o desencadeamento da cascata de
coagulacdo e o aumento do consumo plaquetario na circulacdo uteroplacentaria o
que resulta na diminuicdo das plaguetas circulantes e aumento da producédo das
mesmas pela medula 6éssea de maneira compensatoéria. Estudos mostram que a
producdo de plaquetas na DHG esta aumentada em relacdo a gestacdo normal
(RINDER, et al. 1994; DUNDAR, et al. 2008).

Tem sido descrito que na pré-eclampsia ocorre aumento da expressdo de
receptores na membrana das plaquetas: CD61, CD42a e CD62P, estimulando a
expressdo de ADP. Esses receptores relacionam-se respectivamente com
fibrinogénio, fator Von Willebrand e P-selectina, o que indica ativagdo plaquetéria
associada a condicdo fisiopatoldégica da pré-eclampsia (KONIJNENBERG, et
al.1997; HOLTHE, et al. 2004). Estes receptores foram verificados na fragéo total de
plaguetas, ndo sendo mencionada sua associacdo com plaquetas imaturas, pois o
trabalho ndo diferenciou o estado de maturidade das células observadas. No
presente estudo os mesmos receptores nao foram investigados, entretanto sabe-se
que a reatividade das plaquetas reticuladas € maior, e este fato pode estar
associado ao aumento da ativacao plaquetaria sugerido pelo aumento da atividade
dos receptores no estudo de Holthe et al (2004).

O aumento do VPM e das plaquetas reticuladas foi relacionado com
aumento da agregacao plaquetaria em resposta ao ADP e ao colageno. Plaquetas
jovens expressam niveis elevados de receptores de fibrinogénio GPIIb/llla entre

outros, comparados com plaquetas maduras (JAREMO et al. 2000; McBANE et al.



2013), além de apresentarem uma maior propensdo a formacdo de trombos
(McBANE et al. 2013) o que sugere uma relagcdo com as plaquetas reticuladas na
pré-eclampsia. O aumento do VPM e IPF na SPE e HGsP indicam que ha aumento
na destruicdo das plaquetas evidenciado pela diminuicdo da meia vida das mesmas,
com consequente aumento da renovacao plaquetaria e IPF. O aumento do PDW
também reflete aumento da renovacao plaquetéria apoiando a ideia de diminuicédo
da meia-vida e aumento da destruicdo das mesmas. O PDW mostra importante
elevacdo em gestantes com pré-eclampsia grave sugerindo a sua utilizacdo como
biomarcador para predizer a gravidade da doenca (YANG, et al. 2014).

A metodologia utilizada para obtencédo dos indices plaquetarios é acessivel e
simples para os laboratérios que comportam tecnologia avancada para realizacdo do
hemograma. O custo € baixo e a coleta do material sanguineo esta implantada na
rotina assistencial de todos os centros hospitalares. Assim, a viabilidade de
obtencdo da IPF para a maioria dos laboratérios pode ser Gtil na avaliagdo de
gestantes com doenca hipertensiva gestacional. Novos biomarcadores tem sido
procurados para diagnostico precoce da pré-eclampsia. A curva ROC para a IPF
mostrou uma razoavel area sob a curva, porém néo suficiente para que este seja um
teste com grande aplicabilidade clinica para rastreamento dos distlrbios
hipertensivos da gestagdo. Ele pode ajudar no diagndstico diferencial em associacao
com as demais informacdes clinicas. Para que a IPF fosse considerado um bom
biomarcador seria importante uma maior area sob a curva, portanto com melhor
sensibilidade e especificidade.

O presente trabalho investigou a presenca de plaguetas imaturas na SPE.
Critérios de exclusédo rigidos foram adotados rejeitando pacientes com qualquer
patologia hematolégica ou doenca associada. A impossibilidade estatistica de
separar pré-eclampsia pura da pré-eclampsia sobreposta devido ao tamanho
amostral, limita a andlise da importancia clinica da IPF na separagdo das mesmas.
Por outro lado, h& poucas evidéncias na literatura discutindo dados semelhantes. A
importancia deste estudo é o fornecimento de novas informacdes, investigando a
relevancia das plaquetas nesta sindrome. As plaguetas imaturas parecem estar
associadas com as manifestagbes da DHG na gestacdo e este dado pode ser
relevante na rotina assistencial. A continuidade deste trabalho investigando o
comportamento da IPF ao longo da gestacdo e seus desfechos hipertensivos pode

auxiliar no diagnéstico precoce da SPE.



CONCLUSAO



7 Conclusao

Os indices plaquetarios estdo alterados nos disturbios hipertensivos da
gestacdo, com aumento da IPF e do VPM. Os indices plaquetarios ndo sao
diferentes enrte a Sindrome de Pré-eclampsia e a Hipertensdo Gestacional néo
proteindrica, e ndo estdo associados com gravidade da Sindrome de Pré-eclampsia.
Estes indices podem ser facilmente introduzidos no assisténcia clinica de gestantes.
Mais estudos sdo necessarios para recomendar 0 emprego destes marcadores na
rotina diaria, em especial a avaliagdo das alteracdes plaquetarias com defechos
maternos e defechos fetais.
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ANEXO A- Protocolo da Coleta

PROTOCOLO DE COLETA PADRONIZADO- LINHA DE PESQUISA HIPERTE NSAQ NA GESTACAQ
LABORATORIO DE NEFROLOGIATPE — PUCRS (RAMAL 1344)

IDENTIFICACAQ ANAMNESE
MNome: Data da aliima menstruagio (DUM): Certeza: Sim Nio
Endereco: Idade gestacional (no dia da coleta): DUM= ECO=
Cidade: Baurro: Gestagbes: { ) Partos:{ ) Abortos: () Provocadoe’ Espontdneos
Fone:( ) Tabagismo: nio 1a10ag/idia = 10 cig/dia
Data da avahagio: Numero de consultas de pré-natal:
Registro HSL: HISTORIA MEDICA PREGRESSA
N° do Lab: ! ! Infecciio unnania (Tepetigio): Nao Sim: Infancia Fase adulia
Raca: branca mista negra HAS: Nao Sim: Idade ou IG no diagnéstico:
Data de nascimento: / PE prévia: Nie Sim DM: Nde DMI DMII DMG
Tdade: Ontras doencas:
HISTORIA FAMILIAR Drogas em uso (antes / duranie a gestacio, qual):
HAS: Nao Sim: Parentesco: mfe pal outros: Uso de anti-hipertensivos durante a coleta:
EXAME LABORATORIAL EXAMES FISICO
Data dos exames: Data do exame fisico:
IG: SEMANas dias TE (RENI): (Gey  |IG: SAMANAs dias
Hematéerito: Yo ETTE: segizeg |PAS: mmHg
Hemoglobina- gidL Fibrinogénio: mg/dl.  |PAD: mmHg
Lencdcitos totais: ul TGO: UL TGP: UL |Peso micial: kg /Peso final: kg / Altora: metros
Bastonados: Ve ul LDH: UL Membranas: Integras Bolsa rota (hordrie que rompen a bolsa):
Segmentados: Ya ul BD: me/dl BL: mg/dL DADOS DOPARTO
Basofilos: Ya ul Data: Hora:
Eosinofilos: Yo ul Tipo de parto: Normal Cesario Por que?
Mondcitos: Y ul TSM: ABO: Eh: Se parto normal- episiotonna sim  ndo / uso de forcipe  sim ndo
Linfocitos: Y ul DADOS DO EECEM-NASCIDO
Placuetas: mul Sexo: Masculing Femining
Creatinina- mg/dL Acido imeo: mg/dL Apgar:1° mmn 5° min
Proteimima de amostra: me/dL IGO: IGP (capurra):
Creatinimiria de amostra: me/dL Classificagio: AIG GIG FIG
Felacdo prot'creat (P/C) em amostra: Peso BN: g
Proteinima de 24h- mg24h / Creatininuna de 24h: Peso da placenta: g
Glicemia de jejum: mg/dL (data: / )] CLASSIFICAGAO DA GESTANTE
Exame qualitativo de unna: pH= dens= prot= + | Controle Hipertensa gestacional Hipertensa crdnica
hem= + leuc= p'c hem= p'c Céls= p'c | Pré-ecldmpsia pura sobrepasta Eclimpsia HELLR
Chutros: Obzervagio:




ANEXO B- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO-VERSAO 2011

LINHA DE PESQUISA EM NEFROLOGIA

ENFOQUE NA GESTACAO E PRESSAO ARTERIAL

TCLE aprovado pelo CEP em 31/05/2005 (OF N° 440/05)-CEP e aprovado pelo CONEP registro 11972

Pesquisadores responsaveis: Bartira Ercilia Pinheiro da Costa, Carlos Eduardo Poli de

Figueiredo.

Entrevistador da Equipe de Pesquisa:

Nome da paciente:

SOBRE A PESQUISA: A presente linha de pesquisa avalia aspectos da gravidez, como pressédo

sanguinea alta na busca do aumento do conhecimento, alivio do sofrimento e melhora da satude de mulheres e
criangas. Esta Linha de Pesquisa € parte do Programa de P6s-Graduagdo em Medicina e Ciéncias da Salde da
Faculdade de Medicina e do Laboratério de Nefrologia do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS.

Nos estudos serdo avaliados diversos aspectos que podem influenciar na doenga, tais como: marcadores
presentes no sangue, na urina, na placenta ou em tecidos; fungdo dos vasos sanguineos; fungdo das células;
funcéo de drgdos, como os rins; sensibilidade gustativa ao sal; e fatores genéticos.

A idéia é estudar fatores que possam ser importantes para a ocorréncia da doenga pré-eclampsia, que é a
elevacdo da pressdo arterial na gestacdo com perda de proteina na urina. Estes testes poderdo ajudar a
diagnosticar as pessoas em risco ou com esta condi¢do, ou eventualmente auxiliar na formulagdo de novos

tratamentos.

O QUE_SERA FEITO: Vocé sera convidada para uma entrevista com um dos membros da equipe de

pesquisa. O pesquisador lhe dira de que se trata a linha de pesquisa e o estudo que esta sendo oferecido. Entao
sera perguntado se deseja participar da pesquisa.

Caso concorde, ap6s assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, serdo perguntados dados
de sua histéria médica, coletado um volume de sangue venoso e/ou urina antes e depois do parto, além das
coletas dos exames de rotina. Alguns dos estudos desta linha de pesquisa avaliam outros aspectos e também
podera ser coletado amostra de sangue do cord&do umbilical apds o parto e amostra da placenta, e/ou avaliagao
da func@o dos vasos por ecografia, e/ou medida da sensibilidade gustativa ao sal. Em alguns estudos, séo
avaliados a presenca de marcadores genéticos. Os genes a serem estudados séo extraidos do sangue ou da
placenta, tentando identificar especificamente os possiveis causadores desta doenga. Apds o parto vocé podera
ser convidada a realizar acompanhamento clinico com o grupo no ambulatério Nefrologia. Este grupo atende e

acompanha pacientes com hipertensédo arterial sistémica, doenca hipertensiva da gestacdo (entre elas pré-



eclampsia). As mulheres que desenvolvem complica¢Bes durante a gestacdo, tém um maior risco de doencas
vasculares no futuro. A idéia do grupo é de acompanhar estas mulheres, a longo prazo, com a finalidade de
observar a evolucdo, detectar fatores de risco ou sinais de doenca, encaminhando a prevenc¢ado e/ou tratamento
destes. Meses apoés o parto, podera ser solicitado um exame de cintilografia renal que visa detectar a presenca
de cicatrizes no rim de mulheres em risco (cicatrizes sdo mais comuns em mulheres que desenvolveram
hipertensao na gestacao). Estas avaliagcdes nédo interferirdo nas suas avaliagdes e cuidados rotineiros.

O material biolégico da pesquisa sera coletado e congelado até a andlise pelos colaboradores do
Laboratério de Nefrologia da PUCRS. Os resultados serdo publicados em revistas de circulagdo no meio médico
€ em congressos.

Para que os estudos possam ser realizados, € necessario que vocé faga a opgdo autorizando ou nao a

coleta dos diferentes materiais ou realizacdo dos exames:

Acompanhamento ambulatorial: TORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).
Urina: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Placenta: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Sangue: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Sangue do Cord&o Umbilical: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).
Ecografia dos vasos: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Andlise genética: AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

Cintilografia renal: N&o solicitado AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).
Sensibilidade Gustativa ao Sal:___ N&o solicitado_ AUTORIZO (Favor escrever SIM ou NAO).

*OBS: Nem todos os testes acima serdo necessariamente realizados.

CONFIDENCIALIDADE: Os registros serdo mantidos em segredo.

MATERIAL EM ESTUDO E ARMAZENADOQO: O material em estudo podera ser utilizado apenas para

esta pesquisa, ou também ser armazenado para emprego em futuro estudos. E necessario que vocé faca a
opcgdo autorizando ou ndo o armazenamento para emprego futuro: AUTORIZO (Favor escrever
SIM ou NAO).

Se houver possibilidade de fazermos novas andlises com o material coletado, sera novamente solicitada a
aprovacdo das Comissdes de Etica em Pesquisa para realizar a avaliagdo adicional. Os estudos s&o
desenvolvidos de forma anénima. Os resultados da pesquisa estardo disponiveis a vocé em qualquer momento

por qualquer motivo. Questionamos se vocé gostaria de ser comunicada sobre o resultado do estudo. E



necessario que voceé faga a opgéo escrevendo SIM ou NAO: QUERO SABER DO RESULTADO DA
PESQUISA.

RISCOS E BENEFICIOS: Os riscos ou desconfortos dessa pesquisa sdo considerados minimos. Este

estudo ndo lhe trard nenhum tipo de discriminacdo individual ou coletiva. A presente pesquisa se propde a
colaborar com o conhecimento sobre a gestacdo e suas doencas relacionadas com o controle da presséo
arterial, ndo trazendo beneficios diretos para as pacientes participantes.

LIBERDADE: A sua participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria e vocé pode desistir a qualquer

momento, sem prejuizo do tratamento e sem necessidade de explicar o motivo.

Eu, fui informada pelo

(a) dos objetivos e justificativas dessa

pesquisa de forma bem clara e detalhada. Recebi informagfes sobre cada passo que estarei envolvida. Todas as
minhas davidas foram respondidas com clareza, e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer
momento. Estou ciente que as informagdes por mim fornecidas serdo mantidas em segredo e usadas somente
conforme opcdo acima. Fui informada que se existirem danos a minha salde, causados diretamente pela
pesquisa, terei direito a tratamento médico e indenizacdo, conforme a lei. Também sei que nao terei nenhum
custo que seja relacionado a pesquisa.

Caso tiver novas perguntas sobre este trabalho, posso chamar os pesquisadores pelos seguintes telefones
(051) 33367700, 33369599, ou 33203000- Ramais 3174, 2344, 3345 (Comité de Etica em Pesquisa) para
qualquer davida como participante deste estudo.

Esta pesquisa tem aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS. Sob as condicdes acima
mencionadas, concordo em participar do presente estudo. Declaro que recebi cépia do presente Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido, aprovando-o e assinando-o apés Ié-lo com todo o cuidado possivel.

Porto Alegre, de de

Paciente ou Responsavel Investigador

Cl CI/CRM

*EQUIPE PARTICIPANTE: Bartira Costa, Carlos E Poli de Figueiredo e Daniela Moraes.




ANEXO C- Aprovacéo do Projeto pela Comisséo Cientifica

FACULDADE DE MEDICINA
COMISSAQ CIENTIFICA

ﬂ Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PUCRS

Porto Alegre, 05 de junho de 2012.

Senhor (a) Pesquisador(a)

A Comissdo Cientifica da Faculdade de Medicina e do Hospital S3o Lucas da PUCRS
aprovou seu projeto de pesquisa intitulado “AVALIACAO DOS INDICES
PLAQUETARIOS E CONTAGEM TOTAL DAS PLAQUETAS EM GESTANTES COM
DISTURBIOS HIPERTENSIVOS”.

O projeto, assim como todos os documentos que o acompanharam, os quais
receberam a presente aprovacdo, devem ser submetidos ao Comité de Etica em
Pesquisa / PUCRS através da Plataforma Brasil, nas mesmas versdes apresentadas a
esta Comissao.
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Ao Prof, Dr. Carlos Eduardo Poli de Figueiredo

FACULDADE DE MEDICINA - HSL/PUCRS
e Av. Ipiranga, 6690 - P. 60 - 3° andar - CEP 90610-000
PL‘EREI Porto Alegre - RS - Brasil
Fone: (51) 3320-3304 - Fax (51) 3320-3040

E-mall: nuclem@pucrs.br
www.pucrs.br/medicina



ANEXO D- Aprovacéao do Projeto pela Comisséo Cientifica (parecer do Relator)

FACULDADE DE MEDICINA

[ F}"Mjm Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
] COMISSAD CIENTIFICA

PUCRS

PARECER DO RELATOR

1. Titulo: adequado, claro, conciso?
Sim.

2. Introdug8o: fundamentagdo, justificativa e relevancia adequadas e
pertinentes? Hipodtese é apresentada?

Sim.

w

Objetivos: claros e adequados?

Sim.

4, Métodos

a. Delineamento: clareza, mascaramento,..,
Delianeamento adequado para o propésito.

b. Pacientes ou material: critérios de inclusdo e exclusdo, fatores de
confusao,...

A metodologia esta apresentada no projeto.
c. Afericdo das variaveis: limitagfes, subjetividade,...

O protocolo inclui as medidas e informacBes que sdo necessarias para o
proposito do estudo.

d. Estatistica: cdlculo do tamanho da amostra, valor de p, poder, testes
estatisticos,...

O calculo do tamanho amostral consta no projeto (aproximadamente 180
gestantes).

5. Referéncias bibliograficas: revisio da literatura, estudos prévios
relevantes,.,. :

Bibliografia adequada.
6. Avaliagao final
a. Aprovado 5]
b. Retornar com modificagdes para avaliacdo []
c. Reprovado []

* Questdes especificas (em caso de retorno para modificacbes):

O projeto j& foi previamente aprovado pela Comissdo Cientifica do
PPGMCS/FAMED/PUCRS. A Comissao Cientifica FAMED/HSL/PUCRS ratifica o parecer
de aprovacdo.

FACULDADE DE MEDICINA - HSL/PUCRS
y | Av. Ipiranga, 6690 - P. 60 - 3° andar = CEP 90610-000
PI_CR S Porto Alegre — RS - Brasil
Fone: {51} 3320-3304 - Fax (51) 3320-3040

E-mail: nuclemi@pucrs.br
www.pucrs.br/medicina



ANEXO E- Parecer Consubstanciado do CEP

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE DO '%‘mﬁ s
SUL - PUC/RS
PROJETO DE PESQUISA
Titulo:  Avaliagio dos indices plaguetarios e contagem total de plaguetas em gestantes com
distirbios hipertensivos.

Area Temitica:
Versdo: 1

CAAE: (D6288012.5.0000.5326

Pesquisador:  Carlos Eduardo Poli de Figueiredo

Instituigdo:  Pontificia Universidade Catdlica do Ric Grande
do Sul - PUC/RS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Mimero do Parecer: 105.164
Data da Relatoria- 140952012
Apresentagao do Projeto:

Avaliagio dos indices plaguetarics, VPM e IPF, e contagem das plaquetas em gestantes com distibios
hipertensivos, comparando pacientes com pré-eclampsia com normais e com oufros distlrbios hiperensivos.
Sera feito exame fisico @ amostra de sangue venoso para avaliagSo, com estudo estatistico programado com
128 normais, 42 com HAS e 42 com pré-eclampsia.

Objetivo da Pesquisa:
Conhecer melhor o volume plaquetario médio, indice de plaquetas imaturas e a contagem de plaquetas em pré-
ecdampsia.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Risco minimo face exame clinico de rotina e refirada Unica de sangue venoso.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Importante para melhor conhecimento destes dados na pré-eclamsia.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Adequados

Recomendagdes:
Sem pendéncias

Conclusies ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:
Sem pendéncias

Situagio do Parecer:
Aprovado

Endersgo:.  Av.lpianga, 6651
Balrro: CEP: 90519900

UF: RS Municiplo: PORTO ALEGRE

Telefong: (513)320-3345 Fax (S13)320-3345 E-mall: cepfbpucs.br
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Abstract

Introduction: Imbalance in hemostatic mechanisms can occur during pregnancy with a tendency
for hypercoagulability and increased thrombosis risk. Pregnant women with hypertensive
disorder, especially preeclampsia, show alterations in total platelet count, platelet indexes, mean
platelet volume (MPV) and immature platelet fraction (IPF). IPF has been suggested as a
sensitive index for monitoring changes in platelet production and destruction. Our aim was to

evaluate the IPF behavior in patients diagnosed with a gestational hypertensive disorder (GHD).

Methods: A cross-sectional study was conducted at the Sao Lucas Hospital, Porto Alegre, Brazil
to estimate maternal blood IPF levels in 99 pregnant women, divided in: normotensive
pregnancy (NP), preeclampsia syndrome (PES) and non-proteinuric hypertensive pregnancy
(nPHP). Following ethical approval and written informed consent, samples were collected from
33 NP, 34 PES, and 32 nPHP women. Platelet indexes were measured by fluorescent flow

cytometry XE-5000" (Sysmex Corporation, Kobe, Japan).

Results: IPF and MPV count in GHD was significantly higher than the NP. No difference was

detected between the PES and nPHP groups.

Conclusion: A distinct profile in platelet indexes was detected in hypertensive pregnancies. It
suggests that these markers could be used in daily routine as an additional tool in the
management of pregnant women.

Keywords: preeclampsia; pregnancy induced hypertension, blood platelets; mean platelet

volume.
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Introduction

Gestational hypertensive disorders (GHD) are one of the leading causes of maternal-fetal
morbidity and mortality (Redman 2011; Duley et al 2009; Black et al 2011). According to the
National High Blood Pressure Education Program Working Group Report on High Blood
Pressure, (NHBPEPWG), GHD in pregnancy is divided into preeclampsia (PE), superimposed
preeclampsia (SPE), gestational hypertension (GH) and chronic hypertension (CH) (Gifford et al,
2000). The etiology of preeclampsia is unknown and its pathophysiological mechanisms are
related to placental ischemia, endothelial dysfunction, inflammation and coagulation alterations,
among others (Redman & Sargent, 2005; Roberts & Hubel, 2009, Rana et al, 2007).

Hemostatic changes occur during gestation and are exacerbated in preeclampsia.
Thrombocytopenia is a relatively common finding in pregnancy (Boehlen et al, 2000; Valera et
al, 2010) with approximately 12% of pregnant women presenting a platelet count of less than
150x10°/L and 1% having a count lower than 100x10°/L (Boehlen et al, 2000; Valera et al,
2010). Immature platelets, also known as reticulated platelets, are larger and more reactive than
mature ones. Immature platelet fraction (IPF) corresponds to the level of platelet production in
the bone marrow. It reflects the stage of thrombopoiesis and can be used to distinguish the causes
of thrombocytopenia (Haiyoung et al, 2010), with it being a more stable parameter than mean
platelet volume (MPV).

Increased MPV and decreased erythrocyte numbers in GHD have been suggested as
auxiliary indexes for the diagnosis and classification of disease severity (Jaremo et al, 2000). We
therefore hypothesized that IPF and MPV would be increased and total platelet numbers reduced

in hypertensive pregnancies in comparison to normotensive. The aim of the present study was to
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evaluate platelet indexes in hypertensive pregnancies with preeclampsia syndrome (PES), non-

proteinuric hypertensive pregnancies (nPHP), and normotensive pregnancies (NP).

Methods
Subjects and selection criteria

A cross-sectional study was conducted enrolling 99 pregnant women. Patients were
divided into 3 groups: normotensive controls (NP, n=33), preeclampsia syndrome (PE, n=34)
and non-proteinuric hypertensive pregnancies (nPHP, n=32). Women were recruited at the
Hospital Sao Lucas (HSL) of the Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul (PUCRS),
Porto Alegre, Brazil, and all participants signed an informed consent form. The protocol was
approved by the Research and Ethics Committee of PUCRS (Document # 105.164).

Using the VI Brazilian Hypertension Guidelines and the NHBPEPWG, preeclampsia was
defined as being blood pressure >140 mmHg systolic and/or >90 mmHg diastolic, accompanied
by new proteinuria >0.3 g/24h after 20 weeks of gestation (Gifford et al, 2000; VI Diretrizes
Brasileiras de Hipertensdo, 2010; Poli-de-Figueiredo et al, 2010). A urine protein:creatinine
(UPC) ratio equal to or greater than 0.3 was considered to be equivalent to a 24-hour proteinuria
> 0.3g/24 hours for the diagnosis of PE. The term preeclampsia syndrome was employed to
describe women with either preeclampsia or superimposed preeclampsia. Women with
gestational hypertension or with chronic hypertension without proteinuria were considered to
have nPHP. Pregnant women with a history of venous and arterial thrombosis, renal disease,
infections and HELLP syndrome were excluded. Normotensive pregnant women with a

proteinuria dipstick reading of one cross were not included.
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Sample Collection and blood analysis

®

Vacutainer  tubes containing EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) were used to
collect 4 mL of blood from all patients from the twentieth week of gestation. Inclusion of the
pregnant controls sought to maintain similarity of age and gestational age among the groups,
seeking greater homogeneity between them. All samples were analyzed at the Laboratory of
Clinical Pathology/HSL/PUCRS, within four hours of collection, using the XE-5000" (Sysmex
Corporation, Kobe, Japan) automated hematology system. The platelets and platelet index counts
were conducted using the impedance method, which also provided MPV , Platelet Distribution
Width (PDW) and plaquetocrit (PCT) readings. IPF was quantified using the optical fluorescence
method conducted in the reticulocyte/optical platelet channel of the same equipment. In this
approach, a polymethine fluorescent dye is used to stain the RNA/DNA of the reticulated cells,

platelet membranes and granules. This method allows the simultaneous counting of reticulocytes,

erythrocytes and fluorescent platelets, with the latter being the IPF.

Statistical analysis

Data was analyzed using the SPSS Statistics for Windows software, Version 21.0. (IBM,
Armonk, NY) and presented as mean+tstandard deviation (SD) or median (interquartile range), as
appropriate. Categorical variables were expressed as percentages. Variance analysis was
performed for the quantitative variables and with log-transformation for the asymmetric
quantitative variables. A chi-square test was used for the categorical variables, and ANOVA and
chi-square to compare the three groups. The null hypothesis was rejected when P<0.05.

Sample size was calculated considering alpha=0.05, effect size of 0.8 standard deviation

and 90% power (f= 0.10), resulting in 34 patients per group.
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Results
Subjects

The demographic and clinical data are shown in Table I. Maternal and gestational age
were no different between the groups (p=0.762) at the time of collection, however, there was a
significant difference in gestational age at delivery (p=0.001), as well as in blood pressure levels

(p=<0.001) and neonatal birth weight (p=0.0066).

Biochemical measurements

Hemoglobin and red blood cell, white blood cell and platelet counts were not
significantly different between the women with PE, nPHP and NP (P>0.05).

The IPF, MPV and PDW platelet indexes showed statistical difference between the PE
and nPHP groups, compared to the NP group (P<0.05). The data are presented in Table II and
Figures 1a and 1b.

The distribution of patients with an immature platelet fraction above the cutoff point
considered normal (6.1%)(Briggs et al, 2004) was 65% for the PES group, 43.8% for the nPHP,
and only 9% for patients in the NP group (P<0.001). Data relating to MPV shows that 34.4% of
PES patients have results above the 12.5 fLL cutoff point (Fuzer et al, 2005) ), with the
distribution of nPHP patients being 18.8% and no patients from the NP group showed increased
MPYV results (P<0.001).

The IPF was also plotted on the ROC curve (Receiver Operating Characteristics) to
assess its value as a test to differentiate GHD from the controls (Figure 2). The value of the area

under the curve was 0.83.
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Discussion

According to the scientific literature review performed, no previous study involving
pregnant women was found showing evidence of increased reticulated platelets in patients with
PE, using a fluorescent optical method. The findings of the present study demonstrate that
patients with preeclampsia or nPHP, both had an increased immature platelet count when
compared to the normotensive group. The same was demonstrated for the MPV and PDW. On
the other hand, the groups did not present a significant reduction in the total platelet count, when
compared either among themselves or with the reference values. This can be explained by the
continuous production of platelets by the bone marrow due to increased peripheral platelet
consumption, made evident by the an higher immature platelet fraction. Despite the number of
mature platelets being statistically different between the PE and NP groups, the change in the
count was not considered clinically relevant.

There are still some conflicting results in the published literature in relation to the total
platelet count and the MPV during normal and PE pregnancies. Some authors have found no
differences in either the total number of platelets or the MPV in normotensive and hypertensive
pregnant patients (Makuyana et al, 2002; Ceyhan et al, 2006), whilst other studies, including this
one, have shown significant differences in the MPV but not in the total platelet count between
these two groups of women. It is possible that these discrepancies can be explained by the
differences in methods applied and the anticoagulants used. Although EDTA is the anticoagulant
of choice for the test, MPV increases significantly in dependence on the temperature and time of
collection (Bath et al, 1996; Dastjerdi et al, 2006).

Several researches have shown a decrease in the platelet count and an increase in the

MPV in women with preeclampsia (Ahmed et al, 1993, Vamseedhar et al, 2011; Jaremo et al,.
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2000; Howarth et al, 1999; Dundar et al,2008; Freitas et al, 2013; Yang et al, 2014), but data
regarding immature platelets are rare. Only one study was found in the literature with evidence
of increased reticulated platelets in patients with PE, using a different method (Rinder et al,
1994); the findings of the present study confirmed these previous results.

Pregnancy causes alterations in the platelet membrane, including heightened activity of
Ca”" adenosine triphosphate (Ca-ATPase), decreased membrane fluidity and a reduction in
cholesterol concentration (Kazmi et al, 2011; Rabini et al, 1995). In addition to these changes in
preeclampsia patients, an increase has been seen in the expression of platelet membrane
receptors: CD61 (fibrinogen receptor), CD42a (von Willebrand factor receptor) and CD62P (P-
selectin), and adenosine diphosphate-stimulated CD62P expression, indicating platelet activation
associated with the physiopathology of preeclampsia (Holthe et al, 2004; Konijnenberg, et al,
1996). These receptors were verified in the total platelet fraction, without their relationship with
immature platelets being mentioned as the maturity state of the studied cells was not
differentiated. Although these receptors were not investigated by the present study, it is known
that the reactivity of reticulated platelets is greater and this fact may be associated with the
increased platelet activation suggested by the intensified activity of receptors found in the study
by Holthe et al 2004.

The increase in MPV and reticulated platelets has been linked with raised platelet
aggregation in response to the adenosine diphosphate and collagen (Hutt et al, 1994). Young
platelets express elevated levels of the fibrinogen receptors GPIIb/Illa, among others, compared
with mature platelets (McBane et al, 2013). In addition, they present a greater tendency to
thrombus formation, which suggests a relationship with the reticulated platelets in PE. The rise in

MPV and IPF in PE and GH indicates increased platelet destruction, evidenced by the reduction
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in platelet half-life and consequent increase in platelet renewal and IPF. The rise in PDW also
reflects a growth in platelet renewal, supporting again the hypothesis of a decrease in half-life
and increase in platelet destruction.

The present study investigated the presence of immature platelets in preeclampsia
syndrome. Strict exclusion criteria were adopted to reject patients with any hematological or
associated disease. The statistical impossibility of distinguishing pure preeclampsia from
superimposed PE due to the sample size limits analysis of the clinical importance of the IPF in
separating them. On the other hand, there are few studies in the literature discussing similar
findings. The importance of this study is the provision of new information related to the
relevance of platelets in this syndrome. The area under the ROC curve (0.83) suggests that
immature platelets can be a useful biomarker in GHD and can be relevant in the routine of health
care attention.

The method applied for obtaining the platelet data is simple, accessible and low-cost, and
the blood collection required is already a standard procedure implanted in all hospitals.
Therefore, the capability of the majority of laboratories to obtain the IPF can be useful in the
evaluation of pregnant women with gestational hypertensive disorders.

Finally, platelet indexes are altered in hypertensive disorders during pregnancy with an
increase in mean platelet volume and, particularly, in the immature platelet index. Both can
easily be introduced into the health care assistance for pregnant women. Further studies are
required before the use of these markers can be recommended for inclusion in clinical routine,

especially in the evaluation of platelet alterations with maternal and fetal consequences.
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Table I. Demographic and clinical data.

NP PE nPHP P
(n=33) (n=34) (n=32)
Age, years (mean + SD) 24.746.6 27.547.7 27.8+7.3 0.167
Caucasian, n (%) 24 (72.7) 20 (58.8) 15 (46.9) 0.155
Nulliparous, n (%) 13 (39.4) 20 (58.8) 15 (46.9) 0.116
Previous abortions, n (%) 9 (28.1) 6 (18.2) 3(10) 0.047
Gestational age, weeks (mean + SD) at sampling 36.3+3.1 35.843.6 36.4+3.4 0.762
Gestational age, weeks (mean + SD) at delivery 39.3+1.6 36.6+2.9 37.6+2.2 0.001
Systolic blood pressure, mmHg (mean + SD) 114.1+11.2 156.7+13.5 157.1+11.3 <0.001
Diastolic blood pressure, mmHg (mean + SD) 72.4+11.1 101.4+48.8 100.3+12.26 <0.001
Urine protein:creatinine ratio * 2.15(0.41-2.80) 0.14(0.081-0.19) < 0.001
Normal vaginal delivery, n (%) 13(65) 8(24.2) 19(61.3) 0.007
Birth weight, kg (mean + SD)Peso RN 3,325+466.3 2,737+779.4 2,948+736.7 0.007

NP: Normotensive pregnancy; PE: preeclampsia syndrome; nPHP: non-proteinuric hypertensive

pregnancy; * NP group checked by negative dipstick test for urinary protein. P: ANOVA or Chi-

square.
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Table II. Hematological profile of patients

Blood indexes NP PES nPHP
(n=33) (n=34) (n=32) P

Red cells (106/uL) 4.0+0.4 4.15+0.4 4.1+0.4 0.091
White cells (/ul) 10,402.3+2,062.8 11,209.342,930.2 10,750.6+2,072.9 0.389
Hematocrit (%) 35.4+2.8 36.1+3.0 359429 0.538
Hemoglobin (g/dL) 11.8+0.91 12.3+1.16 12,2+1.0 0.127
Platelet (/uL) 235,758+53,007 209,206+65,785 213,844+57,931 0.155
Mature Platelets (/ul) 227,095+52,911 192,255+64,201 200,039+60,517 0.047
IPF (%) 3.8(2.4-5.1) 8.6(5.8-10.6) 7.3(4.2-10.2) <0.001
IPF absolute (/uL) 8,662+3,908 16,951+7,424 13,805+5,097 <0.001
MPV (fL) 10.6+0.9 12.1+1.0 11.6+1.0 <0.001
PDW (fL) 12.80+1.7 15.96+2.7 15.26+2.9 <0.001
PCT (%) 0.25+0.05 0.25+0.08 0.24+0.05 0.940

IPF: Imature platelets fraction; MPV: Mean platelet volume; PDW: Platelet Distribution Width;

PCT: plaquetocrit
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a. Patient distribution according to IPF result.
b. Patient distribution according to the MPV result. (PES= Preeclampsia Syndrome; NP=

Normotensive Controls; nPHP= non-proteinuric hypertensive pregnancy)
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