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RESUMO

A Diabetes mellitus (DM) tipo 2 € um importante problema de salde publica
mundial, e a principal forma de tratamento da doenca é por meio do controle do quadro
de hiperglicemia crénica que o paciente apresenta. Quando ndo controlado, esse
aumento de glicose no sangue pode trazer inUmeros riscos para saude do paciente e
promover o desenvolvimento de complicagfes hemostaticas, colocando o paciente em
grande risco de desenvolver eventos tromboembdlicos. O volume plaquetario médio
(MPV) é um marcador hematoldgico que nos d& uma visdo em relagdo ao tamanho das
plaquetas presentes na circulacdo sanguinea. Sabe-se que as plagquetas maiores sdo mais
reativas e mais propensas a ativacdo e a formacéo de trombos. Dessa forma, o objetivo
desse trabalho foi realizar um estudo de caso-controle sobre variagdes quantitativas e
morfoldgicas das plaquetas em pacientes diabéticos atendidos pelo LAPAC. Para isso,
foram coletados os dados de 112 pacientes, sendo esses divididos em dois grupos:
pacientes portadores de DM tipo 2, e pacientes ndo diabéticos (grupo controle). Os
dados de glicemia de jejum, hemoglobina glicada, nimero de plaquetas, MPV, idade,
sexo e medicamentos utilizados foram coletados, tabelados e empregados durante a
analise estatistica empregando o software BioEstat versdo 5.0. Foi observado apds as
analises que o numero de plagquetas ndo foi diferente entre os grupos, independente do
sexo, idade, uso de medicamentos, glicemia de jejum e hemoglobina glicada. O MPV se
mostrou aumentado nos paciente cuja hemoglobina glicada ou glicemia de jejum
estavam fora dos valores de referéncia. Pacientes com idade acima de 45 anos e com
valores de hemoglobina glicada alterados também apresentaram um valor de MPV
maior, assim como 0s pacientes diabéticos que ndo fazem uso de hipoglicemiantes
orais. Ja 0 sexo ndo se mostrou como um fator de influéncia nos valores do MPV.
Diante desses resultados podemos dizer que o MPV esta diretamente ligado ao controle
da glicemia do paciente e que futuramente podera ser usado como um marcador
relevante no acompanhamento de possiveis complicacdes de pacientes com diabetes

tipo 2.

Palavras chave: Diabetes Mellitus tipo 2, volume plaquetario médio, plaquetas,

glicemia de jejum, hemoglobina glicada.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) type 2 is an important public health problem worldwide, the
main form of treatment for the disease is through the control of the chronic
hyperglycemia condition presented by the patient. When uncontrolled, this increase in
blood glucose can bring numerous risks to the patient's health and promote the
development of hemostatic complications, putting the patient at high risk for developing
thromboembolic episodes. The mean platelet volume (MPV) is a hematological marker
that gives us insight into the size of platelets present in the bloodstream. It is known that
larger platelets are more reactive and more prone to activating thrombus formation.
Thus, the aim of this study was to carry out a case-control study on quantitative and
morphological variations of platelets in diabetic patients treated by the LAPAC lab. For
this, data were collected from 112 patients, who were divided into two groups: patients
with type 2 DM, and non-diabetic patients (control group). Fasting blood glucose,
glycated hemoglobin, number of platelets, MPV, age, sex and medications used were
collected, tabulated and used during the statistical analysis using the BioEstat version
5.0 software. It was observed after the analyzes that the number of platelets was not
different between the groups, regardless of sex, age, use of medications, fasting glucose
and glycated hemoglobin. MPV was increased in patients whose glycated hemoglobin
and fasting glucose were outside the reference values. Patients over 45 years of age and
with altered glycated hemoglobin values also had a higher MPV value, as well as
diabetic patients who do not use oral hypoglycemic agents. Sex was not shown to be an
influencing factor in MPV values. Given these results, we can say that MPV is directly
linked to the patient's blood glucose control and that in the future it may be used as a
relevant marker in the monitoring of possible complications in patients with type 2

diabetes.

Key words: Type 2 Diabetes mellitus, mean platelet volume, platelets, fasting glucose,

glycated hemoglobin.
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1. INTRODUCAO

Sabe-se que o Diabetes mellitus (DM) tipo 2 € um problema de satde publica
mundial. Suas complicagdes microvasculares sdo causas significativas de morbidade e
geralmente sdo detectadas de maneira tardia no curso da doenca. Assim, o diagnostico
precoce da presenca de uma dessas complicacBes hemostéaticas ajudaria muito a reduzir
a morbidade e os custos com a saude dos pacientes diabéticos (PAULA; MOURA,
2010).

A literatura mostra que os valores do volume plaquetario médio (MPV) nos
individuos com DM sdo maiores do que nos individuos saudaveis, sugerindo que nos
diabéticos hd uma producdo de plaguetas maiores e mais ativas frente aos diferentes
fatores de ativacdo plaquetaria presentes nesses pacientes, o que pode favorecer o
desenvolvimento  de  complicacbes  tromboembdlicas  nesses individuos
(SHRIVASTAVA et al., 2020). Assim, o uso do MPV como marcador da funcao
plaquetaria podera auxiliar na estratificacdo do risco de episodios tromboticos nos

pacientes com DM tipo 2.

1.1 HIPERGLICEMIA E DIABETES MELLITUS

A hiperglicemia, de acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes, é uma
condicdo caracterizada pelo aumento da concentracdo de glicose no sangue por diversos
fatores. Esse aumento pode ser percebido pela manifestacdo de sintomas como o
aumento da sede, da micgao e da fome, além de fadiga e perda de peso. A hiperglicemia
na maioria das vezes estd diretamente ligada & Diabetes mellitus (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2021).

O termo Diabetes mellitus refere-se a um distdrbio metabdlico caracterizado por
uma hiperglicemia cronica, problemas no metabolismo de carboidratos, gorduras e até
mesmo de algumas proteinas. Essas condi¢Bes sdo decorrentes de defeitos na secrecdo
e/ou acdo da insulina, que a longo prazo pode desenvolver no paciente Vvérias
complicagdes seguidas de mau funcionamento de alguns 6rgéos, como por exemplo
rins, olhos, nervos e vasos sanguineos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999).

O diabetes se mostra um importante problema de satde publica mundial, estando
na maioria das vezes relacionada a um alto custo do tratamento e complicacbes
importantes que comprometem a qualidade de vida dos individuos portadores desta
doenca (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2000).



Um levantamento feito pela Federacdo Internacional de Diabetes no ano de
2017, mostrou 8,8% da populagdo mundial com 20 a 79 anos de idade, diagnosticada
com diabetes mellitus. O estudo também mostrou que a tendéncia é ocorrer um aumento
do nimero de casos, principalmente nos paises em desenvolvimento, que concentram
cerca de 79% dos casos de diabetes do mundo (BRASIL et al., 2021). Segundo dados
do IBGE, no ano de 2013, a porcentagem de brasileiros com diagnostico médico de
diabetes era de 6,2%, dessa forma, o Brasil ocupava o quarto lugar no ranking mundial
em numero de casos da doenga.

O diabetes é classificada em quatro diferentes grupos, sendo 0s mais importantes
e de maior incidéncia os tipos 1 e 2. A diabetes tipo 1 é caracterizada pela destruicdo
das células beta pancreéaticas, levando a um processo de deficiéncia completa de
insulina. E comumente causada por um processo auto-imune mas também pode ocorrer
por motivo idiopatico. Ja a diabetes tipo 2, foco desse estudo, é caracterizada por
diferentes tipos de deficiéncia e/ou resisténcia do organismo a insulina, e se apresenta
como uma das formas mais comuns (90% dos casos). Acomete na maioria das vezes
pacientes com sobrepeso ou obesos, podendo ser diagnosticada em qualquer idade
porém o mais comum € a sua descoberta ap6s os 40 anos (GROSS et al., 2002;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015, WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1999).

O diagndstico da diabetes, de acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes
(2019-2020), € feita por meio da avaliacdo dos niveis da glicemia de jejum maior ou
igual a 126 mg/dL, hemoglobina glicada maior ou igual a 6,5%, e glicemia ocasional ou
Teste Oral de Tolerancia a Glicose maior ou igual 200 mg/dL. O diagnostico s6 deve
ser confirmado ap6s a repeticdo das dosagens feitas uma ou duas semanas depois do
primeiro resultado. A diabetes tipo 2 ndo apresenta sintomas na maioria dos casos,
sendo quase sempre diagnosticada com a realiza¢do de exames de rotina.

A Sociedade Brasileira de Diabetes propde em suas diretrizes um tratamento
multiprofissional da doenga com profissionais de diversas areas da saude, que inclui ndo
sO estratégias farmacologicas, mas também estratégias educacionais e de
automonitorizagdo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2021). Segundo a
Diregdo-geral da Satude o medicamento de primeira escolha no tratamento da Diabetes
mellitus tipo 2 é a metformina numa dose méaxima 3000mg/dia. O tratamento é sempre

associado a terapia ndo medicamentosa, € em casos de intolerancia a metformina ou



necessidade de terapia combinada, o tratamento deve ser feito com sulfonilureia,
gliclazida, glimepirida ou glipizida. O tratamento com insulina deve ser feito apenas em

casos de glicemia muito alta (300-350mg/dL) e por um periodo curto.

1.2 FISIOPATOLOGIA DA DIABETES MELLITUS TIPO 2

A principal caracteristica fisiopatologica da diabetes é a resisténcia a insulina
resultando em hiperglicemia. Influenciada por diversos fatores de risco como obesidade,
hipertensdo e dislipidemias, o primeiro local onde se manifesta essa resisténcia € o
tecido muscular, devido a sua maior necessidade em metabolizar a glicose
(MARCONDES, 2003). O quadro de diabetes ndo controlado por medicamentos pode
desencadear no paciente complicagdes como doenca coronariana, insuficiéncia renal e
até mesmo acidente vascular cerebral (ROCHA, 2001).

O paciente com diabetes mellitus (DM) tipo 2 vai apresentar um distdrbio da
homeostasia normal da glicose, desencadeando o quadro de hiperglicemia. Essa
alteracdo € devido a resisténcia a acdo da insulina, ou seja, a perda de sensibilidade dos
tecidos a insulina, prejudicando a captacdo normal da glicose pelas células teciduais.
Essa resisténcia a insulina acaba por ocasionar uma secrecdo irregular desse horménio
pelo pancreas e desencadear um evento secundario de disfuncdo das células f-
pancreéaticas (LOPES et al., 2012). A Figura 1 ilustra esse quadro clinico.
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Figura 1. Fisiopatologia do Diabetes Mellitus tipo 2. Fonte: Lopes et al., 2012




Esse quadro hiperglicémico crénico ocasiona um aumento do stress oxidativo,
desencadeando varias condicBGes patologicas envolvidas nas diferentes complicacdes
microvasculares (TUN et al., 2017). Este processo tém sido uma importante causa de
comorbidade nos pacientes, fazendo com que a diabetes seja classificada como uma
doenga “pro-trombotica” devido ao aumento da reatividade plaquetaria relacionada a ela
(JINDAL etal., 2011).

Entre as complicacGes causadas pela DM tipo 2, a insuficiéncia renal também é
um importante parametro a ser analisado no paciente, uma vez que 0S rins séo
responsaveis pela sintese da eritropoietina, um horménio necessario e fundamental para
producdo de hemacias e hemoglobina. Assim, nas situacfes em que 0 paciente apresenta
insuficiéncia renal havera uma reducdo dos niveis de hemoglobina e por consequéncia
anemia (SILVA, 2009). Em 2011 foi realizado um estudo que mostra uma relagéo direta
entre anemia em pacientes com DM tipo 2 e um processo inflamatério desencadeado
pela hiperglicemia, além de uma elevada taxa de hemossedimentacdo (DAHMER,
MADRUGA, 2011).

1.3 ALTERACOES PLAQUETARIAS NO PACIENTE DIABETICO

As plaquetas ndo apresentam nucleo, possuem um tamanho de 2 a 3 um, vida
média de seis a dez dias e quando ndo ativadas apresentam uma morfologia discoide. As
plaquetas presentes no sangue desempenham um papel fundamental na manutencéo da
hemostasia normal (KOTTKE-MARCHANT; CORCORAN, 2002). Diante de uma
lesdo vascular, as plaquetas sdo ativadas, sintetizam e secretam substancias responsaveis
pela formagéo dos trombos e que atuam na protecdo e regeneracao da parede vascular.
Com o auxilio do Fator de von Willebrand e da glicoproteina Ib (GP1b), as plaquetas
aderem ao tecido subendotelial, sdo ativadas, sintetizam e secretam mediadores
necessarios a formacdo do coagulo de plaquetas e de fibrina. A patogenia envolvida na
diabetes esta diretamente relacionada a formacao dos trombos e a reducdo do potencial
fibrinolitico das plaquetas, aumentando o risco de arteriosclerose (PAULA; MOURA,
2010; PITTENGER et al., 2001)

Os eventos tromboticos e cardiovasculares desencadeados nos pacientes
diabéticos séo responsaveis por grande parte dos Obitos observados nestes individuos.
Em geral, esses pacientes apresentam alterac6es relacionadas ao processo da hemostasia

que predispdem o paciente a um quadro de hipercoagulabilidade. Apesar do niamero de
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plaquetas no paciente diabético, na maioria das vezes, ndo se mostrar alterado, pode
ocorrer uma disfuncdo endotelial que se torna responsavel pelo aumento da adesdo e
agregacdo plaquetaria nesses individuos (PAULA; MOURA, 2010). Os estudos
realizados por Kodiatte e colaboradores (2012) dizem que essas alteracdes vasculares
decorrentes da hiperglicemia podem ser causadas por mecanismos fisiopatoldgicos
desencadeados apos a formacdo dos produtos finais de glicacdo avancada (AGES),
distdrbios nas vias poliol e ativacdo da proteina quinase C.

Os AGEs sdo formados a partir de alteracdes clinicas comumente manifestadas
por individuos diabéticos, como a hiperglicemia crénica e a producdo de espécies
reativas de oxigénio (stress oxidativo). O aumento na producdo dos AGEs vai levar a
ativacdo dos seus receptores (RAGE) que por sua vez, sdo responsaveis pela ativacao e
transcricdo de genes que codificam citocinas e proteinas que irdo alterar as celulas
endoteliais, deixando as plaquetas mais trombogénicas (FERREIRO; GOMEZ-
HOSPITAL; ANGIOLILLO, 2010; FERRONI et al., 2004).

Diabetes Mellitus
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Figura 2. Mecanismos de ativagdo plaquetaria na DM tipo2. O stress oxidativo, ativagdo da proteina
quinase C e ativacdo dos receptores de AGEs, podem desencadear uma série de fatores responsaveis pelo
aumento da ativacdo plaquetaria em individuos diabéticos, e consequentemente do desenvolvimento de

complicacBes como a trombose. Fonte: FERRONI et al., 2004

Levando em conta que a concentracdo de glicose dentro das plaquetas reflete a

condicdo extracelular, a hiperglicemia crbénica tem sido apontada com uma das
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principais causas da hiperatividade das plaquetas nos pacientes diabéticos. Esse excesso
de glicose no sangue é responsavel pela glicacdo das proteinas de membrana das
plaquetas, causando mudanca na estrutura e conformacdo das proteinas que compdem a
sua membrana. Isso resulta em uma maior expressao de glicoproteinas de membrana, a
nivel de megacariocito, como a P-selectina, Glicoproteinas I1lb/Illa, que sdo mediadoras
da adesdo e ativacdo plaquetaria. Assim, a hiperglicemia crénica faz com que as
plaquetas figuem mais reativas e, quando associada a outros fatores, o paciente torna-se
mais susceptivel a formacdo de trombos (FERRONI et al., 2004).

Além disso, os pacientes diabéticos apresentam uma consideravel alteracdo nos
fatores da cascata da coagulacdo, como por exemplo o fator VIII, considerado um
marcador de risco para o tromboembolismo, que se encontra elevado nesses pacientes.
Assim como o fator VII que é agravado pela obesidade e presenca de dislipidemias,
condig@es bastantes comuns no DM tipo 2 (PAULA; MOURA, 2010).

A literatura descreve uma importante associacdo entre a hiperglicemia néo
controlada e um aumento do volume plaquetario médio (MPV) e isso pode estar
associado a uma maior probabilidade de episédios tromboembdlicos. Plaquetas maiores
apresentam granulos mais densos do que as plaquetas menores, e consequentemente séo
mais trombogénicas (ZUBERI; AKHTAR; AFSAR, 2008). Plaquetas que apresentam
um tamanho entre 4 e 7 um sao denominadas macroplaquetas, e aquelas que apresentam
um tamanho maior que 7 pum sdo chamadas de plaquetas gigantes. Essa avaliagdo do
tamanho e morfologia das plaquetas é de dificil interpretacdo, tornando entdo o MPV
uma importante ferramenta no diagnostico de trombocitopenias e trombocitoses
(FARIAS; DAL BO, 2010).

Estudos realizados por Akinsegun e colaboradores, assim como o estudo de
Demirtunc e colaboradores, mostram uma relacéo direta da DM tipo 2 com 0 aumento
do valor do MPV, assim como o aumento de tromboxano A2 que leva a uma maior
ativacdo e agregacdo plaquetaria. Apesar de ndo ser relacionado diretamente a
hiperglicemia, ja foi demonstrado em trabalhos anteriores que o MPV esté elevado em
individuos que possuem a hemoglobina glicada maior ou igual a 7%, principalmente
naqueles pacientes com a glicemia descontrolada (AKINSEGUN et al., 2014,
DEMIRTUNC et al., 2009).

Além do MPV, existe outro marcador denominado largura de distribuicdo das

plaquetas (do inglés platelet distribution width, PDW), pardmetro que avalia a
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heterogeneidade das plaquetas devido ao envelhecimento, ou uma displasia durante o
processo de maturacdo dos megacaridcitos e também pode ser usado como um marcador
auxiliar da funcdo plaquetaria. Um estudo anterior mostrou que o PDW foi maior nos
pacientes diabéticos quando comparados aos pacientes ndo diabéticos. Assim, este
indice associado ao PDW pode ser um importante indicativo de complicacGes

microvasculares nos pacientes com diabetes tipo 2 (JINDAL et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo de caso-controle sobre variac@es quantitativas e morfoldgicas
das plaquetas em pacientes diabéticos atendidos pelo Laboratério Piloto de Analises
Clinicas (LAPAC).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Auvaliar e correlacionar o nimero de plaquetas e o volume plagquetario médio
nos pacientes diabéticos tipo 2 com o valor da glicemia de jejum;

= Avaliar e correlacionar o nimero de plagquetas e o volume plaquetario médio
nos pacientes diabéticos tipo 2 com o valor da hemoglobina glicada;

= Auvaliar e correlacionar o numero de plaquetas e o volume plagquetario médio
nos pacientes diabéticos tipo 2 com a idade;

= Avaliar e correlacionar o nimero de plagquetas e o volume plaquetario médio
nos pacientes diabéticos tipo 2 com 0 sexo;

= Comparar os resultados das analises realizadas nos pacientes diabéticos tipo 2

com pacientes saudaveis atendidos pelo LAPAC.
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3. METODOLOGIA

3.1ETICA

O estudo em questdo foi submetido ao comité de ética (CEUA) da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP) e aprovado sob o numero de protocolo
82376517.1.0000.5150 em novembro de 2017.

3.2 COLETA DE DADOS

Os dados foram coletados no Laboratério Piloto de Analises Clinicas (LAPAC)
da Escola de Farmacia da UFOP, em exames previamente realizados, respeitando a
identidade de cada paciente. A coleta de dados foi feita no periodo de agosto a
novembro de 2019, e foram utilizados dados dos hemogramas e as dosagens da glicemia
de jejum e da hemoglobina glicada (HbA1C), conforme o protocolo adotado pelo
laboratério.

Foi feito um estudo de caso-controle com 112 pacientes adultos, sem
discriminacdo de idade e sexo, divididos em dois grupos, sendo o grupo controle (50
pacientes) e o grupo de diabéticos (62 pacientes). Os dados de sexo, idade, glicemia de
jejum, hemoglobina glicada, nimero de plaquetas e volume plaquetario médio (MPV)
foram coletados a partir dos resultados do hemograma e das dosagens bioguimicas,
respeitando os critérios de inclusdo e exclusdo de cada grupo.

Os paréametros que foram escolhidos para correlacionar os dados de MPV e
namero de plaquetas (glicemia de jejum, HbA1C, sexo, idade, uso de medicamento)
estdo diretamente ligados ao controle do diabetes, ou entdo consistem em fatores de

risco para doenca de acordo com informacdes trazidas na introducédo deste trabalho.

3.2.1 Critérios de incluséo e exclusédo do grupo de pacientes diabéticos

Foram incluidos no grupo de pacientes diabéticos, os portadores de DM tipo 2,
com glicemia de jejum (>126 mg/dl) ou hemoglobina glicada (>6,5%) alteradas, assim
como aqueles pacientes diabéticos com a glicemia controlada, ou seja com valores de
glicemia de jejum acima de 100 mg/dl e hemoglobina glicada acima de 5,4%. Os
pacientes poderiam estar em tratamento ou ndo com hipoglicemiantes, entdo dentro ou
fora da meta terapéutica. Foram excluidos desse grupo pacientes diabéticos tipo 1, ou

que fazem uso de insulina, anticoagulantes e/ou medicamentos anti-hipertensivos.
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3.2.2 Critérios de incluséo e exclusédo do grupo de pacientes controle

No grupo controle foram analisados os pacientes ndo diabéticos, ou seja, com
glicemia de jejum (<100 mg/dl) e hemoglobina glicada (<5,4%) dentro dos valores de
referéncia, e que ndo fazem uso de quaisquer medicamentos para tratamento de doencas
cronicas. Foram excluidos desse grupo pacientes hiperglicémicos, diabéticos tipo 1,

hipertensos, e que faziam uso de anticoagulantes.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram trabalhados por meio de uma abordagem estatistica que
consistiu em elaborar graficos do tipo Box Plot (grafico de box, representado na Figura
3). Este tipo de gréafico permite a obtencdo e a representacdo dos valores minimos, das
medianas e dos valores maximos por meio de um retangulo constituido com os quartis
Q1 (o qual representa 25% da distribuicdo dos dados), Q2 ou mediana (0 qual
representa 50% da distribuicdo dos dados) e Q3 (o qual representa 75% da distribuicéo
dos dados), além dos valores outliers. Para a obtencdo dos graficos Box Plot e seus
respectivos valores de Q1, Q2, Q3, valor maximo, minimo e outlier, foi utilizado o
software BioEstat versdo 5.0. Para comparar os valores do volume plaquetario médio
(MPV) ou do numero de plaquetas entre os grupos de pacientes diabéticos e ndo
diabéticos de acordo com a idade, uso de hipoglicemiante oral, sexo, glicemia de jejum
e hemoglobina glicada foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e o teste de Dunn para as
comparagfes multiplas, sendo estes testes utilizados em analises ndo paramétricas, no
qual as amostras sdo independentes e de tamanhos iguais ou diferentes. Em todos os

testes foi adotado nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

OUTLIER ®
valor méximo

Q3 75%

Q2 50%

Q1 25%

valor minimo
OUTLIER @

X
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Figura 3. Elementos constituintes do Box Plot: Q1, Q2 (mediana), Q3, valor minimo, valor maximo e
outlier



4. RESULTADOS
Este estudo contou com 112 participantes, sendo 31 homens e 81 mulheres. A
propor¢cdo homem: mulher em diabéticos e ndo diabéticos foi de 20:42 e 11:39
respectivamente (Quadro 1). De acordo com a idade, houve mais participantes nao
diabéticos com idade menor ou igual a 45 anos. Para o grupo de pacientes diabéticos, o

numero de pacientes com idade acima de 45 anos foi maior (Quadro 1).

Quadro 1. Dados dos pacientes abordados nesse estudo, separados pelo sexo, idade, e valor de HbA1C.

Grupo Frequéncia | Masculino | Feminino | <ou =45 anos | > 45 anos
Nao diabéticos 50 11 39 33 17
Diabéticos com 42 14 28 9 33
HbA1lc < 6,5%

Diabéticos com 20 6 14 6 14
HbAlc > 6,5%

Total 112 31 81

4.1 MPV E NUMERO DE PLAQUETAS EM FUNCAO DA HbA1C

Os gréaficos Box-Plot resultantes da avaliacdo do volume plaquetario médio e do
namero de plaquetas em fungdo da hemoglobina glicada estdo apresentados na Figura 4.
A Figura 4A mostra a relacdo entre o volume plaquetario médio do grupo controle
qguando comparado aos valores deste parametro avaliado nos pacientes diabéticos que
possuem hemoglobina glicada (HbAL1C) menor que 6,5%, e naqueles que possuem
(HbA1C) maior ou igual a 6,5%. Levando em conta que o valor de (p) foi menor do que
0,05 podemos afirmar que houve uma diferenca estatistica significativa entre os grupos,
e que o aumento da hemoglobina glicada proporcionou um aumento dos valores de
MPV, quando comparados aos pacientes do grupo controle. Essa diferenca pode ser
observada também quando observamos apenas entre os pacientes diabéticos, pois 0s que
possuem uma taxa de hemoglobina glicada dentro dos valores de referéncia mostraram
valores de MPV menores e mais proximos dos valores do grupo controle do que aqueles

gue tém a hemoglobina glicada aumentada.
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Figura 4. Influéncia da hemoglobina glicada sobre o MPV e 0 numero de plaquetas. A: Influéncia da
hemoglobina glicada sobre o MPV — Teste de Kruskal Wallis com 2 graus de liberdade, valores de (p) igual
a 0,0005; B: Influéncia da hemoglobina glicada sobre o nimero de plaquetas — Teste de Kruskal Wallis
com 2 graus de liberdade, valor de (p) igual a 0,3657.

Em relacdo a Figura 4B, o grafico nos mostra a relacdo entre 0 nimero de
plaquetas e os valores de HbA1C. Nesta figura se observa que ao comparar 0 numero de
plaquetas entre o grupo de individuos saudaveis e o grupo de pacientes diabéticos que
possuem o valor de hemoglobina glicada menor que 6,5%, e maior ou igual a 6,5% nao

houve diferenca estatistica significativa.

4.2 MPV E NUMERO DE PLAQUETAS EM FUNCAO DA GLICEMIA DE
JEJUM

Na Figura 5A temos o gréafico representando a relacdo entre o volume
plaquetario médio e a glicemia de jejum maior ou menor que 126 mg/dL dos pacientes
diabéticos comparando-0s com o grupo controle ndo diabético. Podemos observar que
0s pacientes diabéticos que apresentaram uma glicemia de jejum aumentada (>126
mg/dL) mostraram um valor de MPV maior quando comparados aos pacientes do grupo
controle, enquanto os pacientes diabéticos que apresentam a glicemia de jejum dentro
dos valores de referéncia ndo tiveram uma diferenca estatistica significativa em relagéo

ao valor do MPV quando comparados aos pacientes ndo diabéticos.
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Figura 5. Influéncia da glicemia de jejum sobre o MPV e o nimero de plaquetas, A: Influéncia da
glicemia de jejum sobre o MPV- Teste de Kruskal Wallis com 2 graus de liberdade, valor de (p) igual a
0,0019. B: Influéncia da glicemia de jejum sobre o niimero de plaquetas — Teste de Kruskal Wallis com 2
araus de liberdade. valor de (p) iqual a 0.9517

Em relacdo a figura 5B, que mostra o numero de plaguetas em funcdo dos
valores de glicemia de jejum aumentados ou ndo, temos que, tanto os pacientes
diabéticos com a glicemia de jejum maior de 126mg/dL quanto aqueles que possuem
esse valor menor que 126mg/dL, ndo mostraram uma diferenca estatistica quando

comparados ao grupo controle ndo diabético.

4.3 MPV E NUMERO DE PLAQUETAS EM FUNCAO DA IDADE

Ao correlacionar o MPV e nimero de plaquetas de acordo com a faixa etéaria dos
pacientes saudaveis e diabéticos (Figura 6A) é possivel observar que tanto os pacientes
diabéticos com idade maior ou igual a 45 anos quanto os com idade inferior a 45 anos
apresentaram um MPV maior do que os pacientes do grupo controle ndo diabético. Esse

resultado nos mostra que estatisticamente a idade néo interferiu no valor do MPV.
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Figura 6. Relagéo do MPV e do nimero de plaquetas de pacientes diabéticos em funcéo da idade. A:
Relacdo do MPV em fun¢do da idade— Teste de Kruskal Wallis com 2 graus de liberdade, valor de (p)
igual a 0,0070. B: Relagdo nimero de plaguetas em fun¢do da idade - Teste de Kruskal Wallis com 2
graus e liberdade, valor de (p) igual a 0,1347.

Por outro lado, a condicéo clinica e a idade do paciente ndo influenciaram o

namero de plaquetas na circulacdo sanguinea (Figura 6B).

4.4 MPV E NUMERO DE PLAQUETAS EM FUNCAO DO SEXO

Na Figura 7A, temos o grafico de MPV em funcéo do sexo, levando em conta o
valor de (p) menor que 0,05 podemos afirmar que o grupo de pacientes diabéticos
independente do sexo apresentou um valor de MPV maior do que o grupo controle ndo

diabético, dessa forma, podemos dizer que nesse estudo assim como a idade, o sexo ndo

15— 500+

A ) . B

=

400

300+

MPV (fL)

200+

Plaquetas (x1000/mm?)

100+

I
Controle Masculino Feminino Controle Masculino Feminino

Figura 7. MPV e nimero de plaquetas de pacientes diabéticos de acordo com o sexo, A: MPV dos
pacientes diabéticos de acordo com o sexo — Teste de Kruskal Wallis com 2 graus de liberdade, valor de
(p) igual a 0,0069. B: Numero de plaquetas dos pacientes diabéticos conforme o sexo — Teste de
Kruskal Wallis com 2 graus de liberdade, valor de (p) igual a 0,4390



influenciou no valor do volume plaguetario médio, pois o que foi responsavel pela

diferenca entre os grupos foi a Diabetes em si.

Ao levar em consideracdo o0 nimero de plaquetas, a figura 7B nos permite dizer
que ndo houve diferencas estatisticas significativas quando foi comparado o nimero de

plaquetas dos pacientes diabéticos com os do grupo controle em funcéo do sexo.

4.5 MPV EM FUNCAO DA HbA1C DE ACORDO COM A FAIXA ETARIA

Ao comparar os valores de MPV em funcdo da hemoglobina em pacientes com
idade igual ou acima de 45 anos é possivel afirmar que os pacientes com hemoglobina
glicada acima de 6,5% mostraram um MPV maior do que 0S gque possuem esse

parametro dentro do valor de referéncia, como também do que grupo controle (Figura

8A).
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Figura 8. Influéncia da faixa etaria sobre o MPV em funcao da hemoglobina glicada. A: Pacientes com
idade maior ou igual a 45 anos — Teste de Kruskal Wallis com 2 graus de liberdade, valor de (p) igual a
0,0148, B: Pacientes com idade abaixo de 45 anos — Teste de Kruskal Wallis com 2 graus de liberdade,

valor de (p) igual a 0,0348.
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A Figura 8B mostra o resultado da avaliagio do MPV em funcdo da
hemoglobina glicada nos pacientes com idade inferior a 45 anos. Nesta figura se
observa que houve uma diferenca estatistica do MPV nos pacientes diabéticos que
apresentam a hemoglobina glicada maior ou igual a 6,5% em relagdo aos que
apresentam esse parametro menor que 6,5%. Por outro lado, quando se compara o0 grupo
controle com o grupo de pacientes diabéticos, apenas 0s pacientes com a hemoglobina

glicada maior ou igual a 6,5% mostraram um valor de MPV maior.

46 MPV E NUMERO DE PLAQUETAS EM FUNCAO DO USO DE
HIPOGLICEMIANTES ORAIS

A figura 9A nos apresenta o grafico obtido quando comparamos o grupo de
pacientes diabéticos que fazem uso de hipoglicemiantes orais (n=28) e aqueles que nao
fazem uso desse tipo de medicacdo, com o grupo controle ndo diabético. Os pacientes
que ndo fazem uso de medicacdo mostraram um valor de MPV maior em relagdo ao
grupo controle, enquanto os pacientes que fazem uso de hipoglicemiantes orais néo
mostraram essa diferenca estatistica significativa. Esses resultados mais uma vez nos
mostram que o valor do MPV esta diretamente ligado ao indice glicémico dos pacientes,
pois aqueles pacientes diabéticos que ndo fazem uso de medicacdo possuem uma

glicemia muito provavelmente aumentada.
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Figura 9. MPV e nimero de plaquetas em fungdo do uso de hipoglicemiantes orais. 28 pacientes de 62 do
grupo de diabéticos fazem uso de hipoglicemiantes orais. A: MPV em funcéo do uso de hipoglicemiantes orais
— Teste de Kruskal Wallis com 2 graus de liberdade, valor de (p) igual a 0,009 B: NUmero de plaquetas em
funcdo do uso de hipoglicemiantes orais — Teste de Kruskal Wallis com 2 graus de liberdade, valor de (p) igual

a 0,3963.
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Ao avaliar a influéncia do uso de hipoglicemiantes orais sobre o nimero de
plaquetas, como mostrado na Figura 9B, observa-se que ndo houve nenhuma diferenca
significativa entre o numero de plaquetas circulantes nos pacientes diabéticos que fazem

uso ou ndo de medicamento, quando comparados ao grupo controle.
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Partindo do ponto de que a Diabetes tipo 2 € uma sindrome metabdlica capaz de
gerar complicagdes microvasculares e macrovasculares, sendo muitas destas
complicagdes normalmente causadas por modificagcbes funcionais e morfoldgicas das
plaquetas dos pacientes (SHRIVASTAVA et al., 2020). Sertbas e colaboradores (2017)
relata em seu trabalho que o volume plaquetario médio pode ser um marcador
alternativo empregado para avaliar a alteracdo da funcdo plaquetéria em pacientes
diabéticos, pois o0 seu valor quando aumentado indica plaquetas maiores e mais ativas
do ponto de vista enzimatico e metabdlico, situacdo que pode elevar o potencial pro-
trombotico destes elementos figurados do sangue. Nos pacientes diabéticos néo
controlados, além do aumento da atividade plaquetéria, o estado pro-trombdético também
é caracterizado pelo aumento dos niveis de proteina C reativa (PCR), PAI-1 (inibidor do
ativador do plasminogénio tipo 1) e fibrinogénio (SUDHESHNA, 2019).

As plaquetas sdo células sanguineas que apresentam um importante papel na
hemostasia, pois sdo essenciais para a formacdo do tampdo primario que, uma vez
formado, fornece uma superficie fosfolipidica necessaria ao recrutamento e atividade
dos fatores da coagulacdo. Diante de uma lesdo ou de alguns tipos de alteracdo do
endotélio vascular as plaquetas aderem a superficie subendotelial e se tornam ativadas.
Em algumas situacdes, as plaquetas também podem sofrer estimulo por agentes pro-
agregadores como trombina, colageno, epinefrina e tromboxano A,. Uma vez ativadas
ou estimuladas, as plaquetas podem adquirir e aumentar a capacidade de sintese e
secrecdo de substancias agonistas da ativacao plaquetaria, mudam a sua morfologia, se
agregam e consequentemente formam o trombo (KODIATTE et al., 2012). Devido a
glicemia descontrolada em alguns pacientes, um possivel mecanismo que explica o
aumento do volume plaquetario e consequentemente do aumento da atividade das
plaquetas, € o inchaco osmotico decorrente da glicosilacdo de proteinas plaquetarias
(ALHADAS et al., 2016; SHILPI; POTEKAR, 2018).

Nesse estudo, o resultado mais evidente foi exatamente o aumento do MPV
(Volume plaquetario médio) nos pacientes diabéticos que apresentam a glicemia
aumentada. Dessa forma, podemos discutir e questionar a possibilidade desse parametro

poder ser empregado pelos profissionais de saide como uma ferramenta a mais no
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auxilio da avaliagdo do risco do paciente diabético ndo controlado vir a manifestar
algum evento tromboemboalico.

Como mostra a Figura 4, os pacientes que apresentam um controle glicémico
irregular, ou seja, uma hemoglobina glicada (HbA1C) maior ou igual 6,5% mostraram
um aumento no MPV quando comparados ao grupo controle ndo diabético. Resultados
semelhantes foram encontrados nos estudos feitos por Saluja e colaboradores (2019),
em que ao avaliar pacientes diabéticos, encontraram um MPV maior nos que possuiam
um valor de hemoglobina glicada superior a 8%. Sudheshna (2019) também relata em
seu trabalho que aqueles pacientes diabéticos com valores de HbA1C maiores ou igual a
7% mostraram um valor ndo s6 de MPV maior, como também de todos os outros
parametros plaquetarios avaliados, inclusive a contagem de plaquetas. Esse resultado
ndo foi encontrado em nosso estudo, ja que ao compararmos o numero de plaquetas
entre o grupo controle e o de pacientes diabéticos, ndo foi observada diferenca
significativa.

A hiperglicemia prolongada pode resultar em inimeras alteracdes homeostaticas
no organismo, como a hiperosmolaridade plasmaética e glicacdo de proteinas, que pode
levar a danos irreversiveis a diferentes 6rgdos. As dosagens de hemoglobina glicada
refletem o controle glicémico plasmatico do paciente em relacdo aos Gltimos dois a
quatro meses. Assim, a hemoglobina glicada permite uma avaliacdo a longo prazo do
nivel glicémico e se diferencia muito do parametro glicemia de jejum, o qual
corresponde a quantidade de glicose presente no sangue circulante no momento do
exame (ANGHEBEM et al., 2018).

No estudo feito por Aktas e colaboradores (2018), quando avaliado o MPV no
grupo de pacientes diabéticos ndo controlados, que apresentaram uma média de
glicemia de jejum igual a 190 g/dL, resultados significativos foram encontrados
comparando esses pacientes a um grupo de diabéticos com a glicemia controlada,
mostrando que o aumento do MPV estava diretamente relacionado a uma glicemia
descontrolada. Resultados semelhantes foram obtidos nesse estudo, onde os valores de
MPV se mostraram maiores naqueles pacientes que estavam com a glicemia de jejum
acima do valor de referéncia, indicando que a hiperglicemia pode influenciar na
morfologia das plaquetas e por consequéncia na funcdo plaquetaria.

No trabalho de Agrawal e colaboradores (2016), os resultados obtidos também

corroboram com os resultados encontrados nesse estudo, pois ao avaliar uma populagédo
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de pacientes diabéticos na india, os autores encontraram uma relagio entre 0 MPV e a
média da glicemia de jejum, porém essa relacdo nao foi observada ao comparar o
numero de plaquetas. Esse resultado também foi encontrado em nosso estudo, pois ao
levar em consideracdo os valores da glicemia de jejum ndo observamos diferencga
estatistica significativa entre esse marcador e o nimero de plaquetas dos pacientes.

Em um estudo anterior, com pacientes diabéticos e portadores de retinopatia, foi
observado que ndo existe relacdo entre os niveis de hemoglobina glicada e o volume
plaquetario medio, pois 0 MPV se mostrou alterado independentemente do nivel de
hemoglobina glicada estar controlada ou ndo (GUNGOR et al., 2016). Este resultado,
diferente do encontrado em nosso estudo, pode ser devido ao fato dos autores terem
empregado uma amostra de pacientes diabéticos portadores de uma complicacéo grave e
irreversivel decorrente do diabetes. Tal observacdo pode inferir a importancia do MPV
ser empregado como um parametro (marcador) adicional dos riscos de pacientes
diabéticos virem a desenvolver complicacbes como a retinopatia, tromboembolismo,
nefropatia, entre outras (PETERMANN et al., 2015).

Outro ponto importante a ser discutido em relagdo a DM tipo 2 é sobre os
diferentes fatores de risco que podem desencadear o desenvolvimento e agravar este
tipo de diabetes, e também como eles podem influenciar os marcadores aqui estudados.
Além daquelas variaveis clinicas ja conhecidas como, por exemplo, obesidade,
alimentacdo, predisposi¢do familiar, indice de massa corporal, existem também outros
os fatores de natureza sociodemografica, como sexo, idade, nivel socioeconémico e
escolar (MARINHO et al., 2013).

De acordo com um estudo feito para avaliar a prevaléncia da diabetes em
diversas cidades do Brasil, o percentual de mulheres portadoras de diabetes € maior do
que o de homens. Seguindo nessa linha de pensamento, entre os homens e mulheres que
relataram ter a doenca, a grande maioria possui idade acima de 45 anos (SCHMIDT et
al., 2009). Por outro lado, ao avaliar a prevaléncia de alto risco para desenvolvimento de
DM tipo 2, encontra-se que 0 risco é maior nos pacientes do sexo masculino do que nas
mulheres. Desta forma, a idade maior ou igual a 45 anos mostrou ser um fator de alto
risco importante no desenvolvimento da doenca (MARINHO et al., 2013).

Quando avaliamos a relagdo entre os marcadores estudados (MPV e o nimero de
plaquetas) e a idade dos pacientes, levando em conta apenas se estes Sa0 maiores ou nao

que 45 anos, ndo conseguimos observar nenhuma relacdo estatistica entre os dois.
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Porém quando avaliamos separadamente os pacientes com idade maior ou igual a 45
anos e menor que 45 anos, levando em conta o valor de hemoglobina glicada maior ou
menor que 6,5%, observamos que o MPV estd aumentado nos pacientes que
apresentaram niveis de hemoglobina glicada acima do valor de referéncia em ambas 0s
grupos de acordo com a faixa etaria. Esse resultado nos sugere que a alteracdo do MPV
estd diretamente ligada a glicemia e ndo a idade do paciente, apesar desta ser
considerada um fator de risco no desenvolvimento e agravamento da doenca,
principalmente quando associada a outros fatores como obesidade, sedentarismo e
dislipidemia (FERREIRO; GOMEZ-HOSPITAL; ANGIOLILLO, 2010).

Ao relacionar o MPV e o0 nuimero de plaquetas com o sexo dos pacientes
analisados, é possivel observar que este aumento esta relacionado a doenca em si e néo
ao sexo propriamente dito. No entanto, talvez se fosse estudada a relagdo do MPV
levando em consideracdo o0 sexo e pacientes diabéticos com glicemia alterada, o
resultado poderia ser diferente, pois Panarotto e colaboradores (2008) ao relacionar o
sexo com o controle glicémico de pacientes com DM observaram que, por razdes
desconhecidas, as mulheres apresentam uma maior dificuldade em alcangar um controle
glicémico satisfatorio. Como apresentado neste trabalho, o aumento do MPV est4
relacionado aos niveis de glicemia, talvez o sexo também seja capaz de influenciar esse
parametro, de qualquer forma, analises mais especificas seriam necessarias para
confirmar tal hipétese.

A busca pelo controle da glicemia nos pacientes diabéticos é a principal forma
de tratamento da doenca, sendo assim, uma abordagem multifatorial que vai desde a
mudanca do estilo de vida até o uso de medicamentos hipoglicemiantes se faz
necessaria (LOPES et al., 2012). A escolha desses medicamentos é feita a partir das
caracteristicas clinicas de cada paciente, sendo implementada quando a terapia ndo
medicamentosa deixa de ser suficiente para o controle da diabetes. Nesses casos, a
farmacoterapia com hipoglicemiantes orais € o tratamento de primeira escolha, pois
além de promover a reducdo da glicemia, possui um bom indice de adesdo do
tratamento pelos pacientes, e sdo capazes de reduzir os riscos de desencadear varias
complicagdes, como por exemplo, as complicagdes tromboembolicas, foco deste estudo
(LOPES et al., 2012; OLIVEIRA; ZANDONA; BITTENCOURT DE OLIVEIRA,
2012; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2021).
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Em nosso estudo, quando foi analisada a relagcdo do MPV com os pacientes que
fazem uso ou ndo de hipoglicemiantes orais (Figura 9A), em comparacdo ao grupo
controle, observamos o aumento desse marcador somente no grupo de pacientes que ndo
faziam uso de medicamentos, ou seja, nos pacientes que ainda ndo estavam em
tratamento ou que faziam uso apenas de terapia ndo medicamentosa. E bem provavel
que nestes pacientes a glicemia esteja aumentada, refletindo um controle ineficiente da
doenca, e por consequéncia um maior risco de desenvolver alguma complicacao.

De um modo geral, o principal resultado do nosso estudo foi a confirmacgéo de
que a falta do controle da glicemia influencia diretamente na morfologia das plaquetas,
resultando em um aumento do MPV, apesar de ndo se observar diferenca na contagem
das plaguetas a nivel de sangue periférico. Dentre os varios fatores agravantes da
Diabetes tipo 2, 0 aumento do tamanho das plaquetas, confirmado pela observacéo de
um maior MPV no grupo de pacientes com glicemia alta e hemoglobina glicada acima
do normal, esta diretamente relacionado a maior predisposicdo de um episddio
tromboembdlico, pois quanto maior o tamanho da plaqueta maior o ndmero de
glicoproteinas de membrana celular que participam dos processos de adesdo e
agregacao plaquetaria. Tal hipdtese se baseia na literatura que comenta sobre 0 excesso
de glicose na corrente sanguinea, quando de forma crbnica, ocasiona uma maior
formacédo de produtos finais de glicosilacdo (AGES) nessas glicoproteinas de membrana
plaquetaria aumentando o risco da formacdo de agregados de plaquetas na circulagdo
(FERREIRO; GOMEZ-HOSPITAL; ANGIOLILLO, 2010; FERRONI et al., 2004).
Além disso, outras condi¢bes como a resisténcia a insulina, a dislipidemia e o stress
oxidativo, quando somadas ao aumento do tamanho das plaquetas podem acelerar ainda
mais o desenvolvimento de uma condicao pro-tromboembdlica (ROBALO, 2016).

O volume plaquetario médio nos pacientes diabéticos ndo controlados € um
importante marcador em termos de maior risco de aumento da atividade e funcao
plaquetdria. O MPV é um pardmetro importante na avaliacdo clinica de pacientes
portadores de infarto agudo do miocéardio, leucemia linfoide aguda, leucemia mieldide
aguda, mostrando ndo sO sua importancia na avaliagdo das condi¢cdes hematologicas,
mas tambeém na avaliacdo da funcdo medular (MONTEIRO, 2017). Baseado em nosso
estudo e na literatura cientifica, O MPV futuramente tende a ser um potencial marcador
adicional muito importante na avaliacdo progndstica da condigdo clinica do paciente

como DM tipo 2. Infelizmente esse e outros marcadores relacionados a fungéo
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plaquetéria, como por exemplo, o PDW, ainda sdo negligenciados e deixados de fora
dos laudos laboratoriais, apesar de ja existirem inumeros estudos comprovando a sua
relacdo no diagndstico e controle de diversas doengas (MONTEIRO, 2017).

Levando em conta o que foi analisado nesse trabalho podemos afirmar que o
MPV se mostrou como um potencial marcador para 0 monitoramento e avaliacdo do
controle glicémico em pacientes com DM tipo 2, principalmente se estes apresentarem
um controle glicémico deficiente. Desta forma, o MPV, pode exercer um importante
papel no prognéstico e acompanhamento laboratorial de varias doengas e condi¢des
clinicas, que ao nosso ver ndo pode ser negligenciado e deixado de fora dos laudos

laboratoriais.

29



6. CONCLUSAO

O Diabetes Mellitus (DM) tipo 2 é uma doenga decorrente de uma hiperglicemia
crénica, e o tratamento é feito com medicamentos hipoglicemiantes orais e mudancas do
estilo de vida, principalmente, atividade fisica e habitos alimentares. Pacientes com DM
tipo 2 requerem um controle rigoroso dos niveis de glicose no sangue por meio de
dosagens de glicemia de jejum e de hemoglobina glicada. Se essas dosagens estiverem
muito elevadas, o0 paciente diabético pode vir a apresentar uma série de complicacdes,
incluindo algum evento tromboembolico.

O volume plaquetario médio € um marcador que reflete 0 aumento do tamanho
das plaquetas, que geralmente estd relacionado a uma hiperatividade das mesmas,
aumentando seu potencial pro-trombdtico. Nesse estudo os pacientes portadores de DM
tipo 2 atendidos pelo LAPAC, que possuiam um valor de hemoglobina glicada e
glicemia de jejum alterados, mostraram um aumento no valor do MPV, evidenciando
uma relacéo direta entre o controle da glicemia e o tamanho das plaquetas.

O MPV atualmente ndo é um resultado que estd presente no laudo clinico
liberado pelos laboratérios. De acordo com esse estudo e outros trabalhos encontrados
na literatura, esse parametro pode ser muito importante no acompanhamento e

prognostico de diversas doencas, inclusive da Diabetes Mellitus tipo 2.
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