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RESUMO

A hemodialise € um processo de filtracdo do sangue onde ocorre a retirada de
toxinas e agua acumuladas no organismo. Este tratamento é indicado para os
portadores de doenca renal cronica em estagio terminal. As complicacoes
relacionadas ao acesso vascular, necessario para a realizacao da hemodialise, sao
responsaveis por 20 a 25% das hospitalizacées dos pacientes em didlise cronica. A
ocorréncia de trombose no acesso vascular constitui um problema grave, pois
dificulta enormemente ou até inviabiliza, a realizacdo de um tratamento que é vital
para o paciente. O objetivo deste estudo foi investigar alteracées moleculares, dos
sistemas hemostatico e inflamatério e a frequéncia do grupo sanguineo ABO em
pacientes submetidos a hemodialise, bem como a associacdo dessas com a
ocorréncia de complicagdes trombdticas do acesso vascular. Foram avaliados 195
pacientes submetidos a hemodidlise, dos quais 149 ndo apresentaram trombose do
acesso vascular (grupo |) e 46 apresentaram essa complicagdo (grupo Il), além de
80 individuos higidos (Grupo lll). Foram investigadas as muta¢cdées no gene da
protrombina (G20210A) e do F V (G1691A), os niveis plasmaticos de D-Di, PAI-1,
FvW, F VIII, ADAMTS-13, PCRus, IL-8 e TGF-B1 e o grupo sanguineo ABO. A
andlise estatistica dos resultados revelou que os niveis plasmaticos de D-Di, FYW e
a atividade do F VIII estavam elevados e de PAI-1 e ADAMTS-13 reduzidos nos
pacientes dos grupos | e Il quando comparados aos do grupo Ill. Nao houve
diferenca entre os grupos | e Il em relacdo aos parametros hemostéticos e
inflamatorios. O grupo sanguineo ABO foi semelhante nos trés grupos. Os niveis
plasméticos de FVW e a atividade do FVIIlI estavam elevados nos individuos do
grupo sanguineo “ndo O” comparados aos do grupo “O” nos grupos I, Il e lll. A
presenca da mutacao no gene da protrombina (G20210A) mostrou uma associagao
significativa e independente com a trombose do acesso vascular, enquanto a
presenca da mutacdo no F V, os niveis plasmaticos dos parametros hemostaticos e
inflamatoérios e o grupo sanguineo ABO n&o mostraram associacdo com esta
complicagdo. Houve correlagdo significativa entre os niveis dos parametros
hemostéticos e inflamatérios nos dois grupos submetidos a hemodialise. Embora os
marcadores hemostaticos e inflamatérios avaliados ndo se mostraram Uteis para
predizer a ocorréncia de complicagbes trombédticas do acesso vascular, 0s
resultados deste estudo revelaram que os pacientes submetidos a hemodialise
apresentam um quadro de hipercoagulabilidade. Além disso, sugeriram que a
presenca da mutacdo no gene da protrombina (G20210A) esta associada a
ocorréncia de trombose do acesso vascular.

PALAVRAS-CHAVE: Hemodidlise; acesso vascular; hemostasia; trombofilia;
hipercoagulabilidade; grupo sanguineo ABO; inflamacéao.



ABSTRACT

Hemodialysis is a kind of blood filtration in which accumulated toxins and water are
removed from the body. This treatment is indicated for patients in the end stage renal
disease. Vascular access complications constitute about 20-25% of all
hospitalizations in dialysed patients. The occurrence of thrombosis in the vascular
access is a serious problem that might severely compromise or even make
impossible the hemodyalisis, which is vital for the patient. The aim of this study was
to investigate molecular, hemostatic and inflammatory alterations and of the ABO
blood group frequency in patients undergoing hemodialysis as well as the association
between these alterations and the occurrence of vascular access thrombosis. A total
of 195 patients undergoing hemodialysis have been evaluated, of which 149 patients
had not experienced vascular access thrombosis (Group 1) and 46 patients had this
complication (Group Il), beyond 80 healthy individuals (Group IlIl). Mutations of
prothrombin (G20210A) and factor V (G1691A) genes, D-Di, PAI-1, FvW, F VIII,
ADAMTS-13, PCRus, IL-8 and TGF-b1 plasma levels, and ABO blood group have
been investigated. Statistical analysis showed that D-Di, FYW and F VIII were
increased, whereas PAI-1 and ADAMTS-13 were reduced in groups | and Il if
compared to group lll. There was no difference between groups | and Il in relation to
the hemostatic and inflammatory parameters. ABO blood group frequency was
similar in the three groups. The FVYW plasma levels and F VIII activity was elevated in
“non O” blood group individuals if compared to “O” blood group in all three studied
groups. Prothrombin mutation (G20210A) had a significant and independent
association with vascular access thrombosis. Factor V mutation (F V Leiden),
hemostatic and plasma levels of inflammatory markers as well as the ABO blood
group were not associated with this complication. There was a significant correlation
between hemostatic and inflammatory markers in both groups of patients undergoing
hemodialysis. Although the hemostatic and inflammatory markers evaluated have not
shown to be useful in predicting the occurrence of vascular access thrombotic
complications, the results of this study revealed that the patients undergoing
hemodialysis present a hypercoagulability status. Furthermore, the results suggested
the presence of prothrombin mutation (G20210A) is associated with the occurrence
of vascular access thrombosis.

KEY-WORDS: Hemodialysis; vascular access; hemostasis; thrombofilia;
hipercoagulability; ABO blood group; inflammation.
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A hemodialise é um processo de filtragdo do sangue onde ocorre a retirada de
toxinas e agua acumuladas no organismo. Este tratamento é indicado para os
portadores de doenca renal cronica (DRC) em estagio terminal. As causas principais
da DRC sao as enfermidades glomerulares primarias ou secundarias, em especial a
nefropatia diabética, hipertensdo arterial e as glomerulopatias. Além dessas,
destacam-se também as uropatias obstrutivas, as infeccoes urinarias de repeticao,
os calculos renais e a nefropatia de refluxo.

A incidéncia e a prevaléncia da DRC e, consequentemente, a necessidade de
submeter a hemodialise tem aumentado progressivamente a cada ano no Brasil e
em todo o mundo. Estima-se que cerca de um a quatro milhdes de brasileiros séo
portadores de DRC.

O custo elevado para manter os pacientes em tratamento hemodialitico tem
preocupado os 6rgaos governamentais que subsidiam 95% desse tratamento. Além
disso, pacientes sob hemodidlise tém a produtividade comprometida, o que afeta o
sistema de previdéncia publica e seguridade social.

Tanto a DRC, como o processo de hemodialise podem alterar a funcao das
plaguetas e dos sistemas da coagulacdo e da fibrindlise, contribuindo para
complicacbes hemorragicas ou tromboticas.

Para a realizagdo da hemodialise € necessario dispor de um acesso vascular
que pode ser temporario (algumas horas a meses) ou permanente, mediante a
utiizacdo de uma fistula. As complicagdes relacionadas ao acesso vascular sao
responsaveis por 20 a 25% das hospitalizagées dos pacientes em dialise crénica.
Tais complicagdes incluem a trombose precoce (decorrente de problemas técnicos
na confeccdo da fistula), trombose tardia, infec¢cdes, hemorragia e formagéo de
hematoma.

A formagdo de trombos no acesso vascular resulta principalmente de
estenose causada por hiperplasia progressiva das camadas intima ou fibromuscular
no sistema do fluxo venoso. A estenose, por sua vez, leva a redugéo da velocidade
do fluxo sanguineo, o que favorece a hipercoagulabilidade. No entanto, algumas
vezes a trombose ocorre espontaneamente sem causa anatémica, sugerindo que
outras condigdes possam desencadear o processo trombédtico. A ocorréncia de
trombose no acesso vascular constitui um problema grave, pois dificulta
enormemente ou até inviabiliza, a realizacdo de um tratamento que é vital para o

paciente.
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A literatura revela que o processo da coagulacao e da fibrindlise tém um papel
importante nas complicacées relacionadas ao acesso vascular. Sabe-se que o
processo de hemodidlise predispbe aos eventos trombéticos, por resultar em
ativacao das plaquetas e dos fatores da coagulacao. A superficie artificial da fistula
arteriovenosa (FAV) ou do enxerto de politetrafluoretileno (PTFE) promove a adeséo
de plaquetas e do fibrinogénio, o fluxo sanguineo turbulento no circuito
extracorpéreo resulta na agregacéo das plaguetas e na ativagdo de mondcitos com
consequente expressao de fator tissular. As plaquetas ativadas liberam fatores de
crescimento, que contribuem para o aumento da hiperplasia no acesso vascular,
reduzindo o fluxo sanguineo e facilitando a agregacao de outras plaquetas ativadas
e nao ativadas. No entanto, os dados da literatura em relagdo aos fatores
desencadeadores do evento trombdtico, sédo controversos.

A principal motivacao para a realizagao deste estudo foi elucidar as possiveis
causas que levam ao desenvolvimento de trombos no acesso vascular em pacientes
submetidos ao desafio hemostatico representado pela hemodidlise, visando elucidar
suas causas, bem como definir marcadores hemostaticos e/ou inflamatorios capazes
de predizer a ocorréncia desse evento.

Uma extensa revisdo da literatura revelou que apenas cinco estudos,
conduzidos na ltalia, Kuwait, Canada, Japao e Turquia avaliaram a associacao entre
marcadores hemostaticos e as complicagdes do acesso vascular. O presente estudo
€ inédito na populagédo brasileira. Considerando as caracteristicas da nossa
populacdo, de modo particular, a composi¢céo étnica, este estudo assume grande
relevancia, pois poderia possibilitar a implementacdo de regimes adequados de
anticoagulagao, contribuindo para a prevengao da formagao de trombos nessa area.

Estd bem consolidada na literatura a relacdo do sistema ABO e trombose
venosa, indicando que individuos dos grupos sanguineos “ndo O” (A, B e AB)
apresentam maior risco de desenvolver eventos tromboéticos que aqueles do grupo
“O”. Individuos portadores dos grupos sanguineos “ndo O” apresentam niveis
plasmaticos elevados de fator VIII (F VIIl) e de fator von Willebrand (FVYW) que
aqueles do grupo “O”. Sabe-se que o FYW é uma das poucas proteinas nao
eritrocitarias que se liga aos antigenos do sistema ABO. No entanto, 0 mecanismo
pelo qual os determinantes do sistema ABO influenciam os niveis plasmaticos do

FvW ainda nao foram elucidados. Considerando que o FVYW constitui o carreador do
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F VIII na circulagdo, um aumento de FYvW compromete o clearance de F VIII,
resultando na elevagao dos niveis plasmaticos desse.

Um mecanismo envolvido na regulacdo FYW no plasma envolve a enzima
ADAMTS-13 (a disintegrin and metalloprotease with eight thrombospondin-1-like
domains), que promove a clivagem dos grandes mutimeros desse fator. Em doengas
como a purpura trombocitopénica trombética e sindrome hemolitico-urémica, nas
quais ocorre auséncia ou reducdo da atividade da ADAMTS-13, ha o
comprometimento da clivagem dos multimeros do FvW e, consequentemente,
elevagao desses no plasma, concorrendo para a agregacao plaquetaria.

Nenhum estudo foi encontrado na literatura, relacionando o grupo sanguineo
ABO e o risco de desenvolver trombose em pacientes sob hemodialise, bem como
avaliando a enzima ADAMTS-13 nesses pacientes.

Considerando que a trombose é uma doenca de carater multifatorial e que os
fatores genéticos e adquiridos associados a essa podem variar em diferentes
populagbes e, considerando ainda, que a hemodialise constitui uma condicao
particular, seria importante conduzir estudos objetivando o maior entendimento do
sistema hemostatico, bem como sua relagcdo com a inflamacado em pacientes sob
hemodidlise da populacao brasileira. Tais estudos poderdao estabelecer o potencial
de marcadores laboratoriais para monitorar a condicdo hemostatica de pacientes sob
hemodidlise, o que podera contribuir para a adogdo de medidas importantes na
profilaxia da formacdo de trombos e na melhoria da qualidade de vida destes
pacientes.

Sabendo da complexidade da DRC e do processo dialitico, bem como as
lacunas existentes na literatura, este estudo se justifica plenamente podendo gerar
conhecimentos adequados a nossa realidade.
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2 Revisdo da literatura
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2.1 Hemodialise

O processo de transicao demografica pelo qual o Brasil passa atualmente
revela um crescimento das doencas crénico-degenerativas na populacdo. O
aumento da populagéo idosa devido ao aumento da expectativa de vida leva a uma
maior demanda por determinados procedimentos terapéuticos a cada ano, entre
eles, as terapias renais substitutivas, incluindo a hemodialise (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005).

A hemodialise € um processo de filtragdo do sangue onde ocorre a retirada de
toxinas e agua acumuladas no organismo (SBN, s.d.).

As Diretrizes Européias de Boas Praticas em Hemodialise (2002)
recomendam o inicio do tratamento dialitico quando a taxa de filtracdo glomerular for
inferior a 15 mL/min/1,73m? e surgirem sinais clinicos de desnutricao, sobrecarga de
volume sem resposta a diuréticos ou outros sintomas e sinais atribuidos a uremia.

Apesar da primeira hemodidlise realizada no Brasil ter ocorrido em 1949, foi
apenas na década de 70 que o programa de substituicao renal foi introduzido como
rotina para os pacientes portadores de doenca renal cronica (DRC) (ROMAO et al.,
2003). O passo fundamental para a sua utilizagéo foi o desenvolvimento, em 1960,
do shunt arteriovenoso, que permitiu o acesso direto a circulacao e a realizacdo da
hemodidlise em pacientes ambulatoriais (QUINTON et al.,, 1960; ROSENTHAL,
1981; WILSON et al, 1982). Um passo seguinte foi a introducdo da fistula
arteriovenosa (FAV), em 1962. Esse tipo de acesso vascular, que evitava o0s
problemas de trombose e infeccao do shunt, além de ser mais duradouro e cémodo
para o paciente, permitiu a difusdo por todo o mundo da hemodidlise como
tratamento para pacientes portadores de DRC (CASTRO et al, 1985; ROCHA,
1993). Segundo Sesso et al. (2008), o numero estimado de pacientes em didlise no
Brasil & de 87.044, sendo 89,4% em hemodialise.

2.1.1 Aspectos fisiologicos da hemodialise

A hemodidlise promove a depuracao das substancias toxicas, agua e sais
minerais do organismo através da passagem do sangue por delgados canais

limitados por uma fina membrana. O movimento dos residuos metabdlicos ocorre a
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favor de um gradiente de concentracao da circulagao para o dialisado. As moléculas
de agua e os solutos de baixo peso molecular podem passar através dos poros da
membrana, porém, solutos maiores, como as proteinas, ndo conseguem atravessa-
la (DAUGIRDAS & STONE, 2003).

Dois tipos de dialisadores séo utilizados: o dialisador de fibra oca e o
dialisador de placas paralelas. No dialisador de fibra oca, o sangue flui através de
milhares de pequenos capilares firmemente agrupados em um feixe e a solugédo de
didlise flui ao redor e fora das fibras. Uma vez tendo passado pelos capilares, o
sangue é coletado em uma camara e € entdo devolvido ao paciente. Em dialisadores
de placas paralelas, o sangue e a solucao dialitica passam através de espacos
alternados formados pela superposicao de camadas de membranas colocadas umas
sobre as outras. As membranas sintéticas sdo as mais comumente utilizadas nos
dialisadores, podendo ser constituidas por poliacrilonitrila, polissulfona,
policarbonato, poliamida e polimetilmetacrilato (DAUGIRDAS & STONE, 2003).

O processo de troca entre os dois lados na membrana é determinado por
duas forgas bésicas: difusao e ultrafiltragao.

A difusdo refere-se ao movimento de solutos obedecendo a diferenca de
concentracao entre os dois lados da membrana, cuja passagem é limitada pelo peso
molecular do soluto. Desse modo, os residuos do metabolismo protéico passam do
sangue para o liquido de didlise, enquanto o bicarbonato segue o caminho inverso.
Assim, a troca de massa resulta do gradiente de concentracéo, da area de superficie
e permeabilidade da membrana, assim como da velocidade de fluxo do sangue e do
liquido de dialise. Algumas membranas de dialise mais modernas sao especialmente
finas e tém poros grandes e, deste modo, apresentam baixa resisténcia ao
transporte de solutos, sendo denominadas membranas de alto fluxo (CARVALHO &
CARVALHO, 1996; DAUGIRDAS & STONE, 2003).

Ja a ultrafiltragdo ocorre quando a agua, impulsionada por uma forga
hidrostatica ou osmdtica, € empurrada através da membrana. Aqueles solutos que
conseguem passar facilmente através dos poros da membrana sdo carregados
juntamente com a agua, em funcao do gradiente de pressao hidrostatica criado entre
os dois compartimentos. A ultrafiltracao é realizada durante a didlise com o propdsito
de remover a agua acumulada pela ingestao de liquidos ou pelo metabolismo dos
alimentos durante o periodo interdialitico (CARVALHO & CARVALHO, 1996;
GUYTON & HALL, 1997; DAUGIRDAS & STONE, 20083).
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O liquido de dialise circula em contracorrente ao sangue para maximizar a
diferenca da concentracao dos produtos catabdlicos entre o sangue e o dialisado em
todas as partes do dialisador. A composicao basica da solugdo de dialise é agua
altamente purificada, acrescida de sédio, potassio, cloreto, calcio, glicose e
bicarbonato. O fluxo do liquido de dialise € mantido em 500 mL/min, ja o fluxo
sanguineo no circuito extracorpéreo € mantido entre 350 e 500 mL/min desde a
saida do acesso vascular, passando pelo ramo arterial (onde se acopla a bomba de
sangue) e pelo compartimento sanguineo do dialisador, até retornar pelo ramo
venoso (DAUGIRDAS & STONE, 20083).

Em geral, a hemodialise ¢é realizada trés vezes por semana, em sessdes com
duragdo média de trés a quatro horas e em clinicas especializadas. Uma maquina de
didlise e um acesso vascular (cateter ou fistula) sdo necessarios para conectar o
sistema vascular do paciente (SBN, s.d.).

A dialise peritoneal utiliza para filtragdo do sangue o peritbnio. Por meio da
fixacdo de um cateter flexivel no abdébmen, € feita a infusdo de um liquido
semelhante ao soro na cavidade abdominal. Este liquido, chamado de banho de
didlise, entra em contato com o peritbnio, e através dele é feita a retirada das
substancias toxicas do sangue. Apdés um periodo de permanéncia do banho de
dialise na cavidade abdominal, esse fica saturado de substéncias toxicas,
necessitando ser retirado para, em seguida, fazer a infusdo de novo banho de
dialise. Esse processo € realizado de uma forma continua, e € conhecido por didlise
peritoneal ambulatorial continua (DPAC) (SBN, s.d.).

Em comparacdo com a dialise peritoneal, a hemodidlise proporciona uma
alteracado mais rapida na composi¢ao de solutos do plasma e a possibilidade de uma
remogao mais eficaz do excesso de agua corporal. Além de seu papel importante no
tratamento da doenca renal aguda (DRA), a hemodidlise representa, quer
isoladamente, como terapéutica de manutencao permanente, quer como preparacao
para o transplante renal, a possibilidade de sobrevivéncia para milhares de
portadores de DRC terminal (CARVALHO & CARVALHO, 1996; ZAWADA, 2003).

Uma interacdo, bastante complexa, ocorre entre o0 paciente e 0s varios
elementos do processo dialitico. Essa inclui a qualidade da agua utilizada, a
composicao do liquido de dialise, as caracteristicas da membrana e do dialisador, os
equipamentos de diversos tipos, os fluxos de sangue e do dialisado e o processo de
anticoagulacao do paciente (CARVALHO & CARVALHO, 1996).
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2.1.2 Acesso vascular para hemodialise

Atualmente, existem trés tipos principais de acesso vascular que permitem a
realizacdo da hemodialise: a fistula arteriovenosa (FAV), o enxerto de
politetrafluoretileno (PTFE) e o cateter venoso central (COSTA et al, 2008). O
acesso vascular adequado define ndo sé um melhor resultado terapéutico, mas uma
melhor sobrevida dos pacientes portadores de DRC. No entanto, ndo tém sido
observados, nos ultimos 30 anos, avangos importantes no que diz respeito ao
acesso vascular a hemodialise. As complicacbes associadas ao acesso vascular
representam a maior causa de morbidade nos pacientes sob hemodialise, sendo
responsaveis por cerca de 25% das internagdes hospitalares (NASCIMENTO &
RIELLA, 1999; SANTORO, 2000).

A insercdo percutanea de um cateter em veias de grande calibre (jugular
interna, subclavia ou femoral) permite que se estabeleca um acesso vascular
temporario que pode durar de horas a semanas (DOQI, 1997). Os métodos
permanentes mais utilizados em nosso meio consistem na confecgao cirargica de
anastomoses subcutaneas entre uma extremidade arterial e uma veia proxima, a
FAV, ou a interposicdo subcutédnea de um tubo de material sintético de uma
extremidade arterial a uma venosa, conhecido como enxerto arteriovenoso. A
duracdo desses acessos vasculares varia de meses a anos (PALDER et al., 1985).

Os cateteres duplo lumen (CDLs) permitem o acesso vascular imediato,
fornecendo fluxo sanguineo adequado para a realizacdo de hemodidlise em
situagcdes emergenciais como a DRA. Estes também podem ser utilizados como
acesso vascular temporario em pacientes com doencga renal crénica que aguardam a
confeccao ou maturagao do acesso vascular permanente, ou como alternativa a uma
FAV nativa ou enxerto, nos casos em que nao é possivel efetuar um procedimento
de acesso permanente por motivos anatémicos. No entanto, tanto o procedimento
de insercao de CDL quanto o seu uso prolongado estdo associados a ocorréncia de
uma série de complicagodes.

As complicagbes imediatas decorrem, em sua maioria, do procedimento da
puncao venosa central, sendo as mais frequentes a ocorréncia de puncao arterial,
hemorragia local e formagdo de hematomas. Tardiamente, o uso de CDL est4

by

associado a ocorréncia de infecgdes locais e bacteremias, além de estenose e
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trombose venosa (FELDMAN et al., 1996; ROCHA et al., 2008). Uma analise
prospectiva recente da ocorréncia de infeccdo no acesso vascular de pacientes em
hemodidlise apresentou uma taxa de 10,4 episddios de septicemia e bacteremia por
100 pacientes por ano e um risco relativo de 1,95 para pacientes com cateter venoso
central comparado aqueles com fistula nativa (ISHAMI et al., 2005).

A confeccdo da FAV promove a dilatacdo das veias envolvidas, permitindo
que essas figuem mais calibrosas, o que facilita seu uso subsequente na introdugéo
de agulhas de calibre grosso fornecendo um fluxo sanguineo adequado para ser
filtrado. A FAV pode ser de trés tipos: (1) radial cefalica (artéria radial e veia
cefalica); (2) braquial cefalica (artéria braquial e veia cefalica); e (3) braquial basilica
(artéria braquial e veia basilica). E necessaria uma adequada maturagao, de trés a
seis meses, para que a FAV possa ser utilizada. Sabendo desse periodo, é prudente
que se indique a confecgao da fistula tdo logo se tenha a certeza de que o paciente
€ portador de DRC e que entrard em programa de hemodialise (SCHWAB, 1999).

Os enxertos arteriovenosos podem ser inseridos em diferentes localizacoes,
como no braco (artéria braquial para veia basilica), na parede toracica (artéria para
veias axilares) ou na perna (artéria para veias femorais). A porcao sintética do
enxerto é usualmente PTFE. As vantagens de usar os enxertos de PTFE incluem o
menor tempo de maturacao (trés a quatro semanas) e os multiplos locais de acesso.
A desvantagem é a tendéncia a estenose devido a hiperplasia endotelial e
fibromuscular na anastomose venosa (SCHWAB, 1999).

Culp et al. (1995) estimaram uma taxa de 55,8% de perda do enxerto dentro
de 12 meses apo6s a confecgdo do mesmo. Outros pesquisadores observaram 33%
de perda em 12 meses e 64,7% em 24 meses (MUNDA et al., 1983). Churchill et al.
(1992) relataram que a incidéncia de falhas no acesso vascular de enxertos de PTFE
€ cerca de duas vezes maior que na fistula nativa durante 12 meses de observagao
apos a confeccdo da fistula arteriovenosa. Além disso, Besarab et al. (1990)
relataram que o maior nimero de tromboses ocorreu em enxertos usando PTFE.

A recomendagdo do The National Kidney Foundation Dialysis Outcomes
Quality Initiative (NFKDOQI) no que diz respeito a localizacdo dos acessos
vasculares definitivos, € a confeccao de fistulas distais (radial-cefalica) e fistulas
proximais (braquial-cefélica). Na impossibilidade de realizacdo desses acessos,

procede-se ao uso de enxertos arteriovenosos, priorizando o de PTFE, e como
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ultima opgao, a transposicao de veia basilica com anastomose na artéria braquial
(DOAQY).

No Brasil, a forma predominante de acesso vascular é a FAV utilizando vasos
nativos, ao contrario do que acontece nos EUA, onde ha uma predominancia do
enxerto de PTFE, que representa 70% do total de acessos vasculares permanentes.
As justificativas para a grande utilizacdo de enxertos nos EUA incluem: o
encaminhamento tardio dos pacientes aos cirurgides para realizar o acesso vascular;
a elevada prevaléncia de pacientes com diabetes mellitus e doenca microvascular
associada e o elevado numero de pacientes com idade avangada, o que limitaria os
locais disponiveis para confec¢cdo da FAV (SCHWAB, 1999).

As complicagdes que podem ocorrer com as fistulas sdo: trombose precoce
(decorrente de problemas técnicos), trombose tardia (frequentemente causada por
puncoes repetidas), infeccbes, hemorragia e hematoma (CARVALHO &
CARVALHO, 1996). Em um estudo multicéntrico realizado por Nascimento & Riella
(1999), ao se analisarem as principais complicacdes referentes as fistulas, a mais
relatada foi a trombose (80% dos casos), que é a causa mais comum de perda de
acesso vascular. Aproximadamente 75% a 85% dos casos de trombose estao
relacionados a estenose no sistema venoso. A hipotensao arterial no estudo em
questao foi a situacao clinica mais relacionada a trombose da FAV, refletindo uma
consequéncia da reducdo da perfusdo (hipotensdo) numa fistula ja estendtica.
Porém, alguns relatos tém observado tromboses espontaneas sem causa
anatdémica, sugerindo outros fatores como responsaveis pela trombose (PALDER et
al., 1985). A infeccdo no acesso vascular foi a segunda causa mais comum de perda
da fistula, contabilizando 20% de todas as complicagbes referentes aos acessos
vasculares.

As lesbes estenodticas das FAV e dos enxertos arteriovenosos diferem das
lesdes ateroscleroticas do sistema arterial pela auséncia de placas de lipidios. Ao
contrario, ha proliferacdo e migracado de ceélulas musculares lisas e fibroblastos e
acumulo de matriz extracelular (GIRNDT et al., 2007).
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2.2 Hemostasia

A hemostasia constitui um conjunto de etapas responsaveis pela fluidez do
sangue no leito vascular. Quando ocorre lesdo de um vaso sanguineo, uma
sequéncia de eventos é iniciada visando interromper o sangramento. Estes eventos
incluem a alteragdo do fluxo sanguineo (vasoconstricao reflexa e localizada),
ativacdo das plaquetas (com formacédo do tampéo plaquetario) e dos fatores da
coagulacdo (com formacdo do coagulo de fibrina), reparacdo da parede vascular
lesada, lise do coagulo e restabelecimento do fluxo no vaso. Os componentes do
sistema hemostatico incluem o endotélio vascular, as plaquetas, os fatores da
coagulagédo, os anticoagulantes naturais e o sistema fibrinolitico (GUYTON, 1992;
COLVIN, 2004, FRANCO, 2001).

2.3 Coagulacao sanguinea

As plaquetas circulam margeando a parede vascular e, em circunstancias
normais, ndo aderem ao endotélio (COLVIN, 2004, LORENZI, 2006). Quando ocorre
qualquer alteracao da parede vascular, as plaquetas aderem ao local, por meio da
glicoproteina GPIb/IX e do fator von Willebrand (FVW), tornam-se ativadas, alteram
sua conformacéao, expdem fosfatidilserina e outros receptores na membrana, liberam
do conteudo de seus granulos, promovendo o recrutamento de mais plaquetas para
o local lesado. Por meio da GPIlIb/llla, ions calcio e do fibrinogénio, ocorre a
agregacao entre as plaquetas e a formagao do tampéao plaquetario (COLVIN, 2004;
LORENZI, 2006).

O FvW ¢é uma proteina multimérica composta por subunidades idénticas
sintetizado pelas células endoteliais e megacariécitos e € composto por multimeros
grandes (ultra-large FvW). Normalmente, estes multimeros sdo detectados no
plasma normal apenas transitoriamente e estdo armazenados nos corpos de Weibel-
Palade das células endoteliais e nas plaquetas. Uma vez liberados, os multimeros
de FYW séo clivados e removidos da circulagcao pela metaloproteinase ADAMTS-13
(a disintegrin and metalloprotease with eight thrombospondin-1-like domains). A

desmopressina (DDAVP) pode induzir a secrecao do estoque FVW das células
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endoteliais. Niveis plasmaticos elevados de multimeros do FYW estao associados a
adesao e subsequente agregacao das plaquetas circulantes (MOAKE et al., 1982).

Na década de 60, foi proposto que simultaneamente a ativagao das plaquetas,
os fatores da coagulacao tornavam-se ativados num modelo em cascata, no qual a
ativacdo de um fator implicava na ativagdo de outro e, assim, sucessivamente,
culminando com a formacao do coagulo de fibrina. Este modelo admitia duas vias
distintas, a intrinseca e extrinseca, iniciadas pelos fatores Xl (F XIl) e VII (F VII),
respectivamente, que convergiam para uma via comum (MACFARLANE, 1964;
DAVIE & RATNOFF, 1964). Embora ocorressem questionamentos acerca deste
modelo in vivo, 0 mesmo foi aceito por mais de quatro décadas.

Recentemente, Hoffman & Monroe (2007) propuseram um modelo no qual a
hemostasia in vivo ocorre por etapas reguladas por componentes celulares. Dessa
forma, propuseram que o processo hemostético inicia-se quando células
expressando FT sdo expostas a circulagdo sanguinea no local da lesdao vascular
(fase de iniciagdo). O FT nao é expresso em células em contato direto com o
sangue, mas apresenta expressao constitutiva em fibroblastos subjacentes ao
endotélio vascular. As células endoteliais e mondcitos, que normalmente nao
expressam o FT, podem expressa-lo na vigéncia de lesdo endotelial e na presenca
de estimulos especificos, tais como endotoxinas e citocinas, como o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e a interleucina-1 (IL-1) (BUTENAS & MANN, 2002; HOFFMAN,
2003). O FT age como receptor e cofator para F VII. Uma vez ligado ao FT, o FVII é
rapidamente convertido em F Vlla. O complexo resultante FVIla/FT, catalisa a
ativacao dos fatores IX (F IX) e X. O F Xa formado sobre as células que expressam
FT interage com seu cofator Va para formar o complexo protrombinase e gerar
pequenas quantidades de trombina. Ao contrario, o F 1Xa ndo age sobre as células
que expdem FT, ndo tendo um papel importante nessa fase de iniciacdo da
coagulagéo (Figura 1) (HOFFMAN et al., 1995).
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Fibroblasto ou
mondcito

Figura 1 — Iniciacdo da coagulacido (Adaptado de Hoffman & Monroe, 2007).

A pequena quantidade de trombina gerada sobre as células que expressam
FT amplia o processo de sua propria geracdo, pois é responsavel por ativar
plaquetas, fator V (F V), fator XI (F Xl), fator VIII (F VIII) e dissociar F VIl do FvW.
Assim, o processo de coagulacdo é efetivamente iniciado, amplificando a resposta

procoagulante (fase de amplificacao) (Figura 2).
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Figura 2 — Amplificacdo da coagulacdo (Adaptado de Hoffman & Monroe, 2007).

A atividade do F Xa formado a partir do complexo F VIla/FT é restrita a células
que expressa FT, porque o F Xa que se dissocia da superficie celular € rapidamente
inibido pelo TFPI (tissue factor pathway inhibition) ou pela antitrombina (AT) na fase
fluida. Ao contrario, o F 1Xa pode se difundir para a superficie plaquetaria adjacente,
por nao sofrer acdo desses inibidores e entdo se ligar ao receptor da superficie
plaguetaria, interagindo com seu cofator, F Vllla, e ativar o F X (RAWALA-SHEIKH
et al., 1992; MONROE et al., 1996; OLIVER et al., 1999).
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As plaquetas tém o papel de direcionar as reagdes da coagulacao para o local
lesado e de fornecer a superficie primaria para a geracao de grandes quantidades
de trombina, necessaria para efetiva hemostasia (fase de propagacao). Uma vez que
as plaquetas séo ativadas, os cofatores Va e Vllla rapidamente posicionam sobre a
superficie plaquetaria (MONROE et al., 1994). O F Xl também se liga a superficie
plaquetaria e é ativado pela trombina formada primariamente, ndo sendo necessaria
a presenca de F Xlla. O F Xla ligado a plagueta pode ativar mais F IX a F IXa. Apos
o complexo tenase (F IX/F Vllla) ter sido formado sobre a plaqueta, o F X plasmatico
€ ativado a F Xa na superficie plaquetaria. O FXa associa ao F Va auxiliando na
geragao de trombina em quantidade suficiente para produzir um coagulo de fibrina
estavel (Figura 3) (BAGLIA & WALSH, 1998; OLIVER et al., 1999).

IXa X

Plaqueta ativada
Xla

Xl

Figura 3 — Propagacio da coagulagio (Adaptado de Hoffman & Monroe, 2007).

A protrombina sofre uma primeira clivagem e a liberacdao de um fragmento
inativo (fragmento 1+2 da protrombina/F1+2). A seguir ocorre uma segunda clivagem
que resulta na formacao da trombina. Os niveis de F1+2 refletem a atividade
enzimatica do fator Xa sobre a protrombina e constitui um marcador de geragcao de
trombina (COLVIN, 2004).

O dltimo estagio da coagulagédo envolve a clivagem do fibrinogénio (fator I)
pela trombina (fator Il), resultando na formagédo de fibrina. O fibrinogénio é um
dimero onde cada mondémero esta constituido de trés cadeias distintas, aA, B e o.
A trombina atua sobre a molécula do fibrinogénio liberando o peptideo A da cadeia a
e, posteriormente, o peptideo B da cadeia B, dando origem aos fibrinopeptideos A e
B (FPA e FPB). Os monbémeros de fibrina, assim formados, polimerizam-se
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espontaneamente, dando origem ao polimero de fibrina (SCAZZIOTA & ALTMAN,
1995).

A trombina gerada na superficie plaquetaria estabiliza o coagulo por ativar
fator XIII (F XIll) (LORAND, 2001), TAFI (thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor)
(BAJZAR et al., 1995) e por clivar o receptor PAR-4 plaquetario (OFOSU, 2003). O
FXllla age na formacdo de ligagbes covalentes entre os mondémeros de fibrina
adjacentes, gerando as liga¢des cruzadas do codgulo, importantes por aumentar a
rigidez e resisténcia a fibrindlise induzida pela plasmina (DAVIE et al., 1991;
COLVIN, 2004; STEGNAR et al., 2004).

Embora cada etapa do modelo baseado em células seja representada como
reagbes isoladas, incluindo iniciagdo, amplificagdo e propagacao, elas devem ser
vistas como eventos continuos sobrepostos (HOFFMAN & MONROE, 2007).

2.4 Inibidores endogenos da coagulacao sanguinea

Uma vez formado o coagulo de fibrina sobre a area da lesédo, o processo de
coagulagao deve ser limitado para evitar oclusdes tromboéticas em areas adjacentes
normais. Os processos procoagulantes sdo atenuados por uma variedade de
inibidores, que sao serino proteases inativas ou cofatores.

Os quatro principais inibidores fisiolégicos da coagulagdo sdo a antitrombina
(AT), as proteinas C e S (PC e PS) e o TFPI (tissue factor pathway inhibitior).

A AT é uma glicoproteina produzida pelo figado, que forma com a trombina e
outras serino proteases ativas, incluindo os fatores 1Xa, Xa e Xla, um complexo
estequiomeétrico, inativando essas enzimas. A AT também acelera a dissocia¢do do
complexo F VIla/FT. A AT age como um inibidor direto da trombina, limitando a
geragao descontrolada da mesma e a consequente propagagcdo de trombo. Este
processo € acelerado em 1000 vezes pela heparina ou substancias endbégenas
semelhantes a heparina. Os niveis do complexo trombina-antitrombina (TAT)
expressam a quantidade de trombina presente na circulagdo e esse complexo é
considerado um indicador de hipercoagulabilidade (CROWTHER & KELTON, 2003;
HOFFMAN, 2003; COLVIN, 2004; STEGNAR et al., 2004).

O mecanismo de acdo da AT descrito anteriormente se encontra

esquematizado na Figura 4.
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Figura 4 — Mecanismo de acdo da AT (FRANCO, 2001).
AT: antitrombina

As proteinas S e C sao sintetizadas no figado na presenca de vitamina K.
Quando a trombina alcanga uma célula endotelial intacta, ela se liga a uma
glicoproteina na superficie dessa célula, a trombomodulina (TM) o que resulta na
ativacdo da PC. A proteina C ativada (PCa) atenua a reacdo de coagulagédo pela
quebra proteolitica e, consequentemente, por inativacao dos fatores Va e Vllla. A PS
atua como um cofator ndo enzimatico. Em condi¢gdes normais, cerca de 40% da PS
circula na forma livre, enquanto 60% estd complexada com o C4b, uma proteina
plasmatica do sistema complemento. Apenas a PS livre é funcionalmente ativa e
capaz de se ligar a PCa. Embora a trombina tenha fungdo procoagulante, quando
gerada em excesso passa a atuar como um anticoagulante potente, tendo em vista
que sua ligagdo a TM endotelial representa o evento chave para ativagao da via
inibitéria da PC (WALKER, 1984; BROZE, 1992; FRANCO, 2001; HOFFMAN, 2003,
NORRIS, 2003).

A sequéncia de eventos descrita anteriormente se encontra esquematizada na
Figura 5.
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Figura 5 - Mecanismo de acdo da proteina C/ proteina S
(Adaptada de Dahlback, 2008). APC: activated protein C

O TFPI é uma proteina produzida pelas células endoteliais e apresenta trés
dominios do tipo “kunitz’. O primeiro dominio liga-se ao complexo F VIla/FT,
inibindo-o, e 0 segundo dominio liga-se e inibe o F Xa. Assim, a ativagdo direta do
F X é regulada negativamente de modo rapido na presenca do TFPI, que limita,
dessa forma, a producao de F Xa e F IXa. A ligacao do F Xa é necessaria para que o
TFPI exerca seu papel inibitério sobre o complexo F Vila/FT (BROZE, 1992).

Dessa forma, o papel primario dos anticoagulantes naturais é prevenir a
geracgao de trombina sobre células endoteliais saudaveis e, por conseguinte, limitar a
formacao de trombina a area imediata da lesdo. Em condicdes fisioldgicas (auséncia
de lesdo vascular), ha predominio dos mecanismos anticoagulantes sobre os
procoagulantes, o que garante a fluidez do sangue e mantém os vasos
desobstruidos (HOFFMAN, 2003).

A sequéncia de eventos descrita anteriormente se encontra esquematizada na
Figura 6.
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Figura 6 — Mecanismo de acdo do TFPI (FRANCO, 2001).
TFPI: tissue factor pathway inhibitior

2.5 Fibrindlise

Ap6s a reconstituicao da parede vascular, o coagulo formado no vaso
sanguineo é efetivamente degradado e removido pelo sistema fibrinolitico
(HOFFMAN & MONROE, 2007).

A enzima responsavel por este processo é a plasmina, uma serino protease
que cliva a fibrina em produtos de degradacao soluveis. A plasmina é formada a
partir da sua pré-enzima inativa, o plasminogénio, por acao de dois ativadores
fisiolégicos: o ativador de plasminogénio do tipo tecidual (i-PA, tissue plasminogen
activator), que é sintetizado pelas células endoteliais e representa o principal
responsavel pela lise do coagulo; e o ativador de plasminogénio tipo uroquinase (u-
PA, uroquinase plasminogen activator). O u-PA é produzido em varios 0rgéos,
principalmente préstata, utero e coracdo (VERSTRAETE & VERMYLEN, 1989). O
plasminogénio é encontrado no plasma em concentragdes muito maiores que seus
ativadores; portanto, a disponibilidade dos dois ativadores de plasminogénio no
plasma geralmente determina a extensdo da formagéo de plasmina (HOFFMAN &
MONROE, 2007). Trombina e oclusado venosa estimulam a liberacado do t-PA pelas
células endoteliais (SZYMANSKI et al., 1994). O plasminogénio e o t-PA se ligam ao

polimero de fibrina. Uma vez que o plasminogénio € ativado em plasmina, essa cliva
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a fibrina em residuos especificos de lisina e arginina, resultando na dissolucdo do
coagulo (HOFFMAN & MONROE, 2007).

A plasmina age sobre o fibrinogénio resultando na formacao dos fragmentos
X, D, Y e E, também chamados de produtos de degradacao do fibrinogénio (FgDP,
fibrinogen degradation products) e sobre o polimero de fibrina, resultando nos
produtos de degradacédo da fibrina (FbDP, fibrin degradation products), entre eles os
dimeros-D (D-Di), que resultam da degradacao das ligagdes cruzadas da fibrina. Os
niveis de D-Di encontram-se elevados em individuos com trombose e aterosclerose,
e tém sido utilizados como indicadores de hipercoagulabilidade e subsequentes
eventos cardiovasculares (RIJKEN & SAKHAROV, 2001; NARAYANAN &
HAMASAKI, 1998).

A inibicdo do sistema fibrinolitico ocorre ao nivel dos ativadores do
plasminogénio mediante acao de inibidores especificos. O principal inibidor do t-PA é
o inibidor do ativador de plasminogénio do tipo 1 (PAI-1), que é sintetizado pelas
células endoteliais. A plasmina livre circulante é rapidamente inativada pelo seu
inibidor especifico, a a2-antiplasmina, com a qual forma o complexo plasmina-
antiplasmina (PAP). A ligagédo da trombina com a TM e a plasmina ativam a proteina
denominada inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI- thrombin-activatable
fibrinolysis inhibitor), que promove a quebra de residuos de lisina da molécula de
fibrina durante o processo de lise do codgulo, resultando na perda dos sitios de
ligacao para o t-PA e plasminogénio na fibrina e retardo da fibrindlise (BAJZAR et al.,
1995; COLVIN, 2004; FRANCO, 2001).

A sequéncia de eventos descrita anteriormente se encontra esquematizada na
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Figura 7 - Mecanismos de ativacio e inibi¢do do sistema fibrinolitico (Adaptado de FRANCO,
2001). a2-AP: a2-antiplasmina; PDF: produtos de degradacao da fibrina.
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2.6 Mutacoes que predispoem a trombofilia

A trombofilia hereditaria consiste em uma tendéncia genética para a
ocorréncia de eventos tromboembodlicos. A maioria dos fatores genéticos que
predispdem a trombose compromete o balango natural entre os componentes
procoagulantes e anticoagulantes do sangue (DAHLBACK, 2000).

A ocorréncia de trombose venosa esporadica, associada a uma alteracao
genética isolada, é relativamente baixa. No entanto, a presenca de mutacbes em
VArios genes ou a associagao a outros fatores de risco aumenta significativamente
as chances de ocorréncia da doenca. Apesar da patogénese da trombose venosa
ainda nao estar completamente elucidada, evidéncias fortes indicam que a interagéo
entre os fatores genéticos e ambientais tem grande influéncia na ocorréncia da
mesma. Pacientes com trombofilia hereditaria exibem, em situacdes de risco para
trombose tais como gravidez, uso de contraceptivo oral ou cirurgia ortopédica, maior
risco de desenvolverem trombose venosa. Além disso, apresentam predisposicao
aumentada a trombose venosa recorrente e o0 evento trombotico ocorre em geral
antes dos 45 anos de idade (VANDENBROUCKE et al., 1994; McCOLL et al., 1999;
LOWE et al., 1999; FRANCO et al., 2001).

Os principais fatores genéticos associados a trombofilia incluem as mutagées
nos genes responsaveis pela sintese dos fatores V e Il da coagulagcédo, as
deficiéncias dos anticoagulantes naturais (AT, PC e PS), a disfibrinogenemia e a
hiperhomocisteinemia, que pode ser resultante da mutagdo C677T no gene da
enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) (POORT et al, 1996;
ROSENDAAL et al., 1998; FRANCO, 2001b; BAUER, 2003).

Mais recentemente, estudos caso controle encontraram outros marcadores
que estdo associados ao aumento do risco de trombose venosa: mutagdes nos
genes de inibidores da coagulagdo, como t-PA e TFPI, e outros como PAI-1 e
receptor endotelial de PC (EPCR) (LANE & GRANT, 2000; BERTINA, 2001).

Dahlback e Hildebrand (1994) observaram que o plasma proveniente de
varios pacientes que sofreram trombose venosa foi resistente a acao da PCa, ou
seja, o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) destes pacientes ndo se
prolongava apos adicdo de PCa quando comparado ao plasma de pacientes sem
historia de trombose venosa. Subsequentemente, alguns estudos demonstraram que

cerca de 90% dos pacientes com resisténcia a PCa tém um alelo do F V que é
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resistente ao efeito proteolitico da PCa. Esse alelo, o fator V Leiden (FVL), resulta da
transicdo de uma guanina (G) para uma adenina (A) no nucleotideo 1691 (G1691A),
no exon 10 do gene do F V. Isso acarreta a troca de uma arginina (Arg) por uma
glutamina (Glu) na posicao 506, local onde o F V € reconhecido, clivado e inativado
pela PCa. Dessa forma, o F V resultante do alelo mutante é ativado pelo F Xa, mas
nao € inativado corretamente pela PCa, resultando num quadro de
hipercoagulabilidade (BERTINA et al., 1994).

O FVL esta presente em aproximadamente 5% das pessoas saudaveis do
norte da Europa, em 10% dos pacientes apresentando trombose venosa e em 30 a
50% dos pacientes investigados para algum evento trombofilico (LEE et al., 1996;
RIDKER et al.,1995; SALOMON et al., 1999; RIDKER et al., 1997). A frequéncia do
FVL varia com a etnia, sendo comum em descendentes caucasianos, mas raro em
descendentes africanos ou asiaticos do extremo oriente (RIDKER et al., 1997).

Os pacientes heterozigotos portadores do FVL tém um risco relativamente
baixo de sofrer trombose. Um estudo transversal feito na Itdlia demonstrou que
apenas 6% dos portadores do FVL, proximos aos 65 anos de idade, apresentaram
tromboembolismo venoso e a maioria dos eventos trombéticos ocorreu na vigéncia
de outro fator de risco, tais como cirurgia (RODEGJIEO et al., 1999). Ja a presenca
desta condicao em homozigose esta associada a um risco de 50 a 100 vezes maior
de desenvolver trombose venosa (ROSENDAAL et al., 1995; LANE & GRANT, 2000;
FRANCO, 2001b).

Arruda et al. (1995) encontraram 20% de heterozigotos para o FVL entre
pacientes brasileiros que sofreram trombose venosa e/ou embolismo pulmonar sem
outros fatores de risco associados e, na populagdo controle com 100 individuos,
essa mutagao foi encontrada em 2%.

A mutacao no gene da protrombina (G20210A) foi descrita pela primeira vez
em 1996 por Poort e colaboradores. Estes pesquisadores observaram que 18% dos
pacientes selecionados com trombose venosa e cerca de 1% dos individuos higidos
do grupo controle eram portadores dessa mutagdo. A mutagéo pontual no gene do
fator Il, que consiste na transicdo de uma guanina (G) para uma adenina (A) na
posi¢do 20210, esta localizada no ultimo nucleotideo da regido 3' ndo traduzida do
cDNA, justamente antes do sitio de fixacdo da cauda de poli A. Essa alteragao
aumenta a estabilidade do RNA mensageiro, resultando em alta concentracao

plasmatica de protrombina que leva a formagdo aumentada de trombina e,
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consequente, aumento da taxa de conversao de fibrinogénio em fibrina (POORT et
al., 1996). Esta mutacao é prevalente em 5 a 10% dos pacientes que ja sofreram
trombose e em aproximadamente 15% dos pacientes investigados para trombofilia
(ROSENDAAL et al.,1998; SALOMON et al., 1999).

Da mesma forma que o FVL, a mutacdo G20210A no gene da protrombina é
extremamente rara em populacoes africanas e asiaticas (ROSENDAAL et al., 1998).
Ainda ndo esta claro o mecanismo pelo qual a transicao de G — A no nucleotideo
20210 causa a elevagao dos niveis de protrombina no plasma. Varias hipoteses
foram feitas, incluindo o aumento da transcricdo do gene ou uma traducao mais
eficiente (POORT et al., 1996; LANE & GRANT, 2000; BERTINA, 2001). A mutagéao
G20210A no gene da protrombina é considerada a segunda alteracdo genética mais
frequentemente associada as trombofilias (FRANCO, 2001b).

O risco relativo de desenvolver trombose em portadores da mutacao
G20210A no gene da protrombina € de duas a quatro vezes maior se comparado
com nao portadores (POORT et al., 1996). Arruda et al. (1997) encontraram em um
grupo controle higido composto por 295 individuos brasileiros, 0,7% de
heterozigotos e no grupo de 116 individuos que sofreu trombose venosa, 4,3%.
Entre aqueles que sofreram trombose sem outro fator de risco, os heterozigotos
passaram a ser 3,5%. Em brasileiros descendentes de africanos, a prevaléncia de
heterozigotos foi 2%.

Os mecanismos pela qual a hiperhomocisteinemia predispée a trombose
incluem ativacao endotelial, proliferacdo de células musculares lisas, diminuicdo da
producao de éxido nitrico e prostaciclina, maior depésito de LDL na parede arterial e
ativacdo de mondcitos (CATTANEO, 1999). A hiperhomocisteinemia pode ser
congénita ou adquirida. As formas adquiridas estdo associadas a deficiéncia de
folato, vitaminas B, ou Be. Ja a forma congénita resulta principalmente das
mutacées nos genes das enzimas MTHFR ou da cistationina B-sintase (CBS)
(GOYETTE et al, 1995; MUDD et al., 1985). Numerosas alteragbes genéticas
envolvendo estas enzimas foram descritas, mas a maior parte dessas é rara e de
importancia clinica somente quando presentes em homozigose.

Em estudos realizados no Estado de Minas Gerais (DE PAULA SABINO et al.,
2006; DE PAULA SABINO et al., 2007), onde foi avaliada a presenca de trombofilias
em pacientes jovens, foi observado que o FVL e a mutagdo no gene da protrombina
foram detectados em heterozigose em 1,2% e 3,1% dos individuos higidos e em
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6,9% e 5,1% dos pacientes que desenvolveram trombose venosa, respectivamente.
Ja a mutacdo no gene da MTHFR foi detectada nos individuos higidos e nos
pacientes com trombose venosa na frequéncia de 35,2% e 42,5% em heterozigose e
8,9 % e 6,5% em homozigose, respectivamente. Apenas a presenca do FVL
mostrou-se um fator de risco importante para o desenvolvimento de trombose
venosa e de trombose arterial, tanto em pacientes que nao apresentavam fatores de
risco adquiridos concomitantes, como naqueles em que estes fatores estavam
presentes.

A deficiéncia de AT esta presente em cerca de 0,2% da populagéo geral e em
0,5 a 7,5% dos pacientes com tromboembolismo venoso. As deficiéncias de PC e
PS estdo presentes em 0,2% da populagdo em geral e os individuos que sofreram
trombose apresentam a frequéncia de 2,5 a 6% e 1,3 a 5%, respectivamente. A
maioria dos pacientes com trombose e deficiéncia das proteinas C ou S tém niveis
de PC e PS livre cerca de 50% e 50-75% do normal, respectivamente (CROWTHER
& KELTON, 2003). Embora as deficiéncias de AT, PC e PS sejam fatores de risco
independentes para trombose venosa, em conjunto, estas anormalidades sao
responsaveis por apenas 5% a 10% do total de casos da doenca em diferentes
populacdes. Além disso, a grande heterogeneidade de alteracdes moleculares
relacionadas as deficiéncias de AT, PC e PS dificulta a utilizacdo de métodos
moleculares para investigagao rotineira destes estados trombofilicos. Dessa forma, o
diagnostico dessas deficiéncias tem sido estabelecido pela dosagem das respectivas
proteinas no plasma utilizando métodos funcionais ou imunolégicos (FRANCO,
2001b).

2.7 Sistema ABO e predisposicao a trombose venosa

2.7.1 Grupo Sanquineo ABO

O sistema de grupo sanguineo ABO foi proposto por Karl Landsteiner no
inicio do século XX. Embora grande conhecimento tenha sido obtido acerca dos
antigenos de superficie das hemacias, o grupo sanguineo ABO é considerado até
hoje o mais importante dos grupos sanguineos. Os antigenos do sistema ABO sao
residuos terminais encontrados nos hidratos de carbonos presentes na superficie
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das células e secrecbes. Sao sintetizadas por glicosiltransferases especificas
codificadas no gene ABO, que incorporam moléculas de acucar sobre um
tetrassacarideo cujo residuo terminal € uma galactose. A adicdo de uma fucose a
galactose terminal produz o antigeno H (WATKINS, 1966).

Os alelos A e B codificam diferentes glicosiltransferases (A e B) que
adicionam N-acetilgalactosamina e D-galactose a substancia H, transformando-a em
antigeno A e antigeno B, respectivamente. Os individuos do grupo sanguineo O
possuem o alelo O, que nao codifica uma enzima funcional e, consequentemente,
continuam a expressar apenas o antigeno H (LOWE, 1993).

Numa amostragem de doadores da Fundagdo Hemominas/MG, foi obtida a
distribuicdo dos grupos sanguineos, que é representativa do Estado de Minas
Gerais, como mostra o Quadro 1.

Quadro 1 - Distribuicdo dos grupos sanguineos numa amostragem de doadores da

Fundacdao Hemominas/MG (estimativa para populagao geral de Minas Gerais).

Grupo sanguineo Total Rh Positivo Rh Negativo
(0} 47,3% 42,0% 5,3%
A 36,3% 32,2% 4,1%
B 12,5% 11,1% 1,4%
AB 3,9% 3,5% 0,4%
Total 100,0% 88,8% 11,2%

Fundagao Hemominas/MG, 2006

2.7.2 Sistema ABO, F VIII, FvW e trombose venosa

Os grupos sanguineos “ndo O” estdo associados a niveis plasmaticos mais
elevados de F VIIl e FYW que o grupo sanguineo “O” (KAMPHUISEN et al., 2001;
MORELLI et al., 2005; SOUSA et al., 2007). A elevagao dos niveis plasmaticos de
FVIII esta associada ao aumento do risco de trombose venosa, doencas
coronarianas, isquémicas e cerebrovasculares (SOUTO et al., 2000).

Varios fatores tém sido correlacionados ao aumento dos niveis plasmaticos
de F VIII, como diabetes mellitus, concentracdes plasmaticas elevadas de insulina,
fibrinogénio, triglicérides, uso de contraceptivos orais, dentre outros. Variacées no
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gene do F VIII aumentam sua expressao, enquanto variagbes no gene do FVW
aumentam sua afinidade pelo F VIII. A diminuigdo (genética ou adquirida) no
clearance do F VIIl e FYW e variacbes em outros genes envolvidos na biossintese de
FVW também constituem possiveis determinantes de niveis plasmaticos elevados de
F VIII (CONLAN et al., 1993; CUSHMAN, et al., 1996; FOLSOM, et al.,1997). Grande
parte dos efeitos do grupo sanguineo sobre os niveis plasmaticos de F VIII é
mediada pelo FYW.

Orstavik et al. (1985) observaram que 66% das variacbes nos niveis
plasmaticos do FYW foram resultantes de alteragdes genéticas e que 30% dessas
alteracoes estavam relacionadas ao efeito dos grupos sanguineos ABO. Outros
estudos tém relatado que individuos do grupo “O” tém niveis plasmaticos de FVW
menores que os individuos “ndo O”. Em um grande estudo envolvendo 1.117
individuos higidos conduzido por Gill et al. (1987), os niveis plasmaticos do FvW
foram menores nos individuos do grupo “O” e maiores nos individuos do grupo AB.
Além dos estudos sobre o fenétipo ABO, outros pesquisadores avaliaram a relacao
entre o gendtipo ABO e os niveis plasmaticos do FYW e encontram niveis menores
desse parametro no gendtipo OO. No entanto, todos os estudos observaram
também que os individuos heterozigotos para o alelo O (genétipos AO e BO)
apresentavam niveis plasmaticos de FvW significativamente menores que o0s nao
carreadores do alelo O (genétipos AA, AB e BB) (SHIMA et al., 1995; SOUTO et al.,
2000; SOUSA et al., 2007).

O FVW é uma das poucas proteinas nado eritrocitdrias que se liga aos
antigenos ABO. As estruturas oligossacaridicas ABH tém sido identificadas sobre as
cadeias oligossacaridicas do FVW localizadas no dominio A1, o qual contém sitios
de ligacao para a glicoproteina plaquetaria GPIb (MATSUI et al., 1992). O’'Donnell et
al., (2002) observaram uma relacao direta entre o gendétipo ABO, a expressédo da
transferase A e a quantidade de antigeno A expresso sobre o FYW circulante. O
mecanismo pelo qual os determinantes ABH influenciam os niveis plasmaticos do
FVW ainda ndo esta esclarecido e algumas hip6teses tém sido propostas para
explicar esse fenbmeno (JENKINS & O’'DONNELL, 2006). Primeiramente, existe a
hipdtese que os antigenos ABO influenciam a taxa de sintese ou secregdao do FvW
pelas células endoteliais (MOELLER et al., 2001). Segundo, ha evidéncias de que os
determinantes do grupo sanguineo O estdo associados ao aumento do clearance

hepatico do FYW (VLOT et al., 2000). Este grupo observou que o F VIl infundido em
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pacientes com hemofilia A desaparece mais rapidamente nos pacientes do grupo “O”
comparados aos do grupo “nao O”. Finalmente, estudos recentes sugeriram que 0s
determinantes do grupo sanguineo ABO podem influenciar a suscetibilidade do FYvW
plasmatico a protedlise pela ADAMTS-13 (JENKINS & O’'DONNELL, 2006).

Bowen (2003) purificou FYW de individuos de diferentes grupos sanguineos
ABO, incubou com ADAMTS-13 derivada de plasma humano e observou que a
protedlise do FvW foi significativamente mais rapida no grupo “O” comparada aos
grupos “nao O”. Adicionalmente, o fendtipo Bombay mostrou-se associado ao
aumento da suscetibilidade a protedlise pela ADAMTS-13 (O'DONNELL et al., 2005).
Estes dados permitiram sugerir que a composicdo das cadeias oligossacaridicas
pode estar envolvida na estabilidade da conformacgéo da regido de clivagem do FvW
pela ADAMTS-13, de modo que a remoc¢ao de um acgucar terminal permite que o
dominio A2 adote uma conformagdo mais permissiva a clivagem por esta enzima
(FRANCHINI et al., 2007).

Morelli et al. (2005) estudaram o efeito do genétipo do sistema ABO e o risco
de trombose venosa profunda numa populacdao de 471 pacientes que tiveram
trombose venosa e 471 individuos sem histérico de eventos trombéticos (controles).
No grupo dos pacientes, todos os genoétipos “ndo O” (70,9%), exceto homozigotos
A?A? ou heterozigotos A’0'/ A%0? (7,2%), apresentaram maior risco de ocorréncia de
trombose quando comparados aqueles com genoétipo OO (29,1%). Além disso, entre
0s 471 pacientes estudados, 92 (19,5%) apresentavam FVL, enquanto apenas 14
(3,0%) dos 471 individuos do grupo controle tinham essa mutacdo. Estes
pesquisadores concluiram que a combinagdo dos genétipos dos grupos sanguineos
“ndo O” e o FVL, comparados com genétipos do grupo “O” sem o FVL, aumenta o
risco de trombose venosa em 23 vezes.

Para elucidar o papel do grupo ABO, do FYW e do F VIII no processo de
trombose venosa profunda, um estudo realizado com 301 pacientes e 301 individuos
higidos mostrou, pela analise univariada, que o risco de trombose aumentou com o
aumento dos niveis de FYW e F VIII e foi maior em individuos “ndo O” que no grupo
“O”. No entanto, na andlise multivariada apenas o F VIII permaneceu como um fator
de risco, sugerindo uma relagcéo intima entre grupo sanguineo e concentracao de
FvW (KOSTER et al., 1995).

Tirado et al. (2005) analisaram 250 pacientes com trombose venosa e 250

individuos higidos e encontraram niveis de FvW mais elevados no grupo “ndo O”, o
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qual foi mais frequente nos pacientes. No entanto, o risco atribuido ao FvW foi
fortemente dependente do grupo sanguineo, pois desaparecia apds o ajuste para os
grupos ABO. Resultados semelhantes foram encontrados por Ohira et al. (2007) no
estudo LITE (Longitudinal Investigation of Thromboembolism Etiology).

Recentemente, foi observado que os alelos A’, A e B do sistema ABO
constituem fatores de risco independentes para a ocorréncia de trombose venosa
em individuos jovens da grande Belo Horizonte/MG (PAIVA et al., 2009).

2.8 Hemodialise e alteracoes hemostaticas

Admite-se que tanto a doencga renal crénica, como o processo de hemodidlise
podem alterar a funcao das plaquetas e dos sistemas da coagulacao e da fibrindlise,
contribuindo para complicagdes hemorragicas ou trombaticas.

A hemorragia resulta de alteracbes consequentes a uremia, que incluem
alteracdes da morfologia das paredes dos vasos, do fluxo sanguineo na FAV e da
funcao plaquetaria (ERDEM et al., 1996; SMITS et al., 2000; YU et al., 2003).

Os eventos trombéticos sao frequentes entre pacientes em estagio terminal
da doenca renal e contribuem para a alta morbidade e mortalidade cardiovascular
nessa populagdo. O aumento da tendéncia trombdtica nos pacientes sob
hemodidlise crbnica resulta ndo apenas em doenca cardiaca isquémica, acidente
vascular cerebral, tromboembolismo venoso, mas também na formagao de trombos
no acesso vascular para a didlise, especialmente em enxertos de PTFE. Tais
complicagbes no acesso vascular, principalmente os eventos tromboticos, sdo
responsaveis por cerca de 25% das hospitalizacbes dos pacientes em dialise
(SMITS et al., 2000; YU et al., 2003; BRONISZ et al., 2004; KNOLL et al., 2005).

Usualmente a trombose resulta de estenose causada por hiperplasia
progressiva das camadas intima ou fibromuscular no sistema do fluxo venoso. A
estenose, por sua vez, resulta na reducao da velocidade do fluxo sanguineo, o que
favorece a hipercoagulabilidade, a hipotensdo e a hipovolemia. Estes fatores
associados contribuem para a formacao de trombos (WINDUS et al., 1992).

As causas que resultam em trombose nos pacientes que fazem hemodiélise
nao estdo completamente esclarecidas. Alguns dos fatores de risco descritos

incluem diabetes mellitus, hipoalbuminemia, presenca de anticorpos anticardiolipina,
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aumento dos niveis séricos de lipoproteina (a) e de fibronectina, e idade avancada
(PORILE & RICHTER, 1993; GOLDWASSER et al., 1994; GOLDWASSER et al.,
1993). Ainda assim, uma porcentagem significativa de casos de trombose do acesso
vascular continua sem explicacdo, sugerindo que ha fatores predisponentes

adicionais a serem descobertos.

2.8.1 Alteracoes plaquetarias

As alteragdes observadas nas plaguetas de pacientes com uremia cronica
incluem a diminuicdo da sensibilidade a agonistas plaquetarios (CASTALDI et al.,
1966), aderéncia anormal dessas as superficies estranhas (LARSSON, 1971;
SALZMAN & NERI, 1966), atividade procoagulante reduzida (HOROWITZ et al.,
1970), diminui¢cdo da producdo de tromboxano A, (REMUZZI et al., 1983), aumento
da adenosina monofosfato ciclica (AMPc) (MATHIAS & PALINSKI, 1977), diminuicdo
da retracdo do coagulo (LEWIS et al, 1956) e diminuicdo da glicoproteina de
membrana GPIb (SLOAND et al., 1991).

O acumulo de varias toxinas, tais como a uréia e outros componentes
nitrogenados, acido guanidinosuccinico, fendis e um grupo de substancias
chamadas de “moléculas intermediarias urémicas” é, pelo menos em parte,
responsavel pela disfuncao plaquetaria (BAZILINSKI et al., 1985; DAVIS et al., 1972;
EKNOYAN et al., 1969; RABINER & MOLINAS, 1970; ZWAGINGA et al., 1991). Na
maioria destes pacientes, o tempo de sangramento € prolongado e a agregacao
plaquetaria é anormal. A hemodialise ou a didlise peritoneal corrigem parcialmente
essas anormalidades, por removerem parte das toxinas (SLOAND & SLOAND,
1997).

Um outro fator plasmatico sugerido como importante na redugdo da
agregacao plaquetaria sédo os fragmentos de fibrinogénio, que podem ocupar
algumas das glicoproteinas GPIIb/Illa da membrana plaquetaria, impedindo assim, a
ligacdo do fibrinogénio intacto e, consequentemente, a ligagdo cruzada entre
plaguetas adjacentes para formar o tampao plaquetario (SREEDHARA et al., 1996).
Kozek-Langenecker et al. (1999) demonstraram que os fragmentos de fibrinogénio
diminuem a agregacao plaquetaria em plasma rico em plaquetas (PRP) normal,

assim como em plaquetas normais isoladas. Relataram, ainda, diminuicdo da
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disponibilidade dos receptores plaquetarios do fibrinogénio determinada pela
reducdo da ligacdo dos anticorpos anti-GPllla (anti-CD61) e diminuicdo da ligacao
do fibrinogénio marcado com 1'® &s plaquetas ativadas por adenosina difosfato
(ADP) na presenca desses fragmentos.

Sloand et al. (1997) observaram que a hemodialise pode estar associada a
disfuncdo plaquetaria transitoria, determinada pelo prolongamento do tempo de
sangramento imediatamente ap6s a hemodialise comparado aquele obtido
imediatamente antes do procedimento. No dia seguinte a hemodialise, o tempo de
sangramento volta ao normal. Na maioria dos pacientes, o prolongamento do tempo
de sangramento foi associado a diminuicdo da sensibilidade das plaquetas a
trombina, bem como a diminuigdo da aglutinacdo dessas em resposta a ristocetina.
A ligacao de anticorpos monoclonais as glicoproteinas da membrana plaquetéaria
também foi significativamente afetada pela hemodidlise. Nos dez pacientes
examinados por estes pesquisadores, a ligagdo dos anticorpos anti-GPlb (anti-
CD42b) mostrou-se diminuida imediatamente ap6s a hemodialise e aumentou no dia
seguinte, correlacionando com as alteracbes do tempo de sangramento e da
sensibilidade diminuida a trombina.

Outros tabalhos mostraram uma diminuicao da expressao de GPIb, que esta
associada a gravidade da doenca renal. A expressdao de GPlb nas plaquetas
estimuladas foi maior nos pacientes sob hemodialise que nos pacientes com doenca
renal crénica e no grupo controle. J&4 a expressdo de GPlIb/llla foi semelhante nos
trés grupos (LIANI et al., 1996a; MOAL et al., 2003; SALVATI & LIANI, 2001).
Malyszko et al. (1996) observaram, ainda, uma menor agregacao plaquetaria
induzida por ADP, colageno, acido araquiddnico e ristocetina em pacientes com
uremia crénica comparados a voluntarios higidos.

As anormalidades plaquetérias, a principio, favorecem uma tendéncia ao
sangramento. No entanto, em algumas circunstancias, podem levar a um aumento
das complicagdes tromboticas. Apesar dos estudos citados anteriormente sugerirem
uma diminuicdo da expressdo ou uma ativacdo anormal dos receptores das
plaguetas (GPIb e GPllb/llla), um aumento no niumero de receptores plaquetarios
pode estar relacionado a obstrugdo do acesso vascular a hemodidlise (LIANI et al.,
1996b). Além disso, a hemodialise pode ativar plaquetas, devido ao atrito destas

com o circuito extracorpéreo (shear stress ou forca de cisalhamento) e a turbuléncia
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no acesso vascular (CASES et al.,, 1993; HAKIM & SCHAFER, 1985; TURITO &
HALL, 1998; VIENER et al., 1986).

A superficie artificial do enxerto de PTFE, e em menor extensdo da FAV
nativa, promove a adesdo de fibrinogénio, favorecendo a formagdo do coagulo no
local de acesso vascular (SALZMAN et al., 1987; SAVAGE & RUGGERI, 1991). O
fibrinogénio plasmatico, que estd aumentado nos pacientes submetidos a
hemodidlise, adere a glicoproteina GPIlIb/llla da superficie plaquetaria e, em
seguida, liga-se a outras plaguetas n&o ativadas, tornando-as ativadas e
favorecendo a agregacédo (SAVAGE & RUGGERI, 1991). Confirmando estes dados,
Windus et al. (1995) demonstraram a deposicao de plaquetas ao longo da superficie
do acesso vascular.

Outro fator que pode contribuir para a ativagdo plaquetaria € a ativacdo do
fator de contato, F XIl, levando a formagao de trombina local, ativacao e aumento da
deposicao das plaquetas (COLMAN et al.,, 1987). As plaquetas ativadas liberaram
fatores (PDGF, platelet-derived growth factor, por exemplo) que contribuem para o
aumento da hiperplasia no acesso vascular, reduzindo o fluxo sanguineo e
facilitando a agregacao de outras plaquetas ativadas e nao-ativadas (SMITS et al.,
2000).

Chuang et al. (2003) investigaram a relacdo entre ativacao plaquetaria e
sobrevida do acesso vascular em pacientes sob hemodialise e demonstraram que a
maioria dos pacientes com falha recorrente do acesso vascular tem maior
quantidade de plaquetas ativadas circulantes. As plaquetas ativadas predispéem a
hipercoagulabilidade, o que justificaria a frequente ocorréncia de trombose no

acesso vascular.

2.8.2 Alteracoes dos fatores da coagulacao e fibrindlise

O processo de hemodialise pode influenciar o sistema hemostatico de duas
formas distintas. Primeiro, pelo efeito do procedimento em si, como o contato dos
constituintes do sangue com superficies de membranas de didlise carregadas
negativamente (tais como as de poliacrilonitrila), a composicao do circuito

extracorpéreo e as condi¢gdes do fluxo dentro do circuito. Segundo, pelo efeito de
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anticoagulantes adicionados ao liquido de dialise (BARTELS et al., 2003; YU et al.,
2003; SABOVIC et al., 2005).

A hemodialise provoca um fluxo sanguineo turbulento, que resulta na
agregacao das plaquetas e na ativacao dos leucocitos. Os granulécitos aderidos a
membrana de dialise liberam o conteddo de seus granulos e o0s mondcitos
expressam FT, um potente ativador de cascata de coagulagédo (FISCHER, 2007).

O controle do mecanismo hemostatico em pacientes submetidos a
hemodidlise é de extrema importancia, visando garantir a qualidade do acesso
vascular e prevenir a formagdo de trombos nesta &rea. Dessa forma, torna-se
importante investigar a hemostasia em pacientes sob hemodidlise, bem como
monitorar as alteragées que ocorrem durante a didlise, objetivando a implementacao
de regimes adequados de anticoagulagdo (AMBUHL et al., 1997).

A lesao endotelial é frequente em pacientes com DRC, provavelmente em
consequéncia da retencdo de toxinas urémicas, dislipidemia, hipertenséo,
hiperparatireoidismo, bem como dos niveis elevados de IL-1 e TNF-a (MALYSZKO
et al., 2001). Uma elevacao das concentracdes plasmaticas de algumas proteinas
sintetizadas pelo endotélio vascular tem sido descrita em pacientes com doenca
renal crénica. O FvW, cuja liberagcdo na circulagdo é induzida principalmente por
ativacdo e secregado endotelial, estd normalmente elevado na uremia (GORDGE &
NEILD, 1991). A TM soluvel, considerada um marcador de lesdo endotelial e que
circula em pequenas quantidades em individuos higidos, estd elevada durante o
estagio inicial da doenca renal (ISHII et al., 1991; GRIS et al., 1994; HERGESELL et
al., 1993; TAKAGI et al., 1994). O FT circulante soltuvel, também considerado um
marcador de lesdo endotelial, mostrou-se aumentado em pacientes submetidos a
hemodialise (KARIO et al., 1995; KOYAMA et al., 1994). Com relagéo ao inibidor do
ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), que também é secretado pelas células
endoteliais, tanto niveis plasmaticos normais (HONG & YANG, 1994; NAKAMURA et
al., 1992) como elevados (GRIS et al., 1994; TAKAGI et al., 1994) tém sido relatados
em pacientes sob hemodialise.

Mezzano et al. (1997) propuseram que a cadeia de eventos que leva ao
prolongamento do tempo de sangramento nos pacientes com uremia crénica inclui a
ativacdo e secrecao endotelial, aumento da producao de trombina e plasmina,
deplecao do ADP e adenosina trifosfato (ATP) plaguetéarios e defeito na agregacgéao e

secrecao plaquetaria. Esses achados sugerem que um mecanismo comum, iniciado
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pela ativagcdo endotelial, poderia explicar ambos os riscos hemorragicos e
trombdéticos nos pacientes com uremia cronica. Esses pesquisadores obtiveram um
aumento dos marcadores de disfungdo endotelial [FYW, TM soltuvel e molécula de
adesao intercelular-1 soluvel (ICAM-1)] e de ativacdo hemostatica (TAT, F1+2, PAP,
produtos de degradacgdo do fibrinogénio e fibrina) em pacientes com uremia crénica
antes de iniciar a dialise. Esses marcadores apresentaram associacdes positivas
entre eles e foram correlacionados com a creatinina plasmatica, indicando serem
dependentes da gravidade da doenca renal crénica. Além disso, 0 aumento da
geracdo de trombina e de plasmina foram relacionados a defeitos plaquetarios,
determinados principalmente pelo tempo de sangramento anormal na uremia
(MEZZANO et al., 1996; Mezzano et al. 2001).

Rabelink et al. (1994) verificaram uma alteracdo dos fatores da coagulagao
em pacientes com doenga renal, confirmando o estado da hipercoagulabilidade
nesta condicdo. Corroborando com esta premissa, concentragdes plasmaticas
elevadas de fibrinogénio, D-Di, TAT, F VIl e niveis reduzidos de PC, indicativos de
estado trombofilico, foram descritos em pacientes portadores de doenca renal
terminal (LAl et al., 1991; SAGRIPANTI et al., 1993; VAZIRI et al., 1994).

De Marchi et al. (1996) exploraram o impacto dos niveis plasmaticos de varios
fatores de risco para trombose e para hiperplasia das camadas intima ou muscular
dos vasos, em pacientes sob hemodialise com FAV acompanhados por dois anos.
Dos 30 pacientes envolvidos no estudo, 11 desenvolveram estenose venosa
progressiva, e em trés desses ocorreu estenose recorrente que resultou em
trombose. Foram encontrados niveis elevados de F1+2 e D-Di, indicando que a
coagulacao e a fibrindlise estavam ativadas nos pacientes submetidos a hemodialise
comparando com individuos higidos (controle). Apesar destas anormalidades, os
niveis de t-PA e PAI-1 nao diferiram do grupo controle. Além disso, observaram
concentragdes plasmaticas reduzidas de PC e elevadas de fibrinogénio e F VII.
Desses marcadores hemostéticos, apenas PAI-1 e F VII foram preditores
independentes de disfungao da FAV.

Erdem et al. (1996) avaliaram os marcadores de ativagdo e/ou inibicdo da
coagulacdo e fibrindlise (F1+2, TAT, t-PA, u-PA, plasminogénio, PAP, «p-
antiplasmina e ap-macroglobulina) em 26 pacientes em estagio terminal da doenga
renal sob hemodialise, e a possivel contribuicAdo da FAV nestes parametros.
Concluiram que tanto a coagulagdo como a fibrindlise estao ativadas, e que a FAV
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pode ser um fator independente para essa ativacao. Este possivel efeito sugere que
as alteragbes do endotélio vascular e o aumento do fluxo sanguineo podem
contribuir para ativacao local dos sistemas da coagulagao e da fibrindlise, resultando
em desequilibrio entre esses sistemas que pode acarretar a formacao de trombos na
FAV.

Ambuhl et al. (1997) determinaram a condicdo hemostatica de 39 pacientes
antes e durante a hemodialise, pela avaliagdo plasmatica de F1+2, TAT e D-Di.
Concluiram que o procedimento da hemodidlise resulta na ativacao da coagulacao e
sugeriram que os niveis de TAT e F1+2, deveriam ser empregados individualmente
para prescricdo da terapia anticoagulante, especialmente em pacientes com risco
elevado de ocorréncia de trombose.

Song et al. (1999) avaliaram, em um estudo de coorte, a associagdo do
fibrinogénio plasmatico e a perda do acesso vascular por trombose em 102
pacientes submetidos a hemodialise. Verificaram que tanto os niveis elevados de
fibrinogénio, como a idade avancada, enxerto de PTFE e uso de eritropoetina sédo
fatores de risco independentes para complicagdes do acesso vascular.

Bartels et al. (2003), em um estudo longitudinal envolvendo dez pacientes,
avaliaram e quantificaram os efeitos da aplicacdo de membranas alternativas na
hemodidlise (polimetilmetacrilato e polissulfona) sobre a ativacdo da coagulacao.
Estes pesquisadores concluiram que o procedimento de didlise com ambas as
membranas estimulou o F Xll e fibrinogénio e elevou os niveis de TAT, F1+2 e
proteina precursora de trombo — (TpP).

Yu et al. (2003) avaliaram os niveis plasmaticos de D-Di, FT e F1+2 em 82
pacientes antes e apés a hemodidlise. Os pacientes foram agrupados de acordo
com o tipo de acesso vascular (FAV, enxerto protético ou cateter venoso central) e 0
dialisador (membranas de polissulfona ou acetato de celulose). Esses pesquisadores
verificaram que as concentragdées dos marcadores avaliados foram maiores antes da
hemodialise comparados com valores normais, e tenderam a aumentar durante o
procedimento. Constataram, também, que os niveis plasmaticos dos parametros da
coagulagdo foram menores nos pacientes com FAV nativa, porém nenhuma
diferenca foi encontrada considerando as duas membranas avaliadas.

Kushiya et al. (2003) analisaram a relagdo dos marcadores hemostéticos com
a aterosclerose e a duragdo da hemodialise. Nao observaram diferenga significativa

nos valores de TTPa, tempo de protrombina (TP), FvW, TAT, TM, dentre outros em
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relacdo a duracado da hemodialise. No entanto, concluiram que ocorrem alteracdes
da hemostasia (aumento significativo do TTPa e dos niveis de fibrinogénio, D-Di, TM
e PAI-1 e reducdo dos niveis de PC e AT) nos pacientes sob hemodidlise
comparados a individuos higidos, e essas podem constituir um fator de risco para
doencgas isquémicas nestes pacientes.

Nampoory et al. (2003) em um estudo prospectivo, propuseram identificar os
fatores de risco que poderiam estar associados com o desenvolvimento de
hipercoagulabilidade em pacientes submetidos a hemodidlise e relacionar esses
achados com episodios de trombose do acesso vascular. Fizeram também um
estudo longitudinal acompanhando 20 pacientes que receberam transplante renal
para verificar o efeito biolégico do transplante sobre o estado de
hipercoagulabilidade e detectar os marcadores hemostaticos relevantes. Concluiram
que ha um estado de hipercoagulabilidade nos pacientes submetidos a hemodiélise
comparados aos individuos higidos, e que a presengca de anticorpo lupico e
deficiéncias de PC e PS tiveram uma associacdo significativa com trombose do
acesso vascular. Concluiram, também, que as deficiéncias de PC, PS e antitrombina
foram completamente corrigidas alguns meses apdés o transplante renal, o que
permitiu inferir que a hipercoagulabilidade nesses pacientes representou
essencialmente uma condi¢ao adquirida e reversivel.

Com relagdo aos niveis de TFPI, resultados controversos tém sido
encontrados na literatura. Um aumento de TFPl em pacientes submetidos a
hemodialise comparados com individuos higidos foi relatado em diversos estudos
(INOUE et al., 2000; YORIOKA et al., 1998; KARIO et al., 1994). No entanto, Cella et
al. (1996) relataram niveis normais de TFPI nestes pacientes. Kario et al. (1994)
mostraram que o uso de heparina durante a sessdo de hemodidlise aumenta os
niveis da atividade do TFPI, enquanto que o uso de outros anticoagulantes néo afeta
esses niveis. Ao contrario, Cella et al. (1996) demonstraram que, na hemodidlise
sem heparina, houve um aumento progressivo da atividade do TFPI. Yorioka et al.
(1998) obtiveram niveis elevados de TFPl em pacientes sob hemodialise com
trombose do acesso vascular.

O sistema fibrinolitico foi avaliado por Bronisz et al. (2004) em 43 pacientes
submetidos a hemodidlise, por meio da determinagdo dos niveis plasmaticos de u-
PA antigeno, PAP, produtos de degradagcdo do fibrinogénio e da fibrina (FDP) e

atividades da pré-calicreina e do C1-inibidor, antes e apdés a hemodidlise. Esses
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pesquisadores concluiram que os pacientes submetidos a hemodidlise apresentaram
ativacao do sistema fibrinolitico comparados com individuos higidos, no entanto, ndo
verificaram diferencas nesses parametros antes e apds a hemodidlise.

Sabovic et al (2005) avaliaram a agregacao plaquetaria e os marcadores da
coagulagéao (TAT, F1+2, D-Di e fibrinogénio) e da fibrindlise (plasminogénio, t-PA,
PAI-1) antes e imediatamente apds a sessao regular de hemodialise. Os resultados
mostraram que, durante o procedimento de hemodidlise, ndo houve ativacao
significativa da agregacao plaquetaria e da coagulagdo. Ao contrario, a fibrindlise
estaria ativada, considerando o aumento significativo da atividade de t-PA, o que
contribuiria para tendéncia ao sangramento em alguns pacientes. J& Salobir et al.
(2008) avaliaram os mesmos parametros do estudo anterior em 15 pacientes
submetidos a hemodialise e observaram niveis elevados de fibrinogénio, D-Di, TAT e
F1+2 e niveis reduzidos de plasminogénio comparados ao grupo controle.
Observaram ainda, uma diminuicdo da agregacao plaquetdria nos pacientes sob
hemodialise que se correlacionou positivamente com os niveis de plasminogénio.
Sugeriram que os fatores que contribuem para a reducdo dos niveis de
plasminogénio, tais como os fragmentos de fibrinogénio ou a plasmina, influenciam a
agregacao plaquetaria.

Costa et al. (2008) observaram niveis elevados de D-Di e niveis reduzidos de
PAI-1, além da elevada relacdo t-PA/PAI-1 em 50 pacientes submetidos a
hemodialise comparados a individuos higidos. Observaram ainda, que os niveis de
D-Di e t-PA estavam mais elevados nos pacientes com cateter venoso central
comparados aqueles com FAV.

O’'Shea et al. (2003), avaliaram um grupo especifico de 31 pacientes
submetidos a hemodidlise que apresentavam histéria de trombose do acesso
vascular recorrente (em média 3,7 eventos/paciente em um ano). Esses
pesquisadores observaram uma alta prevaléncia de anticorpos antifosfolipidios
(58%), anticorpos anti-fator 4 plaquetario-heparina (18%), bem como niveis elevados
de F VIII (93,5%), fibrinogénio (63%), proteina C reativa (PCR) (41,9%) e
homocisteina (80,6%).

O papel de alguns polimorfismos ou mutagdes pontuais das proteinas
envolvidas na coagulacdo sanguinea quanto a ocorréncia de trombose no acesso
vascular tem sido investigado. O fator V Leiden tem sido a alteracdo hereditaria mais
comumente encontrada (GIRNDT et al., 2007).



55

O’Shea et al. (2003) pesquisaram as mutacdes que predispdem a trombofilia
e encontraram apenas um paciente heterozigoto para a mutacdo G20210A no gene
da protrombina, nenhum portador da mutagdo FVL e trés pacientes portadores do
polimorfismo no gene da MTHFR (um homozigoto e dois heterozigotos). Dessa
forma, concluiram que todos os pacientes apresentavam pelo menos um fator de
risco para trombose e 25 dos 31 pacientes apresentavam dois ou mais fatores de
rsco.

Fodinger et al. (1996) avaliaram 152 pacientes submetidos a hemodialise e
encontraram sete (4,6%) heterozigotos para o FVL. Esses pacientes nao
apresentaram complicagées tromboticas, sem uma explicagdo plausivel, no cateter
venoso central ou na fistula. Atac et al. (2002) compararam 46 pacientes que
sofreram trombose do acesso vascular com 44 pacientes sem essa complicagao
(grupo controle) e encontraram uma prevaléncia significativamente maior da
mutagdo FVL no primeiro grupo (13% vs. 4%). O mesmo estudo também mostrou
uma maior prevaléncia da mutacdo no gene da protrombina (G20210A) no grupo
que teve trombose do acesso vascular comparado ao grupo controle (9% vs. 0%).

Knoll et al. (2005), em um estudo caso controle envolvendo 419 pacientes
(107 que desenvolveram trombose do acesso vascular — grupo “caso” e 312 que nao
tiveram essa complicacdo — grupo controle), visando elucidar o papel da trombofilia
na trombose do acesso vascular a hemodidlise, avaliaram polimorfismos dos genes
dos fatores Il, V, Xlll e da MTHFR. Nesse estudo, foram controlados outros fatores
de risco para trombose do acesso vascular , como o F VIII, homocisteina total,
anticoagulante lupico, fibrinogénio, anticorpo anticardiolipina, lipoproteina a - Lp(a),
albumina, folato e vitamina Bi,. Estes pesquisadores concluiram que a presenca de
fatores trombofilicos (FVL, niveis elevados de F VIII, Lp(a) e homocisteina) esta
associada a trombose do acesso vascular para a hemodialise. No entanto, sugeriram
a necessidade de estudos adicionais para confirmar essa associagao.

Akman et al. (2006) investigaram os fatores preditores do estado
protrombédtico, que aumentam o risco de trombose do acesso vascular.
Acompanharam por trés anos 109 pacientes que aguardavam o transplante renal, 36
sob DPAC e 73 sob hemodialise, e observaram que a mutacdo FVL ou os niveis
elevados de D-Di constituem os marcadores de risco mais importantes para
trombose. Dessa forma, recomendaram a monitoracao destes testes, antes e apo6s o

transplante renal, e o uso de anticoagulante durante o periodo de espera. Além
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desses achados, os autores ndo detectaram diferencas nos parametros bioquimicos
e genéticos entre as duas modalidades de dialise, sugerindo que a doenca renal € a
principal causa da atividade procoagulante.

Resultados controversos tém sido encontrados na literatura com relagdo aos
niveis plasmaticos de homocisteina e a ocorréncia de trombose do acesso vascular.
Shemin et al. (1999) relataram que em 84 pacientes sob hemodialise, 41 com FAV e
43 com enxerto sintético, a trombose ocorreu em 56% dos pacientes dentro de um
periodo de 18 meses. O risco relativo para trombose da fistula aumentou em 4% a
cada 1,0 uM de aumento nos niveis plasmaticos de homocisteina total. Um outro
estudo avaliando pacientes com fistulas nativas exclusivamente também demonstrou
que o nivel plasmatico de homocisteina é capaz de predizer a ocorréncia de
trombose do acesso vascular (MALLAMACI et al., 2005). No entanto, outros estudos
ndo confirmaram essa associagdo. Manns et al. (1999), avaliaram
retrospectivamente 118 pacientes acompanhados por trés anos e demonstraram
niveis similares de homocisteina entre os pacientes que desenvolveram trombose e
0s que nao desenvolveram.

O papel do polimorfismo C677T da MTHFR na ocorréncia de trombose do
acesso vascular em pacientes em hemodialise tem sido avaliado. Um estudo
retrospectivo com 337 pacientes sob dialise com FAV de 13 centros de hemodialise
do Japao, demonstrou que o gendtipo homozigético foi encontrado em 20% dos
pacientes e foi o fator de maior risco para trombose do acesso vascular comparado
aos genotipos normal e heterozigético (FUKASAWA et al., 2003). J&4 Mallamaci et al.
(2005) confirmaram a relagé@o entre niveis plasmaticos de homocisteina e o risco de
ocorréncia de trombose, mas nao detectaram um risco adicional dado pela mutagéao
no gene da MTHFR (C677T).

Uma andlise critica da literatura referente as alteragcbes hemostaticas
observadas nos pacientes submetidos a hemodialise revela inimeras conclusdes
conflitantes. Isto mostra, indubitavelmente, a necessidade da observagéo rigorosa de
varios critérios, uma vez que os marcadores laboratoriais estdo sujeitos a uma série
de alteracdes induzidas no ato da coleta da amostra de sangue, no processo de
separacao e armazenamento do plasma e nos procedimentos adotados para as
analises laboratoriais. Além disso, deve ser cuidadosamente estabelecidos os
critérios de exclusao para a selecdo dos pacientes para o estudo, visando a nao

interferéncia de outras condicbes associadas a DRC, ao procedimento da



57

hemodidlise, ao uso de antiinflamatérios, que poderiam resultar em alteracdes

hemostaticas e confundir a interpretacao dos resultados.

2.9 Hemodialise e marcadores inflamatorios

Diversos estudos tém sugerido que a doenca renal crénica (DRC) terminal
esta associada a um estado inflamatdério leve, também chamado de microinflamagéo,
o qual é caracterizado pela elevacdo das citocinas proinflamatérias circulantes,
ocasionando a sindrome da ma nutri¢cdo, inflamacao e aterosclerose. Os pacientes
com DRC, em geral, apresentam comprometimento da fungdo imunoldgica
relacionada a alteragdes da reatividade celular e da expressdo modificada de
receptores. Tais alteragdes resultam do comprometimento da funcédo excretora dos
rins e do acumulo de componentes proinflamatorios, toxinas urémicas e estresse
oxidativo. Este ultimo leva ao aumento da producédo de interleucina-6 (IL-6) por
mondcitos e, indiretamente, de proteina C reativa (PCR) pelo figado (LIU et al,
2008; DESCAMPS-LATSCHA et al., 1995; PEREIRA et al., 1994; IKIZLER, 2008).

A microinflamacao constitui um fator importante na morbidade e mortalidade
dos pacientes submetidos a hemodidlise, especialmente pelo aumento do risco de
doencas cardiovasculares (DCV). A taxa de mortalidade por DCV apds ajuste por
idade, sexo e diabetes é cerca de 9%, sendo 10-20 vezes maior que na populacao
em geral. A dialise tem sido associada a alteragdes agudas na ativagdo do sistema
do complemento, na fungdo dos macréfagos, nos marcadores granulociticos, na
ativagao da célula T e na liberagao de varias citocinas proinflamatorias (LIBBY et al.,
2002; SEZER et al, 2002; TSIRPANLIS et al, 2004; YAO et al, 2004,
ZIMMERMANN et al., 1999; TARAKCIOGLU et al., 2003).

A inflamagédo nos pacientes em dialise pode variar ao longo do tempo; e a
presenca de eventos clinicos pode estar relacionada a elevagdes persistentes nos
niveis de PCR. A PCR é considerada um marcador fidedigno de inflamacéo e pode
contribuir diretamemente para a lesdo endotelial e a patogénese da aterosclerose
(KAYSEN et al., 1997; GIRNDT et al, 2002). Niveis séricos elevados de PCR e
niveis reduzidos de albumina séo preditores bem estabelecidos de mortalidade em
pacientes com e sem doenga renal. Estudos transversais baseados em uma Unica

determinacdo dos niveis de PCR mostraram que 30-50% dos pacientes em pré-
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didlise e dos submetidos a hemodialise apresentaram ativagdo da resposta
inflamatoéria com niveis elevados de PCR (STENVINKEL, 2002).

Nascimento et al. (2004), em um estudo longitudinal envolvendo 180
pacientes submetidos a hemodialise, avaliaram os niveis séricos de PCR de dois em
dois meses durante seis meses e acompanharam esses pacientes por 21 meses
subsequentes para avaliar a taxa de mortalidade. Constataram que havia dois
grupos caracteristicos de pacientes com niveis elevados de PCR: um com niveis
flutuantes (n = 65) e o outro com atividade inflamatéria persistente (n = 41). Esse
ultimo apresentou taxa de mortalidade maior que o primeiro. Estes pesquisadores
concluiram ainda que a idade mais avangada, os niveis séricos reduzidos de
albumina, a elevacdo da PCR e a desnutricdo foram preditores independentes de
mortalidade.

Tsai et al. (2007) também mostraram que idade avangada, niveis aumentados
de PCR ultra-sensivel (PCR-us), reducao da albumina e presenca de diabetes séao
preditores independentes para mortalidade em pacientes submetidos a hemodialise,
acompanhados por 36 meses.

Rysz et al. (2006) em um estudo envolvendo 15 pacientes submetidos a
hemodidlise, avaliaram se a sessdao de hemodidlise leva a alteragdes agudas nos
niveis plasmaticos de citocinas proinflamatérias IL-2, IL-6, interleucina-8 (IL-8), IL-1b
e TNF-a. Concluiram que os niveis dessas citocinas, com exceg¢do da IL-2,
aumentaram significativamente durante uma unica sess@o de hemodialise. De modo
similar, Caglar et al. (2002) também observaram aumento dos niveis de fibrinogénio
e IL-6 durante uma Unica sessdao de hemodidlise em nove pacientes. Tal aumento
foi mais relevante duas horas ap6s o término da sesséo.

Razeghi et al. (2008), em um estudo transversal envolvendo 114 pacientes
submetidos a hemodialise, observaram que 41% destes apresentaram niveis
elevados de PCR, os quais mostraram uma correlacdo negativa com os niveis de
albumina, hemoglobina e transferrina, sugerindo uma relacéo entre a PCR e outros
fatores inflamatérios e nutricionais. Gad et al. (2008) observaram que os marcadores
de inflamacao (PCR-us e ICAM-1) e de hipofibrindlise (TAFI) estao elevados em 62
pacientes com DRC (15 em tratamento conservador e 47 em hemodialise).

Mezzano et al. (2001) observaram niveis elevados de citocinas inflamatérias
(TNF-a e IL-8) e de proteinas de fase aguda (PCR, fibrinogénio e a1-antitripisina)

em 64 pacientes com DRC antes de iniciar o tratamento dialitico. Houve correlacéo
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significativa entre as proteinas inflamatérias e os niveis de FVW, TM, ICAM-1
soluvel, PAP, FbDP e FgDP, sugerindo que a DRC pode ser vista como um modelo
clinico de inflamagéao sistémica leve que esté intrinsecamente associada ao estresse
oxidativo, lesdo endotelial e ativacdo hemostatica, os quais sdo importantes
mediadores de aterosclerose e dos eventos tromboéticos. Costa et al. (2008)
observaram leucocitose, neutrofilia, niveis elevados de IL-6, do receptor soluvel de
IL-2 e da PCR em pacientes submetidos a hemodialise (n = 50) comparados a
individuos saudaveis (n = 25), confirmando a presenca de um estado inflamatério
nesses pacientes. Houve correlagdo significativa entre os niveis dos marcadores
inflamatadrios e de D-Di, sugerindo uma inter-relagéo da inflamagéo e hemostasia.

Considerando que eventos tromboticos em artérias coronarianas e veias
profundas de membros estao associados a inflamacao dos vasos afetados, pode-se
inferir que, na FAV, a inflamacao esteja envolvida no processo de trombose (LIBBY,
1995; LEE & LIBBY, 1997; WAKEFIELD et al., 1995; ROUMEN-KLAPPE et al.,
2002). No entanto, a relagdo entre presenca de inflamacdo e complicacbes do
acesso vascular ainda nao estd bem estabelecida.

Liu et al. (2008) observaram que os niveis de PCR-us, TNF-a e IL-6 foram
significativamente maiores em pacientes submetidos a hemodidlise que
desenvolveram trombose do acesso vascular (n = 14) comparado ao grupo de
pacientes sob hemodialise crénica que nao tiveram essas alteragdes (n = 18) e ao
grupo de pacientes que estava iniciando o tratamento hemodialitico (n = 15).
Observaram ainda que o0s pacientes com trombose do acesso vascular
apresentaram hiperplasia significativa da camada intima da parede vascular da FAV
e aumento da expressdao de MCP-1 comparado ao grupo que estava iniciando o
tratamento e essas alteragdes estavam correlacionadas positivamente ao aumento
dos niveis de PCR-us. Sugeriram que a microinflamag¢do pode estar envolvida no
desenvolvimento de hiperplasia da camada intima, levando a estenose e,
consequentemente, a trombose do acesso vascular.

Chang et al. (2005) observaram infiltragdo abundante de macrofagos e
moderada de linfécitos na parece vascular de FAVs que desenvolveram trombose
(n=23) acompanhada por aumento na expressao de molécula de adeséo vascular-1
(VCAM-1), citocinas proinflamatérias (IL-6 e TNF-a) e metaloproteinase da matriz-9
(MMP-9) comparado a parede vascular de FAVs que ndo desenvolveram trombose
(

n = 13). Sugeriram que IL-6 e VCAM-1 teriam um papel no aumento da proliferacao
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das células musculares lisas vasculares e o MMP-9 causaria instabilidade na
camada neointima e subsequente lesdo do endotélio, levando a trombose.
Sugeriram, ainda, que o tratamento com antiinflamatérios poderia ser util para
melhorar a longevidade da FAV.

Cai et al. (2006) também observaram que os niveis de PCR e do marcador de
disfuncdo endotelial (VCAM-1) estavam mais elevados nos pacientes sob
hemodialise que apresentaram pelo menos um evento trombdtico no enxerto
arteriovenoso comparado aqueles que nunca tiveram essa complicacao. No entanto,
esses resultados ndo diferiram daqueles de individuos saudaveis.

A literatura mostra que os pacientes com DRC ou submetidos a hemodialise
apresentam um estado inflamatorio crénico e que este esta correlacionado com
eventos cardiovasculares. No entanto, o papel da inflamagao na trombose do acesso

vascular ainda é conflitante.
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3.1 Objetivo geral

Avaliar as alteragdes moleculares, hemostaticas e inflamatérias em pacientes
submetidos a hemodidlise e a associacao dessas com complicacdes trombéticas do

acesso vascular.

3.2 Objetivos especificos

e |nvestigar a presenca do fator V Leiden e da mutacdo no gene do fator Il
em pacientes submetidos a hemodidlise e avaliar a associagdo desses com
a presencga de complicagdes tromboticas do acesso vascular.

e Determinar e comparar os niveis plasmaticos dos marcadores da
coagulacao e fibrindlise, F VIII, FYW, ADAMTS-13, D-Di e PAI-1 em
pacientes submetidos & hemodialise e individuos higidos e investigar a
associacdo desses marcadores com a presenca de complicacdes

trombéticas do acesso vascular.

e Realizar a fenotipagem dos grupos sanguineos do sistema ABO e
relaciona-los aos niveis plasmaticos dos marcadores da coagulagdo e
fibrindlise em pacientes submetidos a hemodidlise e individuos higidos e
investigar a associacdo dos grupos sanguineos com a presenga de

complicacdes trombdticas do acesso vascular.

e Determinar os niveis plasmaticos dos marcadores inflamatérios, PCRus, IL-
8 e fator de crescimento e transformador-B1 (TGF-B1) em pacientes
submetidos a hemodialise e investigar a associacdo desses com a

presenca de complicagdes tromboticas do acesso vascular.
e Correlacionar os parametros hemostéticos e inflamatérios.

e Determinar os parametros laboratoriais com potencial para a deteccao
precoce de complicagdes trombdticas do acesso vascular em pacientes

submetidos a hemodialise.
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__ 4 Casuistica e Métodos
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4.1 Casuistica

4.1.1 Aspectos éticos

Este estudo foi previamente analisado, sob o ponto de vista ético e formal, e
aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais (ETIC 099/07) (ANEXO 1). Foi também analisado e aprovado pela Diretoria
de Ensino, Pesquisa e Extensdo do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais e pela Diretoria do Instituto Mineiro de Nefrologia/Belo Horizonte —
MG.

O esclarecimento dos objetivos da pesquisa foi feito pelos pesquisadores
utilizando-se linguagem clara, a todos os integrantes do estudo, explicitando o direito
de interromperem a participagdo a qualquer momento, sem danos ou represalias.
Todos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 2).

O estudo incluiu a analise detalhada dos prontuarios de todos os pacientes
atendidos no Instituto Mineiro de Nefrologia e no Servico de Hemodialise do Hospital
das Clinicas — UFMG. Dos pacientes selecionados para o estudo, foi feita a coleta
manual, em ficha individual padronizada, dos dados clinicos e laboratoriais de
interesse a partir de prontuarios médicos (ANEXO 3), bem como a coleta de uma

amostra de sangue.

4.1.2 Selecao dos pacientes do estudo

Primeiramente foi feita a analise detalhada de 344 prontuarios dos pacientes
submetidos a hemodidlise no Instituto Mineiro de Nefrologia e no Hospital das
Clinicas — UFMG para a selecao dos participantes do estudo, de acordo com os

critérios de inclusao e exclusao previamente estabelecidos.

4.1.2.1 Critérios de inclusao

o ldade: 18 a 70 anos
o Tempo minimo de hemodiélise: seis meses

o Tipo de acesso vascular: FAV ou enxerto de PTFE



4.1.2.2 Critérios de exclusao

e  Uso de anticoagulantes orais
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e  Histéria pregressa de trombose arterial ou venosa, com excegédo de

trombose do acesso vascular

o Presenca de doencas hepaticas, neoplasias, lUpus eritematoso sistémico

(LES), coagulopatias e vasculite

o Presenca de doenca aguda
e  Historia de transplante renal
e  Soro positivo para HIV

. Gravidez

Dos 344 pacientes, 195 foram selecionados para o estudo e 149 foram

excluidos. Os motivos da exclusdo estao relacionados na Tabela 1.

Tabela 1 — Relacdo dos motivos de excluséo de participantes do estudo.

Razoes de exclusao

N° de pacientes

< 18 anos

> 70 anos

< 6 meses de HD

Acesso vascular CDL

Uso de anticoagulante oral
Doencgas hepaticas
Neoplasias

LES

Vasculopatias

Transplante renal

Soro positivo para HIV
Coagulopatias

Recusa em participar do estudo
Outros (6bito, internagdes)
Total

16
36
1

49

HD: hemodidlise; CDL: cateter duplo lUmen
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4.1.3 — Selecao dos individuos higidos

Os individuos do grupo controle, com caracteristicas epidemiolégicas, como
sexo, idade e classe social, similares aos pacientes submetidos a hemodidlise, foram

selecionados segundo os critérios exclusdo descritos a seguir.

4.1.3.1 - Critérios de exclusao

e Gravidez

e Historia pregressa de trombose arterial ou venosa

e Presenca de doencas hepaticas, autoimune, céancer, diabetes mellitus,
hipotireoidismo, sindrome nefrética e doenga renal crénica

e Presenca de doenga aguda

4.1.4 Grupos avaliados

Os 195 pacientes selecionados e os 80 individuos higidos foram distribuidos
em trés grupos:

Grupo I: 149 pacientes submetidos a hemodialise que n&o apresentaram
complicacdes trombéticas do acesso vascular.

Grupo Il: 46 pacientes submetidos a hemodialise que apresentaram
complicacbes trombdticas do acesso vascular.

Grupo llI: 80 individuos higidos.

4.1.5 Caracterizacao da populacao de pacientes estudada

Os 195 pacientes elegiveis para participar do estudo eram portadores de
doenca renal cronica, submetidos a hemodidlise por mais de seis meses e com
acesso vascular permanente funcionante (FAV ou enxerto).

O acesso vascular funcionante foi definido como fluxo sanguineo adequado
durante a canulagdo com duas agulhas por pelo menos uma sesséo de hemodidlise
completa.

Os pacientes foram classificados como grupo |l quando o acesso vascular

funcionante apresentou oclusao trombética (n= 46). A oclusdo trombotica foi definida
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pela auséncia de fluxo sanguineo detectada ao exame clinico e/ou ao doppler
ultrasom acarretando incapacidade de usar o acesso vascular para a didlise. O
grupo | foi composto por individuos que nunca tiveram ocluséo trombdtica no acesso
vascular permanente (n = 149).

As caracteristicas clinicas dos pacientes integrantes dos grupos estudados
foram coletadas dos prontuarios médicos e incluiram: idade, sexo, pressao arterial,
indice de massa corpérea (IMC), tempo de hemodialise, cinética da uréia (Kt/v),
relacdo de reducao de uréia (URR), taxa de catabolismo protéico (nPCR), ganho
interdialitico (GID), causa primaria da doenga renal crdénica, tipo de acesso vascular,
medicamentos utilizados e presenca de diabetes (Tabela 2).

Os parametros laboratoriais coletados dos prontuarios médicos incluiram o
eritrograma; numero de plaquetas e as determinacdes de ferro sérico, capacidade
total de ligacao do ferro (CTLF), indice de saturacao de transferrina (IST), ferritina,
colesterol total, LDLc, HDLc, triglicérides, alanina amino transferase (ALT), fosfatase
alcalina (FAL), proteinas totais, albumina, creatinina, uréia pré-dialise, uréia pos-

didlise, célcio total, potassio, fosfato e paratorménio (PTH), como mostra a Tabela 3.

4.1.6 Detalhamento da hemodialise

A sessao de hemodialise foi realizada trés vezes por semana com duracao de
trés a quatro horas, dependendo da eficacia do tratamento. O fluxo sanguineo foi em
média de 300 a 450 mlL/minuto, de acordo com a necessidade individual do
paciente. O fluxo do dialisante foi constante de 500 mL/minuto, usando tampao de
bicarbonato. Foram utilizados dialisadores de alto fluxo (n=163) como o HF80 e de
baixo fluxo (n=32) como F6, F7 e F8 HPS, todos com membrana de polissulfona.
Todos os pacientes receberam heparina convencional, em dose Unica, antes do

inicio da circulagéo extracorpérea. A dose administrada variava de 100 a 150UI/Kg.

4.2 Amostra biolégica

Foram coletadas amostras de 10 mL de sangue utilizando seringas de

polietileno conectadas ao acesso de didlise, na primeira sessao de hemodidlise da

semana, antes de iniciar a circulacao extracorpérea e antes da administracdo de
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heparina. Posteriormente, 9 mL desta amostra foram transferidos delicadamente
para tubos de polietileno contendo anticoagulante citrato de sédio 0,129 mol/L, na
proporcao 9:1. Dos individuos higidos foram coletadas amostras de 10 mL de
sangue venoso diretamente em tubos contendo anticoagulante citrato de sédio 0,129
mol/L do Sistema Vacutainer® (Becton-Dickinson).

As amostras foram centrifugadas a 3800 rpm sob refrigeracao (4°C) por 20
minutos, em centrifuga JOUAN® modelo BR4i (Franca), para a obtencéo do plasma.
O plasma foi aliquotado em tubos Eppendorf® e armazenado a -70°C até o momento
da realizagédo dos testes laboratoriais (determinac¢ao de F VIII, FvW, ADAMTS-13, D-
Di, PAI-1, ABO, PCRus, IL-8 e TGF-1). Imediatamente antes de iniciar os testes
laboratoriais as amostras foram descongeladas em banho-maria a 37°C.

Cerca de 1 mL do sangue coletado dos pacientes foi transferido para tubos de
polietileno contendo anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA), o qual
foi utilizado para a extragdo do DNA dos leucécitos para a pesquisa das mutagoes

que predispdem a trombofilia (fator V Leiden e mutacao no gene da protrombina).

4.3 Métodos

4.3.1 Avaliacao das mutacoes que predispoem a trombofilia

4.3.1.1 Extracao de DNA

As amostras de sangue (1 mL) foram coletadas em frasco estéril com EDTA,
e o DNA genbmico foi extraido das células sanguineas (leucécitos), utilizando-se o
conjunto de reagentes “Wizard Genomic DNA Purification” (Promega®), seguindo-se
rigorosamente as instru¢des do fabricante.

Uma aliquota de 300 uL da amostra de sangue total foi transferida para um
tubo tipo Eppendorf® de 1,5 mL estéril e incubada com 900 uL de solugdo de lise de
hemacias (Tris-base 17 mM/ cloreto de aménio 144 mM) durante 10 minutos, a
temperatura ambiente, invertendo o tubo durante a incubagdo. Apds a lise das
hemacias, a amostra foi centrifugada a 14.000 rpm, durante 2 minutos em centrifuga

SIGMA® modelo 2K15 (Alemanha). O sobrenadante foi descartado e o sedimento de
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leucocitos ressuspendido com 300 pL da solucado de lise celular (NaOH 0,2 M/
sulfato de sédio dodecil — SDS 1%). Posteriormente, foram adicionados 150 uL da
solucdo de precipitagdo de proteinas (acetato de aménio 7,5 M), a amostra foi
agitada em voértex durante 30 segundos e, em seguida, centrifugada a 14.000 rpm
durante 3 minutos. O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um tubo
novo contendo 300 pL de isopropanol. A amostra foi misturada por inversao cerca de
20 vezes para que ocorresse a precipitacao do DNA, e posteriormente centrifugada
a 14.000 rpm durante 3 minutos. Apés o descarte do isopropanol, foram adicionados
300 pL de etanol a 70% para lavar o sedimento de DNA. Em seguida foi realizada
outra centrifugacdo, a 14.000 rpm durante 3 minutos, descartado o etanol e
adicionados 50 pL de solucédo de hidratacao (Tris-base 10 mM/ EDTA 0,1 mM). A

amostra foi armazenada em temperatura aproximada de 2° a 8°C.

4.3.1.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA extraido das amostras de sangue de todos os participantes do estudo
foi submetido a investigacdo da presenca das mutagdes no gene da protrombina
(G20210A) e Fator V Leiden (G1691A). A técnica descrita a seguir ja se encontrava
padronizada em nosso laboratério (GODOI, 2002). Para tal, foram empregados
oligonucleotideos iniciadores e condi¢des de reacdo previamente descritas (POORT
et al., 1996; HUBER et al., 2000).

Na reacao de PCR foram utilizados os seguintes reagentes: oligonucleotideos
iniciadores (Invitrogen®), desoxirribonucleotideos (GIBCO BRL®), tampao (15 mM de
MgCl,, 500 mM de KCI, 100 mM de Tris HCI pH 8,4 € 1% de TritonX-100)
(Phoneutria®) e Taq polimerase (Phoneutria®). As reacdes foram realizadas para um
volume final de 20 uL em maquina de PCR MJ Research modelo PT 100 (USA). As
sequéncias dos oligonucleotideos especificos para cada uma das mutacoes

investigadas se encontram listadas no Quadro 2.
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Quadro 2 - Oligonucleotideos utilizados nas PCRs, para amplificacdo dos segmentos

genodmicos especificos.

Mutacéo Oligo senso Oligo antisenso

Gene da protrombina 5 TCTAGAAACAGTTGCCTGGC 3' 5' ATAGCACTGGGAGCATTGAAGC 3'

(G20210A)’

Fator V Leiden 5' TCAGGCAGGAACAACACCAT 3 5' GGTTACTTCAAGGACAAAATACCTGTAAAGCT 3'
(G1691A)°

POORT et al., 1996'; HUBER et al., 2000°.

O numero de ciclos, concentracdo dos reagentes e temperatura de
anelamento foram padronizados para cada segmento gendmico a ser amplificado
com o objetivo de se obter um bom sinal de amplificagdo, com o minimo de
inespecificidade (GODOI, 2002). As condi¢bes padronizadas se encontram nos
Quadros 3 e 4 (GODOI, 2002).

Quadro 3 - Concentracdes dos reagentes utilizados nas PCRs.

Fragmento do gene a ser amplificado
Concentracoes de uso
Reagentes G20210A G1691A
Tampao 1X 1X
(1,5 mM MgCly,) (1,5 mM MgCly)
dNTP 0,2 mM 0,2 mM
Oligo senso 1,0 uM 1,0 uM
Oligo antisenso 1,0 uM 1,0 uM
Taq polimerase 1u 1u
DNA 75 ug 75 ug
Agua q.s.p. 20 uL 20 uL

g.s.p.: quantidade suficiente para
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Quadro 4 - Programas de PCR utilizados para amplificacdo das regides génicas de

interesse.
Fragmento do gene a ser amplificado
Etapas G20210A G1691A
Desnaturagao prévia 952 - 10 min 952 - 10 min
Desnaturacgéao 942 - 1 min 942 - 1 min
Anelamento 572 -1 min 552 - 1 min
Extenséo 722 -1 min 72° -1 min
N ¢ de ciclos 40 ciclos 40 ciclos
Extensao final 72° -5 min 72° - 5 min

Em todos os conjuntos de reagdes de amplificagao foram utilizados controles

positivos, DNAs de individuos heterozigoto ou homozigoto para as mutacdes em

estudo e um tubo sem DNA (branco), que funciona como controle dos reagentes.

4.3.1.3 Polimorfismo de fragmentos de restricao (RFLP)

Apbs amplificacdo do segmento especifico, uma aliquota de 10 uL da reacao

de amplificacdo foi digerida com endonuclease de restricdo especifica, sendo

incubada com 10 pL da mistura de digestao enzimatica a 37°C durante o minimo de

12 horas. As condigbes foram padronizadas (GODOI, 2002) de acordo com

protocolos ja descritos e se encontram no Quadro 5 (POORT et al., 1996; HUBER et

al., 2000).
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Quadro 5 - Condicées padronizadas de digestdo enzimatica para detec¢do das mutacdes F V
Leiden (G1691A) e no gene da protrombina (G20210A), pela analise do polimorfismo de
tamanho de restricao (RFLP).

Concentracdes de uso
Reagentes Estoque G20210A G1691A
Tampéo da enzima 10X 1X 1X
Enzima de restrigéo Hindlll: 10 u/uL Hindlll: 7u Hindlll: 7u
Agua q.s.p. 10puL 10uL

g.s.p.: quantidade suficiente para

O resultado da digestao foi analisado através da presencga dos polimorfismos
de tamanho de restricdo (RFLP) em gel de poliacrilamida a 8% (mutac¢des no gene
da protrombina) e a 6% (Fator V Leiden) corado pela prata. O polimorfismo de
tamanho dos fragmentos de restricdo obtido apds a digestdo dos produtos de PCR
permite verificar se o individuo analisado é heterozigoto, homozigoto ou néao
portador da mutagdo pesquisada, conforme ilustrado nas Figuras 8 e 9. Para os dois
genes em estudo, a presenga da mutacéo cria um sitio para a enzima de restricdo
no fragmento amplificado. Por isso, os individuos que nao possuem a mutacao
apresentam apenas uma banda na mesma altura do produto amplificado, pois néo é
digerido. O perfil de individuos homozigotos mutantes €, em geral, evidenciado
através da presenca de apenas uma banda, menor que o produto amplificado.
Individuos heterozigotos apresentam duas bandas resultantes da digestdao, uma

correspondendo ao alelo normal e outra ao mutante.
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Figura 8 — Fator V Leiden. Fragmentos obtidos apés realizagdo da PCR e digestao
com endonucleases de restricao.

1 - Padrdo de peso molecular.
2 a5, 9a 13- Perfil de bandas de individuo n&o portador do Fator V Leiden (241pb).

6 - Perfil de bandas de um individuo homozigoto para Fator V Leiden (209 e 32 pb). O
fragmento na regiao de 32 pb n&o é visualizado no gel.

8 - Perfil de bandas de um individuo heterozigoto para Fator V Leiden (241, 209 e 32 pb).
O fragmento de 32 pb né&o é visualizado no gel.

400 pb =
300 pb =

200 pb =

12 2 4 5 6 7 &8 9 10 1112 13

Figura 9 — Mutacédo no gene da protrombina. Fragmentos obtidos apés realizagdo da PCR e
digestao com endonucleases de restricao.

1 - Padrédo de peso molecular.

2 a 6, 10, 12 e 13- Perfil de bandas de individuo ndo portador da mutacdo no gene da

protrombina (345 pb).

7 - Perfil de bandas de um individuo homozigoto para mutagao no gene da protrombina
(322 e 23 pb). O fragmento de 23 pb nao é visualizado no gel.

9 e 11 - Perfil de bandas de um individuo heterozigoto para mutagdo no gene da
protrombina (345, 322 e 23 pb). O fragmento de 23pb nao é visualizada no gel.
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4.3.2 Avaliacao da coagulacao e fibrindlise

4.3.2.1 Determinacao do F VIl

A determinagao do fator VIII foi feita por método coagulométrico, utilizando
plasma deficiente em F VIII (Dade Behring, Marburg, Alemanha), seguindo-se
rigorosamente as instru¢des do fabricante.

O principio do teste consiste na determinagédo do TTPa de uma mistura do
plasma deficiente com o plasma do paciente. O F VIII presente no plasma do
paciente pode compensar a auséncia desse fator no plasma deficiente. A atividade
do F VIII é expressa em porcentagem (%) do valor normal e é determinada através
de uma curva de calibragédo, confeccionada com a diluicdo de um pool de plasma
normal em tamp&ao imidazol, conforme sugerido pelo fabricante.

Para o plasma controle, cujo valor esperado era 25% (19-31%), foram obtidos
os valores de 21,6% e 26,3% para o primeiro e segundo Kit, respectivamente.

A faixa dos valores de referéncia do F VIII plasmatico, fornecido pelo
fabricante, € de 70 a 150% do valor normal. No entanto, 0 mesmo recomenda que
cada laboratério determine a sua faixa de normalidade.

O ensaio foi realizado utilizando-se o equipamento BFT* Il Analyzer — Dade
Behring® (Alemanha).

4.3.2.2 Determinacao do FvW

A determinacao do FvW foi feita por ELISA (enzyme linked imune assay) de
captura, utilizando-se o Kit IMUBIND® FYW (American Diagnostica® Inc., Stamford,
USA), seguindo-se rigorosamente as instru¢des do fabricante.

O principio do teste consiste na captura dos antigenos FvW presentes nos
plasmas testados, por anticorpos policlonais (anti-FvW), fixados na superficie de
uma placa. Os antigenos ndo capturados sao retirados por lavagens sucessivas. Em
seguida, adicionam-se anticorpos policlonais (conjugados com peroxidase), que vao
se ligar a determinantes antigénicos do FvW (capturados na etapa anterior), distintos
daqueles ligados aos primeiros anticorpos. Os anticorpos conjugados com
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peroxidase (horseradish peroxidase — HRP) que nao se ligaram ao FvW sao,
posteriormente, retirados por lavagens sucessivas. A revelacdo dos antigenos
capturados na primeira etapa é feita pela determinacdo da reacdo da enzima
peroxidase (HRP) ligada ao segundo anticorpo, com o substrato TMB (perborato 3,
3’, 5, 5" — tetrametilbenzidina), gerando um produto de coloragdo azul. Essa reagéo é
interrompida pela adicdo de acido sulfurico e a cor torna-se amarela. A intensidade
da cor produzida (determinada fotometricamente) é diretamente proporcional a
concentracao de FYW na amostra plasmatica.

O fabricante nédo fornece valores de referéncia para os niveis plasméaticos do
FVW.

A leitura das reacdes foi feita utilizando-se o leitor de microplacas VersaMax
Microplate Reader - MOLECULAR DEVICES (USA). A concentragdo dos parametros
analisados de cada plasma testado foi obtida interpolando-se as leituras das
amostras em uma curva padrao.

4.3.2.3 Determinacdo da ADAMTS-13

A determinacao da ADAMTS-13 plasmatica foi feita por ELISA de captura,
utilizando-se o Kit IMUBIND® ADAMTS-13 (American Diagnostica® Inc., Stamford,
USA), seguindo-se rigorosamente as instrucdes do fabricante, cujo principio é
semelhante ao descrito para o FvW. Porém, a captura dos antigenos ADAMTS-13
presentes nos plasmas testados, é feita por anticorpos monoclonais (anti- ADAMTS-
13) e, apoOs lavagens sucessivas, adicionam-se anticorpos policlonais biotinilados
que vao se ligar a determinantes antigénicos da ADAMTS-13 (capturados na etapa
anterior). Em seguida, adiciona-se peroxidase conjugada com estreptavidina-
horseradish (SA — HRP) para completar a formagdo do complexo de detecgao
anticorpo-enzima.

Para o plasma de referéncia fornecido pelo fabricante, cujo valor era 26,2 *
2,6 ng/mL, foram obtidos os valores 23,5 e 22,0 ng/mL para o primeiro e segundo Kit,
respectivamente.

A faixa dos valores de referéncia da ADAMTS-13 plasmatico, fornecido pelo
fabricante, é de 630 a 850 ng/mL. No entanto, o mesmo recomenda que cada

laboratério determine a sua faixa de normalidade.
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4.3.2.4 Determinacao dos D-Di

A determinacdao dos dimeros-D plasmaticos foi feita por ELISA de captura,
utilizando-se o Kit IMUCLONE® D - Dimer (American Diagnostica® Inc., Stamford,
USA), seguindo-se rigorosamente as instrugées do fabricante, cujo principio € o
mesmo descrito para o FYW, com a diferenca que a captura dos antigenos D-Di
presentes nos plasmas testados, € feita por anticorpos monoclonais (anti- D-Di).

Para os plasmas de referéncia fornecidos pelo fabricante, cujo valor era high
control: 1940 a 2375ng/mL; low control: < 400ng/mL, foram obtidos os valores high
control: 1917; 1907 e 1917ng/mL e low control: 181, 147 e 100 ng/mL para o
primeiro, segundo e terceiro kit, respectivamente.

O valor de referéncia do D-Di plasmatico, fornecido pelo fabricante, é de <400
ng/mL.

4.3.2.5 Determinacao do PAI-1

A determinacao dos niveis plasmaticos de PAI-1 foi realizada por ELISA de
captura, utilizando-se o Kit IMUBIND® PLASMA PAI-1 (American Diagnostica® Inc.,
Stamford, USA), seguindo-se, rigorosamente as instrugdes do fabricante, cujo
principio € o mesmo descrito para o FYW. Porém, a captura dos antigenos PAI-1
presentes nos plasmas testados, é feita por anticorpos monoclonais (anti- PAI-1) e a
revelacdo dos antigenos capturados na primeira etapa é feita através da
determinagéo da reacgdo da enzima peroxidase (ligada ao segundo anticorpo) com o
substrato orto-fenilenodiamina (OPD), na presenca de peroxido de hidrogénio,
gerando um produto de coloragdo amarela. Essa reagao € interrompida pela adigéo
de &cido sulfarico e a cor torna-se laranja.

A faixa dos valores de referéncia do PAI-1 plasmético, fornecido pelo
fabricante, € de 2 a 47 ng/mL. No entanto, o mesmo recomenda que cada

laboratorio determine a sua faixa de normalidade.
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4.3.3 Fenotipagem do grupo sangquineo ABO

A fenotipagem foi realizada pela técnica indireta. Trés tubos foram
identificados como A, B e O, nos quais foram colocadas duas gotas de suspensao a
5% de hemacias previamente classificadas como A, B e O, respectivamente, e duas
gotas de plasma do paciente a ser classificado. Os tubos foram homogeneizados e
centrifugados a 1500 rpm por dois minutos. A leitura foi feita agitando suavemente
os tubos e observando se houve ou nao aglutinacao (CARVALHO & SILVA, 1990).

A interpretacdo da tipagem indireta do grupo sanguineo ABO encontra-se
resumida no Quadro 6.

Quadro 6 - Tipagem indireta do grupo sanguineo ABO.

Grupo Sanguineo Hemacia A Hemacia B Hemacia O
AB - - -
A - + -
B + - -
+ + -

4.3.4 Avaliacao dos marcadores inflamatoérios

4.3.4.1 Determinacao da PCR ultra-sensivel

A determinacdo dos niveis plasmaticos de PCRus foi realizada por
imunonefelometria, utilizando-se o kit CardioPhase* hsCRP (Dade Behring®,
Alemanha), seguindo-se rigorosamente as instru¢des do fabricante.

O principio do teste consiste na ligacdo de particulas de poliestireno
revestidas com anticorpo monoclonal anti-PCR humana com a PCR das amostras
testadas, formando aglutinados que dispersam a luz irradiada. A intensidade da luz
dispersa depende da concentracao da respectiva proteina na amostra. A avaliacao é
feita por comparagéao com um padrao de uma concentragédo conhecida.

O valor de referéncia da PCRus plasmatica, fornecido pelo fabricante, é de <
5,0 mg/L.
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O ensaio foi realizado utilizando-se o equipamento BN Il — Dade Behring®

(Alemanha).

4.3.4.2 Determinacéao da IL-8

A determinagdo dos niveis plasmaticos de IL-8 foi realizada por ELISA de
captura, utilizando-se o kit Quantikine Human CXCL8/IL-8 Immunoassay® (R & D
Systems, Minneapolis, USA), seguindo-se rigorosamente as instrugdes do
fabricante, cujo principio € o mesmo descrito para o FvW, com a diferenga que a
captura dos antigenos IL-8 presentes nos plasmas testados € feita por anticorpos
monoclonais (anti- IL-8).

O valor de referéncia da IL-8 plasmatica, fornecido pelo fabricante, € de
< 31,2 pg/mL.

4.3.4.3 Determinacao do TGF-81

A determinacao dos niveis plasméticos de TGF-B1 foi realizada por ELISA de
captura, utilizando-se o kit Quantikine Human TGF-B1 Immunoassay® (R & D
Systems, Minneapolis, USA), seguindo-se rigorosamente as instrugdes do
fabricante, cujo principio € o mesmo descrito para o FvW, com a diferenga que a
captura dos antigenos TGF-B1 presentes nos plasmas testados, é feita por
anticorpos monoclonais (anti-TGF-B1 humano). Além disso, € necessaria uma
ativacao prévia da amostra, com uma solucédo de ativacao acida (HCI 1N), para que
o TGF-B1 latente se transforme na sua forma imunorreativa detectavel pelo
imunoensaio Quantikine TGF-B1. Apds, a amostra é neutralizada (NaOH
1,2N/HEPES 0,5M) e o pH deve ficar entre 7,2 a 7,6.

A faixa dos valores de referéncia do TGF-B1 plasmatico, fornecido pelo
fabricante, € de 903 a 1654 pg/mL.
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4.4 Anadlise estatistica
O calculo amostral foi feito utilizando a féormula abaixo e o nimero de
pacientes necessarios para este estudo foi 209.

n= NZz®pq
d“(N-1) + z° pq

N = numero de pacientes submetidos a hemodialise na grande BH em 2007 (1402)
z = variavel padrao reduzida (1,96)

p = frequéncia de trombose nos pacientes submetidos a hemodialise (20%)
q=1-p

d = diferenga minima esperada entre nimeros observados (0,05)

A comparagao entre dois grupos foi feita utilizando o teste t de Student para
as variaveis continuas que apresentaram distribuicdo normal e o método nao
paramétrico de Mann-Whitney para as variaveis com distribuigdo ndo normal. O teste
de Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn foi utilizado para identificacdo da
diferenca entre as médias dos trés grupos para a determinacdo da possivel
interacéo entre os fatores estudados. As variaveis categoricas foram comparadas
pelo teste de qui-quadrado (x?) ou teste exato de Fisher. A correlagdo entre alguns
parametros estudados foi investigada pelo teste de Spearman. A normalidade foi
testada pelo método de Kolmogorov-Smirnov. Foram consideradas como diferencas
significativas valores de p<0,05.

Inicialmente, foi investigada por meio de regressao logistica, a associagcao
entre a presenca de trombose do acesso vascular e a variavel explicativa (alteracoes
hemostaticas e inflamatdrias) descrita a seguir.

A variavel explicativa foi criada a partir da presenca das seguintes alteragdes:

e Mutacdo G20210A no gene da protrombina (sim/néo)
e Mutagdo G1691A no gene do F V (sim/n&o)

¢ Niveis elevados de F VIII (sim/nao)

¢ Niveis elevados de FYW (sim/n&o)

¢ Niveis reduzidos de ADAMTS-13 (sim/nao).

¢ Niveis elevados de D-Di (sim/néo);
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¢ Niveis elevados de PAI-1 (sim/ndo).
¢ Niveis elevados de PCRus (sim/néo).
¢ Niveis elevados de IL-8 (sim/ndo).

¢ Niveis elevados de TGF-B1 (sim/n&o).

Os niveis de F VIII, FvW, D-Di, PAI-1, PCRus, IL-8 e TGF-p1 foram
considerados elevados quando estavam acima de 150% de atividade, 1012 mU/mL,
400 ng/mL, 47 ng/mL, 5 mg/L, 31,2 pg/mL e 1654 pg/mL, respectivamente, de
acordo com os valores de referéncia fornecidos pelo fabricante. Os nives de
ADAMTS-13 foram considerados reduzidos quando estavam abaixo de 486 ng/mL.
Os fabricantes de conjuntos diagndsticos para determinacdo de FvW e ADAMTS-13
nao fornecem os valores de referéncia. Portanto, foi feita a determinagé@o dos niveis
plasmaticos desses dois marcadores em um grupo de individuos higidos, visando
determinar o intervalo de referéncia.

Os pacientes foram categorizados do seguinte modo:

0. Pacientes que apresentaram somente uma das alteracbes descritas

anteriormente

1. Pacientes que apresentaram de duas a trés alteracoes

2. Pacientes que apresentaram quatro ou mais alteracoes

Todos os pacientes apresentaram pelo menos uma das alteracdes. A analise
estatistica considerou como categoria de referéncia aqueles que apresentaram
somente uma das alteragdes. A magnitude da associacao foi determinada pelo odds
ratio (OR) e intervalo de confianga de 95% (IC 95%).

Posteriormente, foi investigada por meio de regressao logistica, a associacao
entre a presenca de trombose do acesso vascular e algumas variaveis explicativas
de interesse. As variaveis associadas a variavel resposta na analise univariada, com
valor de p<0,20 e aquelas consideradas fatores de confusdo, foram inseridas no
modelo de regressao logistica multiplo para identificar as que mantinham associacao
de maneira independente, ao nivel de significancia de p<0,05. A magnitude da
associacao foi determinada pelo OR e IC 95%.

Os resultados obtidos foram analisados utilizando os programas SIGMA STAT
(versao 2.03) e STATA (versao 10.0).



5 Resultados



5.1 Avaliacao das caracteristicas clinicas

Os dados clinicos dos integrantes dos trés grupos avaliados neste estudo

estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas clinicas dos integrantes do estudo.

Parémetros Grupo | Grupo Il Grupo llI p
(n = 149) (n = 46) (n = 80)
Idade (anos) 52 (39-60) 50 (41-59) 48 (46-52) 0,380
Sexo 0.193
Masculino [n(%)] 86 (58%) 20 (43%) 40 (50%)
Feminino In(%)1 63 (42%) 26 (57%) 40 (50%)
IMC (Kg/m?) 23,6 (21,1-26,5) 22,6 (20,1-28,5) 24,8 (22,9-26,1) 0,112
Causa priméaria da DRC [n(%)]
Nefrosclerose hipertensiva 51 (34%) 14 (30%) 0.633
Glomerulopatias 39 (26%) 7 (15%) 0.126
Nefropatia diabética 21 (14%) 12 (26%) 0.060
Rins policisticos 7 (5%) 3 (7%) 0.624
Outras causas ou etiologia 31 (21%) 10 (22%) 0,892
desconhecida
Pressao arterial pré-dialise
Presséo sistélica (mmHa) 130 (120-143) 140 (130-150) 0.060
Pressao diastélica (mmHg) 80 (80-90) 80 (80-90) 0,968
Tempo de HD (meses) 34,0 (17,0-90,3) 39,5 (19,0-92,0) 0,226
Tipo de acesso vascular [n(%)]
FAV radial-cefélica 111 (74.5%) 21 (45.7%) <0.001*
FAV braauial-cefalica 34 (22 8%) 20 (43.5%) 0.006*
FAV de alca de safena 1(2.2%) 0.070
PTFE radial-cefalica 1(0 7%) 1 (2,2%) 0.377
PTFE braauial-cefalica 4 (2,0%) 3 (6.4%) 0.221
Kt/v 1,4 (1,3-1,6) 1,5 (1,3-1,6) 0,513
URR 73,6 £5,9 74,0 £6,4 0,716
nPCR (g/Kg/dia) 1(1,0-1,4) 1,2 (1,0-1,6) 0,451
GID (Kg) 3,2+1,1 29+14 0,165
Medicamentos [n(%)]
Hipotensores
IECA 69 (46%) 19 (41%) 0.551
B-bloaueador 64(43%) 21 (46%) 0.747
Antagonista de canal de calcio 65 (44%) 17 (37%) 0,423
~ ARA 17 (11%) 2 (4%) 0.158
Acido acetilsalicilico 38 (26%) 8 (17%) 0.257
Estatinas 31 (21%) 5(11%) 0.129
Suplementos vitaminicos 149 (100%) 46 (100%)
Ansioliticos/Antidepressivos 41 (28%) 12 (26%) 0.848
Insulina 29 (19%) 10 (22%) 0.736
Eritropoetina 129 (87%) 41 (89%) 0.651
Diabetes [n(%)] 40 (27%) 15 (33%) 0,448

*p< 0,05. Os dados paramétricos sdo apresentados como média + desvio padrdo (teste t de Student). Os ndo-paramétricos como
mediana (intervalo interquartil) (Mann-Whitney/Kruskal-Wallis). Dados de frequéncia (%) foram analisados por teste x2. IMC: indice
de massa corpérea; HD: hemodialise; FAV: fistula arteriovenosa; PTFE: politetrafluoretileno; Kt/v: cinética da uréia; URR: relagédo de
reducao de uréia; nPCR: taxa de catabolismo protéico normalizada; GID: ganho interdialitico; IECA: inibidores da enzima conversora
de angiotensina; ARA: antagonistas dos receptores de angiotensina.
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As caracteristicas clinicas dos integrantes dos grupos | e Il foram obtidas nos
prontuarios médicos e os dados dos individuos do grupo IIl foram obtidos durante a
entrevista.

Foram comparados os valores médios e frequéncias da varidveis obtidas
entre os grupos | e Il e ndo foi observada diferencga significativa, com excec¢ao do tipo
de acesso vascular que teve maior frequéncia de FAV radial-cefdlica (distal) nos
pacientes do grupo | (74,5% versus 45,7% no grupo Il, p<0,001) e de FAV braquial-
cefélica (proximal) nos pacientes do grupo Il (43,5% versus 22,8% no grupo |,
p=0,006).

5.2 Avaliacao dos parametros laboratoriais

Os dados laboratoriais coletados dos prontuarios médicos dos pacientes

integrantes dos grupos | e |l estdo apresentados na Tabela 3.



Tabela 3 — Dados laboratoriais dos pacientes integrantes dos grupos | e II.
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Parametros Grupo | (n = 149) Grupo Il (n = 46) p

Ne de hemacias x 10°/mL 4,1 (3,6-4,5) 3,9 (3,6-4,2) 0,143
Hemoglobina (g/dL) 12,4 (11,1-13,8) 11,9 (10,7-13,1) 0,107
Hematdcrito (%) 36,7 £5,7 35,7 £5,1 0,288
VCM 91,3+5,6 91,3+5,0 0,956
HCM 30,3+£2.2 30,0 +2,1 0,405
CHCM 33,3 (32,8-33,6) 33,2 (32,4-33,7) 0,440
N° de plaquetas x 10%/mL 210,0 (175,0-264,0) 224,5 (176,0-254,0) 0,693
N¢ de leucdcitos x 10°/mL 7,0 (5,0-8,0) 6,2 (5,7-7,5) 0,685
Ferro sérico (ug/dL) 58,0 (45,8-74,0) 54,0 (42,8-70,8) 0,443
CTLF (ug/dL) 229,0 £48,0 226,0 £45,0 0,774
IST (%) 25,3 (19,0-34,0) 24,1 (20,0-31,0) 0,587
Ferritina (ng/mL) 340,0 (208,7-610,3) 319,5 (154,0-556,0) 0,198
CT (mg/dL) 164,3 + 38,7 166,3 £ 34,5 0,747
LDLc (mg/dL) 93,2 £30,0 97,1 £25,0 0,440
HDLc (mg/dL) 34,0 (29,0-44,0) 33,0 (27,0-43,0) 0,304
TG (mg/dL) 150,0 (90,5-229,5) 126,0 (100,0-234,0) 0,983
ALT (U/L) 31,0 (24,5-39,0) 27,0 (19,8-35,3) 0,027+
FAL (U/L) 132,0 (103,0-191,5) 132,0 (110,3-213,8) 0,488
Proteinas totais (g/dL) 75%0,7 7,31£0,8 0,095
Albumina (g/dL) 3,5(3,3-3,8) 3,6 (3,4-3,8) 0,290
Creatinina (mg/dL) 12,0 £ 3,4 11,4 £ 3,0 0,322
Uréia pré-dialise (mg/dL) 140,7 £ 34,9 142,8 £ 31,2 0,704
Uréia pés-dialise (mg/dL) 36,8 £12,9 37,5+£13,7 0,779
Calcio total (mg/dL) 8,8 (8,4-9,3) 8,4 (8,4-9,4) 0,603
Potassio (mmol/L) 5,0 (4,6-5,6) 5,2 (4,6-5,7) 0,478
Fosfato (mg/dL) 54+15 54 %17 0,837
PTH (pg/mL) 322,0 (150,0-688,8) 284,0 (128,0-525,0) 0,437

*p< 0,05. Os dados paramétricos sao apresentados como média + desvio padrao (teste t de Student).
Os nao-paramétricos como mediana (intervalo interquartil) (Mann-Whitney). VCM: volume corpuscular
médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo de hemoglobina; CTLF:
capacidade total de ligacdo do ferro; IST: indice de saturacao de transferrina; CT: colesterol total; TG:
triglicérides; ALT: alanina amino transferase; FAL: fosfatase alcalina; PTH: paratorménio.
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Os valores médios das variaveis laboratoriais dos pacientes do grupo | nao
diferiram significativamente daqueles do grupo Il, com excecao dos niveis de ALT,
que foram significativamente maiores no grupo I, 31,0 U/L (24,5-39,0 U/L) quando
comparadas ao grupo Il, 27,0 U/L (19,8-35,3 U/L, p=0,027). A Figura 10 apresenta a
distribuicao dos valores obtidos para os niveis plasmaticos de ALT nos grupos | e Il.
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Figura 10 - Distribuicdo dos valores plasmaticos de ALT (U/L) nos grupos |l e Il. As linhas
horizontais indicam as medianas obtidas.

5.3 Avaliacao das mutacoes que predispéem a trombofilia

A fim de avaliar a frequéncia das mutagdes nos genes da protrombina
(G20210A) e do F V (G1691A) em pacientes submetidos a hemodidlise e investigar
a associagao dessas com trombose do acesso vascular, foram comparadas as
frequéncia destas mutagdes entre os grupos | e Il (Tabela 4).

Tabela 4 — Frequéncia das mutacdes nos genes da protrombina (G20210A) e do F V (G1691A)
entre os integrantes dos grupos | e Il

Mutacao Genotipo Grupo | (n = 149) Grupo Il (n = 46)
G20210A Heterozigoto 2 (1,3%) 4 (8,7%)*
Negativo 147 (98,7%) 42 (91,3%)
G1691A Heterozigoto 2 (1,3%) 0 (0%)
Negativo 147 (98,7%) 46 (100%)
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Um numero significativamente maior de heterozigotos para a frequéncia da
mutagdo no gene da protrombina (G20210A), foi obtido no grupo |l comparando-se
ao grupo | (OR: 7,0; IC 95%: 1,1 a 57,3; p=0,01). Nao foi observada diferenca
significativa (p=0,430) na frequéncia da mutagcédo no gene do F V (G1691A) entre os
grupos estudados. Em nenhum dos grupos foram encontrados individuos

homozigotos para as mutagdes investigadas.

5.4 Avaliacao da coagulacao e fibrindlise

Visando investigar as alteragbes hemostaticas em pacientes submetidos a
hemodidlise e a associacdo dessas variaveis com a presenca de complicacdes
trombdéticas do acesso vascular, foi feita a avaliagdo da hemostasia dos integrantes
dos trés grupos, por meio da determinacao plasmatica dos seguintes marcadores: D-
Di, PAI-1, FYW, ADAMTS-13 e FVIIl. A Tabela 5 apresenta os resultados dos

parametros hemostaticos obtidos para os grupos |, Il e lll.

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados dos parametros hemostaticos

para os grupos I, Il e lll.

Tabela 5 — Parametros hemostaticos avaliados nos integrantes do estudo.

Parametros Grupo | (n=149) Grupo Il (n=46) Grupo Il (n = 80)
F VIIl (% atividade) 108 (88-152)* 110 (91-147)* 93 (78-116)
FVW (mU/mL) 1047 (722-1351)* 1134 (760-1381)* 805 (683-1012)

ADAMTS-13 (ng/mL) 276 (238-330)* 299 (244-330)* 578 (486-690)
D-Di (ng/mL) 444 (241-836)* 464 (311-899)* 241 (166-319)
PAI-1 (ng/mL) 10,1 (4,5-20,9)* 8,4 (5,0-17,2)* 54,6 (36,7-73,6)

*p<0,05 comparado com o grupo llI.

Os dados nao-paramétricos sao apresentados como mediana (intervalo interquartil) (Kruskal-Wallis
e teste de Dunn). F VIII: fator VIII; FYW: fator von Willebrand;; ADAMTS-13: a disintegrin and
metalloprotease with eight thrombospondin-1-like domains-13; D-Di: dimeros-D; PAI-1: inibidor do
ativador do plasminogénio tipo 1.
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A comparagao da atividade do F VIII entre os trés grupos mostrou valores

aumentados nos grupos | e Il em relagdo ao grupo Il (p<0,05), conforme ilustrado na

Figura 15. Nao houve diferenca comparando-se os resultados obtidos para esse

parametro entre os grupos | e Il.
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Figura 11 - Distribuicdo dos valores plasmaticos de F VIII (% atividade) nos grupos |,

Il e lll. As linhas horizontais indicam as medianas obtidas. *p<0,05 comparado ao grupo lll.

Quando comparado os niveis de FYW nos grupos | e Il ao grupo lll, foi

observado também um aumento nos dois primeiros grupos, conforme representado

na Figura 14 (p<0,05). Nao houve diferenga comparando-se os resultados obtidos

para esse parametro entre os grupos | e Il.
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Figura 12 - Distribuicdo dos valores plasmaticos de FvW (mU/mL) nos grupos |, Il e

lil. As linhas horizontais indicam as medianas obtidas. *p<0,05 comparado ao grupo lil.
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Em contrapartida, observou-se que os niveis de ADAMTS-13 foram
significativamente reduzidos nos pacientes dos grupos | e Il quando comparados aos
individuos do grupo Il (p<0,05) (Figura 12). Nao houve diferenca comparando-se 0s

resultados obtidos para esse parametro entre os grupos | e Il.
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Figura 13 - Distribuicdo dos valores plasmaticos de ADAMTS-13 (ng/mL) nos grupos |, Il e lIl.
As linhas horizontais indicam as medianas obtidas. *p<0,05 comparado ao grupo lil.

Os niveis de D-Di mostraram-se mais elevados nos pacientes dos grupos | e
Il quando comparados aos obtidos no gupo Il (p<0,05) (Figura 13). Nao houve
diferenca comparando-se os resultados obtidos para esse parametro entre 0s grupos
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Figura 14 - Distribuicdo dos valores plasmaticos de D-Di (ng/mL) nos grupos I, Il e lll. As
linhas horizontais indicam as medianas obtidas. *p<0,05 comparado ao grupo lil.
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A comparacao dos resultados dos marcadores hemostéaticos, obtidos

nos trés grupos, mostrou que os niveis plasmaticos de PAI-1 estavam reduzidos nos

pacientes dos grupos | e Il em relagdao aos individuos do grupo lll (Figura 11). Nao

houve diferenga comparando-se os resultados obtidos para esse parametro entre os

grupos | e ll.
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Figura 15 - Distribui¢do dos valores plasmaticos de PAI-1 (ng/mL) nos grupos |, Il e lll. As

linhas horizontais indicam as medianas obtidas. *p<0,05 comparado ao grupo lIl.

5.5 Fenotipagem do grupo sanguineo ABO

Visando avaliar a associagdo dos grupos sanguineos com a presenca de

complicagbes tromboticas do acesso vascular, foi investigada a frequéncia dos

grupos sanguineos ABO nos integrantes do estudo.
Na Tabela 6 e na Figura 15 estdo apresentadas as frequéncias dos grupos

sanguineos do sistema ABO para os grupos |, Il e lll.

Tabela 6 — Frequéncia dos grupos sanguineos do sistema ABO nos integrantes do estudo.

Grupo sanguineo  Grupo | (n=149) Grupo Il (n =46) Grupo Il (n = 80) p
O 75 (50,3%) 23 (50,0%) 37 (46,2%) 0,833
A 47 (31,6%) 13 (28,3%) 28 (35,0%) 0,726
B 21 (14,1%) 7 (15,2%) 0,611
AB 4,0%) 3 (6,5%) 0,381
“nao O” 74 (49,7%) 23 (50%) 43 (53,8%) 0,833

Teste x2
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Figura 16 - Distribuicdo dos grupos sanguineos nos grupos I, Il e lIl.

Foi observada uma maior frequéncia do grupo sanguineo “O” nos trés grupos,
seguido de forma descrescente, pela frequéncia dos grupos A, B e AB. Quando
agrupados os tipos A, B e AB (grupo “ndo O”) nao foi observada diferenca
significativa em relagdo a frequéncia dos grupos sanguineos ABO entre os grupos |,
Il e lll. A distribuicdo dos grupos sanguineos nos integrantes deste estudo foi similar
a distribuicdo obtida em 2006 entre os doadores cadastrados na Fundagéo
Hemominas/MG (FUNDAGAO HEMOMINAS, 2006).

5.6 Avaliacao da relacao do grupo sanguineo ABO e niveis plasmaticos dos

parametros hemostaticos

Os integrantes do estudo foram distribuidos de acordo com o grupo
sanguineo em duas categorias “O” e “ndo O” (que incluiu os individuos A, B e AB).
Visando avaliar a associacao entre os parametros hemostaticos e as categorias “O”
e “nao O, os niveis plasmaticos desses parametros para cada um dos grupos (I, Il
ou lll) foram comparados, considerando a categoria a qual seus integrantes

pertencem, “O” e “ndo O”, como mostra a Tabela 7.
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Tabela 7 — Parametros hemostaticos dos integrantes dos grupos |, Il e lll, segundo o grupo

sanguineo “O” e “nédo O”.

Grupos sanguineos
“o” “Néo 0”
Parametros/Grupos p
F VIl (9%) Grupo | 98 (80-139) 118 (97-164) 0,001*
° Grupo Il 104 (87-129) 125 (99-160) 0,195
Grupo Il 87 + 21 105+ 25 0,001*
FUW Grupo | 916 + 413 1175 + 388 < 0,001*
v

Grupo I 998 + 373 1196 + 357 0,073

(Um/mL)
Grupo Il 761 +222 940 + 262 0,002*
Grupo | 274 (239-333) 276 (222-319) 0,786

ADAMTS-13

Grupo Il 302 +73 286 + 89 0,502

(ng/mL)
Grupo Il 540 + 113 623 + 136 0,005*
D-Di Grupo | 372 (234-886) 491 (244-823) 0,403
(ng/mL)  Grupo I 466 (324-790) 461 (254-1068) 0,792
Grupo Il 263 + 148 257 + 123 0,837
AL Grupo | 8,8 (4,6-19,2) 13,3 (3,9-26,9) 0,445
Grupo I 142 +£12,5 10,1+7,9 0,191

(ng/mL)
Grupo llI 58,0 + 23,3 53,0+22,4 0,336

*p< 0,05. Os dados paramétricos sdo apresentados como média + desvio padrao (teste t de Student).
Os ndo-paramétricos como mediana (intervalo interquartil) (Mann-Whitney). F VIII: Fator VIII; FvW: Fator
von Willebrand; ADAMTS-13: a disintegrin and metalloprotease with eight thrombospondin-1-like
domains-13; D-Di: dimeros-D; PAI-1: inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1.

Um aumento significativo nos niveis plasméticos de F VIIl e FvW entre os
integrantes dos grupos | (0,001 e <0,001, respectivamente) e Il (0,001 e 0,002,
respectivamente) e de ADAMTS-13 naqueles do grupo IlI (p=0,005) foi verificado
dentre os individuos “ndao O”, comparando-se aqueles do grupo “O”. Os niveis
plasmaticos de D-Di e PAI-1 ndo variaram entre os participantes dos trés grupos, de

acordo com o grupo sanguineo.
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5.7 Avaliacao dos marcadores inflamatorios

Objetivando investigar a associacdo dos marcadores inflamatérios e a
presenca de complicacdes trombéticas do acesso vascular em pacientes submetidos
a hemodialise foi determinada a concentragédo plasmatica de PCRus, IL-8 e TGF-31.

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos para os grupos | e Il.

Tabela 8 — Parametros inflamatérios avaliados nos integrantes dos grupos I e II.

Paréametros Grupo | (n = 149) Grupo Il (n = 46) p
PCRus (mg/L) 3,7 (1,7-8,4) 3,2 (1,6-8,9) 0,811
IL-8 (pg/mL) 5,0 (3,0-9,0) 6,0 (4,0-9,0) 0,574
TGF-B1 (pg/mL) 2665 (2149-3064) 2461 (1997-3228) 0,540

Os dados nao-paramétricos sao apresentados como mediana (intervalo interquartil) (Mann-Whitney).
PCRus: proteina C reativa ultrassensivel; IL-8: interleucina-8; TGF-B1: fator de crescimento

transformador-beta 1.

Nao houve diferenca significativa entre os valores de PCRus no grupo |

quando comparados ao grupo I, conforme ilustrado na Figura 17.
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Figura 17 - Distribuicdo dos valores plasmaticos de PCRus (mg/L) nos grupos | e Il. As linhas
horizontais indicam as medianas obtidas.
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Os niveis de IL-8 também nao apresentaram diferenca significativa entre os
grupos | e Il (Figura 18).
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Figura 18 - Distribuicdo dos valores plasmaticos de IL-8 (pg/mL) nos grupos | e Il. As linhas
horizontais indicam as medianas obtidas.

Avaliando os valores obtidos para TGF-B1, ndo foi observada diferenca

significativa entre os grupos | e Il (Figura 19).
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Figura 19 - Distribui¢do dos valores plasmaticos de TGF-B1 (pg/mL) nos grupos l e Il. As
linhas horizontais indicam as medianas obtidas.

5.8 Associacao dos parametros avaliados com a trombose do acesso vascular

Na analise inicial ndo foi observada associacao entre a presenca de trombose
do acesso vascular e a variavel explicativa, ou seja, presenca de pelo menos uma

alteracdo hemostética e inflamatéria, duas ou trés alteragbes (OR: 1,71; IC 95%:
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0,38 a 7,67, p=0,483) ou mais de quatro destas alteracdes (OR: 1,71; IC 95%: 0,35 a
8,31, p=0,505).

Dos participantes do estudo, 22 (11,3%) apresentaram pelo menos uma das
alteragbes hemostéticas e inflamatérias (variavel explicativa), 87 (44,6%)
apresentaram duas ou trés alteracbes e 86 (44,1%) apresentaram quatro ou mais
alteracgdes.

Na analise posterior, por regressado logistica univariada, foi investigada a
associacao entre a presenca de trombose do acesso vascular e algumas variaveis
explicativas de interesse, como idade, sexo, tempo de hemodidlise, IMC, ganho
interdialitico, concentragdo de hemoglobina, numero de plaquetas, niveis
plasmaticos de ferritina, CT, HDLc, ALT, albumina, creatinina e célcio, Kt/v; URR,
nNPCR, presséo arterial sistolica e diastélica, niveis plasmaticos de PAI-1, D-Di, FVW,
ADAMTS-13, F VIII, PCRus, IL-8 e TGF-f1, grupos sanguineos “O” e “ndo O”,
presenca das mutacoes FVL (G1691A) e no gene da protrombina (G20210A) e
presenca de diabetes.

Os resultados da andlise de regressao logistica univariada mostraram
associagao significativa (p<0,20) entre a presenca de trombose do acesso vascular e
o ganho interdialitico, concentragdo de hemoglobina, niveis plasmaticos de ALT e IL-
8, PA sistolica e a presencga da mutacao no gene da protrombina (G20210A).

No entanto, quando analisadas sob o modelo de regressao logistica multipla,
apenas a variavel mutacdo no gene da protrombina (G20210A) (p=0,012) e a ALT
(p=0,034) permaneceram associadas independentemente a varidvel resposta, ou

seja, presenca de trombose do acesso vascular (Tabela 9).

Tabela 9 — Odds ratio, intervalos de confianca (IC) e valor de p do modelo de regressao logistica
multiplo considerando como variavel dependente a presenca de trombose do acesso vascular.

Variaveis Odds ratio IC 95% p valor
GID (Kg) 1,0 0,20; 1,10 0,082
Hemoglobina (g/dL) 1,0 0,84; 1,18 0,990
ALT (U/L) 0,96 0,92; 0,99 0,034*
PA sistélica (mmHg) 1,02 0,99; 1,04 0,080
IL-8 1,01 0,99; 1,03 0,238
Mutagdo G20210A 12,0 1,72; 83,5 0,012*

*p<0,05. GID: ganho interdialitico; ALT: alanina amino transferase; PA: presséo arterial.
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5.9 Correlacao entre os niveis plasmaticos dos parametros hemostaticos e

inflamatorios

Visando investigar a correlacdo entre os niveis plasmaticos dos parametros
hemostéticos e inflamatérios foi utilizada a correlagdo de Spearman como

apresentado na Tabela 10.

Tabela 10 - Coeficiente de correlacio (r) de Spearman e valor de p para os
parametros hemostaticos e inflamatérios avaliados nos grupos |l e ll.

Marcadores Grupo | (n = 149) Grupo Il (n = 46)
r p r p

PAI-1 e PCRus 0,31 < 0,001* 0,31 0,04~
PAI-1 e TGF-B1 0,37 < 0,001* 0,30 0,04*
D-Di e PCRus 0,27 < 0,001* 0,31 0,04~
D-Di e TGF-B1 0,23 < 0,005* -0,19 0,195
FvW e PCRus 0,26 0,001~ 0,16 0,275
FVW e TGF-B1 0,31 < 0,001* 0,31 0,04*
F VIll e PCRus 0,19 0,02* -0,17 0,266
F Vil e TGF-B1 0,18 0,03* -0,14 0,355

*p< 0,05; r: coeficiente de correlagdo. PAI-1: inibidor do ativador do plasminogénio
tipo 1; D-Di: dimeros-D; FvW: Fator von Willebrand; F VIII: Fator VIII; PCRus:
proteina C reativa ultrassensivel; TGF-B1: fator de crescimento transformador-
beta 1

Foi observada correlagao positiva entre os niveis plasmaticos dos parametros
hemostaticos PAI-1, D-Di, FvW e F VIIl e os marcadores inflamatérios PCRus e
TGF-B1 no grupo I. No grupo |l foi observada correlagao positiva apenas entre os
niveis de PAI-1 e PCRus, PAI-1 e TGF-f1, D-Di e PCRus e FYW e TGF-31 .
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5.10 Avaliacao dos marcadores hemostaticos, inflamatorios e frequéncia do

grupo sanguineo ABO na recorréncia do evento tromboético

Uma comparagao foi feita entre parametros hemostaticos, inflamatérios e

frequéncia do grupo sanguineo ABO nos integrantes do grupo | e do grupo Il que

desenvolveram mais de um evento trombético, constituido de dez pacientes (grupo

[la) e os resultados estao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Parametros hemostaticos, inflamatérios e frequéncia do grupo

sanguineo ABO entre os integrantes do grupo | e do grupo Il que desenvolveram mais de um
evento tromboético.

Parametros Grupo | (n = 149) Grupo lla (n = 10) p
> 1 evento trombdtico
D-Di (ng/mL) 444 (241-836) 427 (168-1001) 0,840
PAI-1 (ng/mL) 10,1 (4,5-20,9) 11,9 (5,9-19,3) 0,763
FvW (um/mL) 1046 £ 419 1029 + 362 0,902
F VIII (% atividade) 108 (88-152) 124 (104-147) 0,427
ADAMTS-13 (ng/mL) 284 + 82 298 + 118 0,632
PCRus (mg/L) 3,6 (1,6-8,3) 3,8 (2,0-6,4) 0,843
IL-8 (pg/mL) 5,0 (3,0-9,0) 6,5 (5,0-14,0) 0,193
TGF-B1 (pg/mL) 2664 (2140-3064) 3280 (2183-3828) 0,193
Grupo sanguineo Grupo “O” 75 (50,3%) 6 (60%) 0,554
Grupo “nao O” 74 (49,7%) 4 (40%)

Os dados nao-paramétricos sao apresentados como mediana (intervalo interquartil) (Mann Whitney).
Comparagdo de frequéncia foi feita por teste y2. D-Di: dimeros-D; PAI-1: inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1; FvW: fator von Willebrand; F VIII: fator VIII; ADAMTS-13; a disintegrin and
metalloprotease with eight thrombospondin-1-like domains-13; PCRus: proteina C reativa ultrassensivel;

IL-8: interleucina-8; TGF-B1: fator de crescimento transformador-beta 1.

Nao foram observadas diferencas significativas entre os parametros

hemostaticos, inflamatérios e a frequéncia do grupo sanguineo ABO entre os

integrantes do grupo | e dos dez pacientes do grupo Il que desenvolveram mais de

um evento trombotico (grupo lla).
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5.11 Avaliacao dos marcadores hemostaticos e inflamatorios nos integrantes
do grupo |, apds reavaliacao dos prontuarios

A reavaliacdo dos prontuarios médicos dos pacientes submetidos a
hemodidlise, um ano apds a coleta de sangue para este estudo, revelou que 15
pacientes do grupo | tiveram trombose neste periodo. Dessa forma, os integrantes
do grupo | foram reclassificados em dois subgrupos: la (incluiu os pacientes que
apresentaram trombose) e Ib (0os que permaneceram sem esta complicacdo). Foram
comparadas as mesmas variaveis hemostaticas e inflamatorias, visando identificar
um marcador de predicdo para o evento trombético. A Tabela 12 apresenta os
resultados dos parametros avaliados neste estudo para os dois subgrupos do grupo
I (la e Ib).

Tabela 12 - Parametros hemostaticos e inflamatérios nos dois subgrupos do grupo I (la e Ib).

Parametros Grupo la (n=15)  Grupo |Ib (n = 134) p
D-Di (ng/mL) 428 (242 — 1085) 445 (242-818) 0,670
PAI-1 (ng/mL) 19,2 (5,0-31,0) 9,4 (4,3-20,2) 0,319
FVW (mU/mL) 1191 £ 408 1029 £ 419 0,159
F VIII (% atividade) 149 (103-169) 106 (88-152) 0,082
ADAMTS-13 (ng/mL) 250 (220-310) 276 (239-334) 0,344
PCRus (mg/L) 4,8 (1,9 -23,0) 3,4 (1,6-8,2) 0,270
IL-8 (pg/mL) 4,0 (3,0-8,8) 5,0 (3,0-9,0) 0,451
TGF-B1 (pg/mL) 3027 £ 913 2648 + 817 0,095

Os dados néo-paramétricos sdo apresentados como mediana (intervalo interquartil) (Mann Whitney).
Comparagdo de frequéncia foi feita por teste x2. D-Di: dimeros-D; PAI-1: inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1; FvW: fator von Willebrand; F VIII: fator VIIIl; ADAMTS-13; a disintegrin and
metalloprotease with eight thrombospondin-1-like domains-13; PCRus: proteina C reativa
ultrassensivel; IL-8: interleucina-8; TGF-B1: fator de crescimento transformador-beta 1.

Nao foram observadas diferencas significativas entre os parametros

hemostaticos e inflamatérios entre os integrantes dos grupos la e Ib.
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6 Discussdao
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A doenga renal crénica, bem como o processo de hemodidlise, sédo eventos
que predispéem a trombose. O aumento da tendéncia trombdética nos pacientes sob
hemodidlise resulta da ativagcdo de plaquetas e dos fatores da coagulagdo. A
superficie artificial do enxerto de PTFE, e em menor extensdo da FAV nativa,
promove a adesdo de plaquetas e do fibrinogénio, favorecendo a formagédo do
coagulo no local de acesso vascular (SALZMAN et al., 1987; SAVAGE & RUGGERI,
1991). O fluxo sanguineo turbulento no circuito extracorpéreo resulta na agregacao
das plaquetas e na ativacdo de mondcitos com consequente expressdao de FT
(FISCHER, 2007). As plaquetas ativadas liberam fatores de crescimento como o
PDGF (platelet-derived growth factor), que contribuem para o aumento da
hiperplasia no acesso vascular, reduzindo o fluxo sanguineo e facilitando a
agregacao de outras plaquetas ativadas e néo ativadas (SMITS et al., 2000).

Além destes processos, a retencdo de toxinas urémicas, dislipidemia,
hipertensdo e hiperparatireoidismo associados a DRC contribuem para a lesdo
endotelial (MALYSZKO et al., 2001).

A quase totalidade dos casos de trombose em pacientes que fazem
hemodidlise esta associada ao fluxo sanguineo reduzido no acesso vascular, devido,
principalmente, a proliferagdo das células musculares lisas e a hiperplasia da intima
na anastomose venosa da FAV ou na regiao do enxerto arteriovenoso, que
eventualmente progride para estenose. No entanto, outras causas de reducao do
fluxo sanguineo levando a trombose do acesso vascular tém sido propostas. Dessa
forma, a estase devido a hipotensdo, hipovolemia ou a compressao externa da
regiao da fistula, a lesdo endotelial, o estado de hipercoagulabilidade, o uso de
eritropoetina, a presenga de diabetes e o tabagismo podem estar envolvidos nos
eventos trombaéticos. A reducdo do fluxo sanguineo causa estagnagcédo do sangue
dentro do acesso vascular, gerando um ambiente protrombaético (SMITS et al., 2000;
BROPHY et al., 2009; LIN & YANG, 2009).

Estudos relatam que cerca de 20 a 25% das hospitalizagbes de pacientes
submetidos a hemodialise resultam de complicagdes no acesso vascular, sendo que
80% dessas sao decorrentes de trombose (NASCIMENTO & RIELLA, 1999; SMITS
et al., 2000).

Visando elucidar as possiveis causas que levaram ao desenvolvimento de
trombos no acesso vascular em pacientes submetidos ao desafio hemostatico

representado pela hemodidlise, no presente estudo foram investigados marcadores
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hemostaticos e inflamatérios, a frequéncia do grupo sanguineo do sistema ABO e
fatores genéticos que predispdem a trombose, com o propédsito de definir aqueles
capazes de predizer o evento trombético. Isso possibilitaria a adocao de medidas
terapéuticas para prevenir a ocorréncia da formacao de trombos.

Um total de 195 pacientes atendidos no Instituto Mineiro de Hemodialise e no
Servico de Hemodidlise do Hospital das Clinicas/lUFMG, selecionados de acordo
com os critérios de exclusdo que visavam eliminar outros fatores capazes de
predispor a trombose, foram avaliados neste estudo. Destes pacientes, 149 (76%)
nao tiveram trombose do acesso vascular (Grupo 1) e 46 (24%) tiveram essa
complicagéo (Grupo Il). Além destes, foram incluidos 80 individuos higidos (Grupo
).

A pesquisa de todos os marcadores uteis para a identificacdo do risco
aumentado de trombose poderia representar o delineamento ideal para responder
aos objetivos propostos neste estudo. No entanto, mesmo que fossem investigados
todos os fatores trombofilicos conhecidos, incluindo as deficiéncias de AT, PC,
antigenos PS livre ou PS total; resisténcia a PCa; anticorpo lupico e anticorpos
anticardiolipina; homocisteina plasmatica e F VIII (antigeno e/ou atividade), além da
analise do DNA para pesquisa do FVL e da mutagcdo no gene da protrombina
(G20210A), o estudo nao estaria completo, pois é possivel que haja outros fatores
que ainda nao foram descritos.

A literatura revela que nem sempre os marcadores trombofilicos citados sdo
Uteis e eficazes para o diagndéstico de um evento trombético. Além disso, sabe-se
que os testes laboratoriais deveriam ser solicitados somente quando os resultados
desses fossem capazes de influenciar as decisbes terapéuticas ou as medidas de
prevencao de uma determinada doenca. Nas condi¢des trombofilicas, os resultados
dos testes laboratoriais normalmente ndo influenciam o tratamento dos eventos
agudos, pois a conduta terapéutica ndo depende dos resultados desses testes. Por
outro lado, tais resultados podem ser importantes para a prevengcao de um evento
trombdtico ou a sua recidiva, pois irdo auxiliar na decisdo quanto ao tempo e
intensidade do tratamento a ser instituido (TRIPODI & MANNUCCI, 2001).

Sabe-se que o acesso vascular para hemodialise envolve componentes dos
sistemas arterial e venoso e, dessa forma, os fatores de risco para ambos os

sistemas podem afetar a fungao da fistula.
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A analise das caracteristicas clinicas dos integrantes dos grupos avaliados
revelou que nao houve diferenca significativa para a maioria dessas. No entanto, a
frequéncia dos tipos de acesso vascular foi diferente entre os grupos | e Il, sendo
que a FAV radial-cefalica (distal) foi mais frequente nos pacientes do grupo | e a FAV
braquial-cefélica (proximal) nos pacientes do grupo Il. Este resultado seria o
esperado, considerando que o local de primeira escolha para confeccao da FAV é
distal e que os pacientes do grupo Il desenvolveram trombose do acesso vascular,
tornando necessario confeccionar outra FAV, agora proximal.

O levantamento da causa primaria da DRC mostrou que houve uma tendéncia
(p=0,06) de maior frequéncia da nefropatia diabética no grupo Il (26%) quando
comparado ao grupo | (14%). No entanto, na analise por regressdo logistica, a
presenca de diabetes ndo mostrou associacdo significativa com a trombose do
acesso vascular (OR: 1,36; IC: 0,66 a 2,79; p= 0,398).

A pressao sistolica tendeu a ser mais elevada (p=0,06) nos pacientes do
grupo I, 140 mmHg (130-150 mmHg), comparando-se ao grupo I, 130 mmHg (120-
143 mmHg), no entanto, essa variavel ndo se mostrou associada a trombose do
acesso vascular (OR: 1,02; IC: 0,99 a 1,04; p=0,08).

Com relacdo ao uso de medicamentos pelos pacientes sob hemodidlise,
embora nao tenha sido observada diferenca significativa na frequéncia do uso de
acido acetilsalicilico e estatinas nos pacientes dos grupos | e Il (26% € 21%; 17% e
11%, respectivamente), pode-se inferir que a utilizacao desses medicamentos em
um numero maior de pacientes do grupo | pode ter contribuido para prevenir o
desenvolvimento de eventos tromboticos nesse grupo.

Quanto aos parametros hematologicos e bioquimicos avaliados, cujos
resultados foram coletados dos prontuarios médicos, nao foram observadas
diferencas significativas entre aqueles obtidos para os grupos | e Il, com excegao
dos niveis de ALT que foram significativamente maiores (p=0,027) no grupo |, 31 U/L
(24,5-39,0 U/L) quando comparados ao grupo Il, 27 U/L (19,8-35,3 U/L). Pela analise
de regresséo logistica multipla, essa enzima foi considerada um fator de risco
independente para trombose do acesso vascular (OR: 0,96; IC: 0,92 a 0,99;
p=0,034). No entanto, a observacdo da distribuicdo dos valores obtidos para esta
enzima (Figura 10) revelou que esses estavam dentro do limite de referéncia (<68
U/L), exceto dois valores no grupo | (81 e 128 U/L), que ultrapassaram esse limite, o

que poderia justificar a elevagdo da mediana dos valores nesse grupo, resultando
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em diferenca significativa quando comparada ao grupo Il. Embora a presenca de
doencas hepaticas fizesse parte dos critérios de exclusao, inadvertidamente, dois
pacientes (dentre os 149 selecionados para compor o grupo ), apresentavam formas
subclinicas de hepatopatias e foram incluidos neste estudo.

Com relacdo aos fatores de risco genéticos para o desenvolvimento de
trombose, a mutacdo no gene da protrombina (G20210A) tem se destacado como
uma das alteragdes mais importantes, especialmente para a trombose venosa
profunda. Neste estudo foram identificados dois (1,3%) pacientes heterozigotos para
mutagdo no gene da protrombina (G20210A) pertencentes ao grupo | e quatro
(8,7%) pacientes heterozigotos do grupo Il, dentre eles um apresentou mais de um
evento trombotico.

Um estudo conduzido por Paiva et at. (2009), onde a presenga da mutagao
G20210A foi investigada em 233 individuos higidos da mesma regido e background
genético dos pacientes envolvidos no presente estudo (Belo Horizonte e cidades
vizinhas) revelou apenas trés portadores dessa mutacao em heterozigose, o que
resultou em uma frequéncia de 1,3%, idéntica a obtida no presente estudo. O
numero reduzido de portadores da mutagdo G20210A neste estudo reflete sua
frequéncia na nossa populacéao regional.

Embora a andlise estatistica tenha mostrado que a mutagdo G20210A
constitui um fator de risco para o desenvolvimento de trombose do acesso vascular
nos pacientes sob hemodidlise (OR: 12,0; IC 95%: 1,72 a 83,5; p=0,012), estudos
envolvendo um grupo amostral maior tornam-se necessarios para confirmar esta
associacao, uma vez que o numero de individuos que apresentaram a mutacao nos
dois grupos avaliados foi pequeno, 2 (1,3%) e 4 (8,7%) nos grupos | e I,
respectivamente.

Em concordancia com o presente estudo, Atac et al. (2002) observaram
quatro (9%) pacientes heterozigotos para mutagdo G20210A no grupo de pacientes
sob hemodialise que apresentaram trombose do acesso vascular (n=46) e nenhum
paciente portador dessa mutagdo no grupo que nao teve essa complicagdo (n=44),
sugerindo que essa alteracao pode contribuir para a trombose do acesso vascular.

No entanto, outros estudos ndo observaram associagdo entre a mutagdo no
gene da protrombina e as complicages trombéticas do acesso vascular. O’'Shea et
al. (2003) observaram apenas um paciente heterozigoto para a mutacao G20210A

entre 31 pacientes submetidos a hemodialise que apresentavam histéria de
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trombose do acesso vascular recorrente. Eleftheriadis et al. (2008) ndo detectaram
essa mutacdo em um caso relatado de trombose do acesso vascular. Estudos
realizados por Akman et al. (2006), Knoll et al. (2005) e Danis et al. (2009) também
nao encontraram associacao significativa entre a presenca da mutacdao G20210A e a
trombose da FAV.

A inclusao da pesquisa do F V Leiden neste estudo resultou do fato desta
mutagdo constituir a alteracdo genética mais frequentemente associada a trombose
venosa em populacbées com descendéncia caucasiana, aumentando o risco de
ocorréncia do evento em 6,6 vezes (SIMIONI et al., 2002). No entanto, sabe-se que
a associagéo do FVL e trombose arterial ainda é controversa (ROSENDAAL et al.,
1997; VOETSCH et al., 2000, SABINO et al., 2006).

No presente estudo foram encontrados dois (1,3%) pacientes heterozigotos
para FVL no grupo | e nenhum paciente do grupo Il apresentou essa mutacao,
sugerindo que essa alteracdo nao estd associada as complicagdes trombdéticas do
acesso vascular. Este resultado esta de acordo com alguns relatos da literatura.
Fodinger et al. (1996), ndo demonstraram associacdo entre o FVL e trombose do
acesso vascular. Esses pesquisadores investigaram a presenca do FVL em 152
pacientes submetidos a hemodialise (idade média: 56 anos, intervalo: 21-84 anos) e
identificaram sete pacientes heterozigotos (4,6%). No entanto, esses pacientes nao
apresentaram trombose do acesso vascular. Outro estudo no qual foram avaliados
31 pacientes sob hemodialise com histéria de trombose do acesso vascular
recorrente (idade média: 44 anos, intervalo: 21-79 anos), o FVL néo foi detectado
em nenhum dos pacientes (O’'SHEA et al., 2003).

Recentemente, Brophy el at. (2009), em um estudo caso controle,
pesquisaram o FVL em 101 pacientes submetidos a hemodidlise por pelo menos trés
anos. Encontraram trés pacientes (5,0%) heterozigotos para a mutagédo estudada
entre os 60 pacientes que haviam sofrido dois ou mais episédios de trombose do
acesso vascular dentro de 12 meses (idade: 54 + 14 anos) e dois pacientes (4,9%)
heterozigotos entre os 41 pacientes que nao haviam apresentado essa complicacao
(idade: 55 = 10 anos), concluindo que o FVL ndo é um fator de risco para trombose
do acesso vascular. Danis et al. (2009) encontraram oito (6,9%) pacientes
heterozigotos para essa mutagdo em 116 pacientes submetidos a hemodialise, no

entanto, também nao observaram associacao com trombose do acesso vascular.
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Por outro lado, Akman et al. (2006) observaram associacao significativa entre
a presenca do FVL e a trombose da FAV em 73 pacientes sob hemodialise (idade:
47 * 13 anos) que aguardavam o transplante renal. Atac et al. (2002) observaram
seis (13%) pacientes heterozigotos para FVL em um total de 46 que sofreram mais
de trés episodios tromboticos do acesso vascular (idade média: 47 anos) e dois (4%)
pacientes heterozigotos em 44 sem essa complicacao (idade média: 42 anos), sendo
que a prevaléncia do FVL foi significativamente maior no primeiro grupo. Um estudo
caso controle envolvendo 419 pacientes sob hemodialise (idade: 62 + 16 anos),
mostrou uma associacao significativa entre FVL e trombose do acesso vascular apds
ajuste com outros fatores de risco (KNOLL e/ al., 2005).

Em dois relatos de caso, foi observada a presenga do FVL em heterozigose.
No primeiro, Bremer & Shaefer (1997) relataram a presencga dessa mutagcdo em um
paciente de 54 anos que sofreu trombose do acesso vascular apés trés meses de
hemodidlise. Porém, esse paciente ja havia desenvolvido trombose em inumeras
veias (mesentérica, iliaca, femoral, subclavia e jugular) e artérias (axilar, poplitea,
subclavia e renal). No segundo relato de caso, Eleftheriadis et al. (2008) observaram
o FVL em um paciente de 31 anos submetido a hemodidlise por dois anos € que
desenvolveu dois episédios de trombose do acesso vascular. No entanto, outros
fatores de risco para trombose também estavam presentes.

A controvérsia entre os resultados dos diferentes estudos em relacdo a
associacao da presenca da mutacdo no gene da protrombina e do FVL e a trombose
do acesso vascular pode ser explicada, pelo menos em parte, pelas variagcoes
étnicas das populacdes estudadas, o controle inadequado de outros fatores de risco
para trombose, bem como pelo tamanho limitado das amostras nos diferentes
estudos. O critério etnia ndo foi considerado neste estudo, uma vez que a populagéao
brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo, o que implica numa grande
dificuldade em definir a origem étnica dos individuos, baseando-se apenas em
parametros fenotipicos (PARRA et al., 2003).

Considerando os varios fatores de risco para trombose e a baixa frequéncia
das mutacdes que predispdem a trombofilia, estudos longitudinais com critérios de
exclusdo bem estabelecidos e envolvendo um nimero maior de pacientes tornam-se
essenciais para responder com maior clareza se a presenca dessas mutacdes

realmente predispde a trombose do acesso vascular. Elucidar esta questao é de
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extrema relevancia, pois resultard em subsidios para a decisdo sobre o uso de
anticoagulantes em pacientes que fazem hemodialise.

Com relacdo aos marcadores hemostaticos, no presente estudo foram
avaliados os niveis plasmaticos de D-Di, PAI-1, FvW, ADAMTS-13 e F VIII.

O D-Di constitui o produto da quebra de ligacdo cruzada da fibrina e é
dependente da geracao de fibrina e da fibrindlise, sendo considerado o melhor
marcador de turnover de fibrina. A elevagdo dos niveis plasmaticos de D-Di indica
tanto a exarcebacao na formacao de fibrina, como a atuacao do sistema fibrinolitico,
caracterizando um quadro de hipercoagulabilidade (MATSUO et al., 2000).

O valor preditivo negativo dos niveis plasméticos de D-Di e presenca de
trombose venosa profunda estd bem estabelecido. Entretanto, a associacao deste
marcador e outras condigbes trombéticas, como coagulagdo intravascular
disseminada, tromboembolismo arterial, embolismo pulmonar, hemorragia, poés-
operatorio e neoplasias tem sido amplamente estudada, mas ainda nédo esta
consolidada. Com base nestas consideracdes, neste estudo, utilizou-se este
marcador de geragao de fibrina para avaliar o risco de desenvolver um quadro de
hipercoagulabilidade entre os pacientes submetidos a hemodialise e investigar se
esse marcador estava associado a trombose do acesso vascular.

As medianas dos valores de D-Di obtidas para o grupo |, 444 (241-836 ng/mL)
e grupo I, 464 (311-899 ng/mL) foram significativamente maiores comparadas as do
grupo lll, 241 (166-319 ng/mL). Entre os grupos | e IlI, ndo houve diferenga
significativa para este parametro (Figura 13). O percentual de individuos que
apresentou niveis plasmaticos de D-Di acima do limite de referéncia (> 400 ng/mL)
foi 54% para o grupo | e 59% para o Il, sugerindo que ndo ha uma associagao entre
os niveis de D-Di e a ocorréncia de trombose do acesso vascular. A comparacao da
mediana obtida para o grupo | com aquela obtida para os pacientes do grupo Il que
desenvolveram mais de um evento trombético, também nao revelou diferenca
significativa (Tabela 11).

O PAI-1 é sintetizado por varias fontes como células endoteliais, tecido
adiposo e hepatico e uma grande quantidade desse € armazenada nas plaquetas.
Varias citocinas inflamatérias como interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral
(TNF) estimulam a sintese endotelial de PAI-1, bem como fatores de crescimento e
hormonios (estrogénio, trombina e insulina) (VAUGHAN, 2005). Niveis aumentados

de PAI-1 favorecem a permanéncia do coagulo de fibrina e, consequentemente, o
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desenvolvimento de trombos, resultando em doencas cardiacas aguda e cronica,
bem como em outras doencas tromboembdlicas arteriais e venosas. Os niveis do
PAI-1 dependem tanto da regulacdo génica, como de outros fatores de risco para
aterosclerose, incluindo a resisténcia a insulina, diabetes e hipertrigliceridemia.
Idade, sexo, variagcdo circadiana, niveis plasmaticos de fibrinogénio e estrogénio,
hipertensao, consumo de alcool, tabagismo, dieta e sedentarismo podem interferir
nos niveis de PAI-1 (HUBER, 2001; LUX et al., 2003).

Neste estudo foram avaliados os niveis plasmaticos de PAI-1 e as medianas
dos valores obtidos para os grupos I, 10,1 ng/mL (4,5-20,9 ng/mL) e Il, 8,4 ng/mL
(5,0-17,2 ng/mL) foram significativamente menores comparadas ao grupo lll,
54,6ng/mL (36,7-73,6 ng/mL). A comparagédo dos resultados dos grupos | e Il ndo
mostrou diferencga significativa (Figura 11). A comparag¢do da mediana obtida para o
grupo | com aquela obtida para os pacientes do grupo Il que desenvolveram mais de
um evento trombotico, também né&o revelou diferenca significativa (Tabela 11).

O FvW é uma glicoproteina multimérica sintetizada nas células endoteliais e
megacariécitos. Os dimeros de FvW sado secretados para o plasma e para o
subendotélio, enquanto que os multimeros sdo armazenados dentro dos corpos de
Weibel-Palade nas células endoteliais. Dessa forma, quando ha lesdo endotelial,
ocorre um aumento expressivo dos niveis de FYW no plasma, determinando um
estado de hipercoagulabilidade (OUVINA et al., 2001; SUMPIO et al., 2002). Admite-
se que o FYW contribui diretamente para a formacao do trombo, considerando que
constitui o mediador da ades&o das plaquetas aos componentes do subendotélio e
indiretamente, por ser o carreador do F VIII, prevenindo o clearance desse do
plasma e favorecendo a geracao de trombina (RUGGERI, 2003).

O F VIII desempenha um papel crucial na fase de propagacao da ativagcao da
coagulagédo. Uma vez formado o complexo F 1Xa/F Vllla ocorre a ativagdo do F X em
F Xa, que por sua vez ativara outros fatores, culminando com a formagéo do coagulo
de fibrina (HOFFMAN, 2003; HOFFMAN & MONROE, 2007).

Diversas condigdes clinicas promovem um aumento da secrec¢do de FYW pelo
endotélio resultando, assim, em maior adesdo e agregacado plaquetaria e
consequente formacdo de trombos. Isto pode explicar a associagdo de niveis
elevados de F VIIl e FYW com o tromboembolismo e a aterosclerose (RUGGERI,
1993; JAGER et al., 1999).
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Um mecanismo envolvido na regulacdo dos niveis plasmaticos de FvW é a
acao da enzima ADAMTS-13, que promove a clivagem desse fator. A deficiéncia de
ADAMTS-13, bem como a presenca de anticorpos contra essa enzima, resulta no
aumento plasmatico de FvW e, consequentemente, favorece a ocorréncia de
trombose em vasos de pequeno calibre (RUGGERI, 2003; RIEGER et al., 2005).

Diversos estudos mostraram que em doencas como purpura trombocitopénica
trombdtica e sindrome hemolitico-urémica, nas quais ocorre auséncia ou redugéo da
atividade da ADAMTS-13, ha o comprometimento da clivagem dos multimeros do
FVW e, consequentemente, elevacdo desses no plasma (RUGGERI et al., 1982;
LOWE & WERNER, 2005). Um levantamento da literatura revelou que n&o ha
estudos avaliando os niveis de ADAMTS-13 em pacientes submetidos a
hemodialise.

No presente estudo, foram avaliados os niveis plasmaticos de FvW,
ADAMTS-13 e F VIII. Os niveis do FYW foram significativamente maiores nos
pacientes dos grupos | e Il, 1047 mU/mL (722-1351 mU/mL) e 1134 mU/mL (760-
1381 mU/mL), respectivamente, comparados aos individuos higidos do grupo lll, 805
mU/mL (683-1012 mU/mL). Entre os grupos | e Il, ndo houve diferenca significativa
entre as medianas obtidas (Figura 14). O percentual de individuos que apresentou
niveis plasmaticos de FYW acima do limite de referéncia (1012 mU/mL) foi 54%
para o grupo | e 59% para o ll, sugerindo que ndo ha uma associacao entre os
niveis de FYW e a ocorréncia de trombose do acesso vascular. A comparagcao da
média obtida para o grupo | com aquela obtida para os pacientes do grupo Il que
desenvolveram mais de um evento trombético, também nao revelou diferenca
significativa (Tabela 11).

Para a ADAMTS-13, foi observada uma reducgéo significativa nos niveis dessa
enzima nos pacientes dos grupos | e I, 276 ng/mL (238-330 ng/mL) e 299 ng/mL
(244-330 ng/mL), respectivamente, comparados aos do grupo lll, 578 ng/mL (486-
690 ng/mL). A comparacdo entre as medianas dos grupos | e Il ndo revelou
diferenca (Figura 12). O percentual de individuos que apresentou niveis plasmaticos
de ADAMTS-13 abaixo do limite de referéncia (< 486 ng/mL) foi 97% para o grupo |
e 100% para o Il, sugerindo que ndo ha uma associagdo entre os niveis de
ADAMTS-13 e a ocorréncia de trombose do acesso vascular. A comparagdo da

média obtida para o grupo | com aquela obtida para os pacientes do grupo Il que
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desenvolveram mais de um evento trombético, também ndo revelou diferenca
significativa (Tabela 11).

A atividade do F VIII foi significativamente maior nos pacientes dos grupos | e
II, 108% (88-152%) e 110% (91-147%), respectivamente, comparada ao grupo lll,
93% (78-116%). Considerando que o F VIII constitui uma proteina de fase aguda e
que os pacientes sob hemodidlise apresentam um quadro de inflamacao, a elevacéao
dessa proteina nesses pacientes é justificavel. Entre os grupos | e Il, ndo houve
diferenca significativa entre as medianas obtidas (Figura 15). O percentual de
individuos que apresentou atividade do F VIII acima do limite de referéncia (> 150 %)
foi 27% para o grupo | e 22% para o I, sugerindo que nao ha uma associagéo entre
a atividade do F VIII e a ocorréncia de trombose do acesso vascular. A comparagao
da mediana obtida para o grupo | com aquela obtida para os pacientes do grupo |l
gue desenvolveram mais de um evento trombético, também n&o revelou diferenca
significativa (Tabela 11).

Varios estudos tém demonstrado a relagao entre os niveis de FvW e de F VIII
€ 0s grupos sanguineos do sistema ABO. Individuos dos grupos sanguineos “nao
O’ (A, B e AB) apresentam niveis elevados de FVW e de F VI e,
consequentemente, maior risco de desenvolver eventos trombéticos, quando
comparados aos individuos do grupo “O”. O aumento destes fatores parece estar
associado a presenca de oligossacarideos correspondentes aos antigenos do grupo
A e B na molécula do FvW. Como o FvW constitui o carreador plasmatico do F VIII, a
presenca destes oligossacarideos comprometeria o clearance do FVW e do
complexo FVYW/FVIII, resultando em aumento da concentragdo desses fatores no
plasma (SCHLEEF et al., 2004; LARSEN et al., 2005; MORELLI et al., 2005).

No presente estudo foi comparada a frequéncia dos grupos sanguineos nos
integrantes dos trés grupos, visando esclarecer uma possivel associagdo do grupo
“ndo O” e ocorréncia de trombose do acesso vascular em pacientes submetidos a
hemodidlise. Foi avaliada também a influéncia do grupo sanguineo nos niveis
plasméticos dos marcadores hemostaticos.

A distribuicao dos grupos sanguineos dos integrantes dos grupos |, Il e Ill foi
similar e estd de acordo com a frequéncia obtida pela Fundagdo Hemominas em
2006, para os doadores de sangue de Minas Gerais. A comparacao da frequéncia

dos grupos sanguineos dos pacientes sob hemodidlise que nao tiveram trombose
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(Grupo 1) com aquela dos pacientes do grupo |l que desenvolveram mais de um
evento trombotico, também néao revelou diferenca significativa (Tabela 11).

O grupo sanguineo mostrou-se significativamente relacionado aos niveis
plasmaticos de FvYW e F VIII nos integrantes dos grupos | (p<0,001 e p=0,001,
respectivamente) e lll (p=0,002 e p=0,001, respectivamente) (Tabela 7). Individuos
do grupo “O” apresentaram niveis significativamente menores destes fatores em
comparagao aos individuos “ndo O”. No grupo Il, os niveis de FYW e F VIII também
foram menores nos individuos do grupo “O” comparados aos do grupo “ndo O”, no
entanto, essa diferenga nao foi significativa (p=0,195 e p=0,07, respectivamente),
provavelmente pelo nimero reduzido de pacientes nesse grupo.

Os niveis plasmaticos de ADAMTS-13 no grupo Il foram maiores nos
individuos “ndo O” quando comparados aos do grupo “O”. Uma possivel explicagao
para este fato seria que o aumento dos niveis plasmaticos de FYW nesses individuos
resultaria em um mecanismo compensatério que promoveria 0 aumento da
ADAMTS-13, ja que seu papel é clivar os multimeros de FYW que passam para a
corrente sanguinea prevenindo, assim, um estado de hipercoagulabilidade. Nos
pacientes sob hemodialise, nao foi observado aumento da ADAMTS-13 nos
individuos classificados como “ndao O”, o que contribuiria para o estado de
hipercoagulabilidade, detectado pelos niveis elevados de FYW e de F VIII nesses
pacientes em relacao aos do grupo “O”.

Em concordancia com estes dados, diversos estudos da literatura revelaram
niveis aumentados de FVIIl e FYW em individuos dos grupos sanguineos A, B e AB
(KAMPHUISEN et al., 2001; MORELLI et al., 2005; SOUSA et al., 2007). Em um
levantamento da literatura ndo foram encontrados estudos avaliando a relagdo do
grupo sanguineo ABO e niveis de ADAMTS-13, bem como a associagdo dessa
enzima com a ocorréncia de trombose do acesso vascular em pacientes sob
hemodialise.

Os dados obtidos neste estudo mostraram claramente uma ativagcdo da
coagulagédo nos pacientes submetidos a hemodialise (grupos | e Il) revelada pelos
niveis elevados de D-Di, FvW, F VIII e niveis reduzidos de ADAMTS-13, quando
comparados aos de individuos higidos (grupo lll) (Tabela 5). Por outro lado, foram
obtidos niveis reduzidos de PAI-1, o que favorece a atuagao do sistema fibrinolitico,
resultando em maior degradacgao da fibrina, o que justificaria os niveis elevados de

D-Di nestes pacientes em relagcao aos individuos higidos.
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A literatura revela que a DRC, nos pacientes que ainda nao estao fazendo
hemodidlise, estd associada as alteracbes da coagulacdo e da fibrindlise.
Concentracdes plasmaticas elevadas de fibrinogénio, D-Di, F1+2, TAT, F VII, FYW,
TM e PAI-1 e reduzidas de AT e PC tém sido descritas nestes pacientes, sendo
indicativos de lesdo endotelial e estado trombofilico (LAl et al., 1991; HERGESELL
et al., 1993; SAGRIPANTI et al., 1993; GRIS et al.,, 1994; TAKAGI et al., 1994;
RABELINK et al., 1994; VAZIRI et al., 1994; KARIO et al., 1997; MEZZANO et al.,
1997; MALYSZKO et al., 2006). Estes estudos sugerem que a progressao da DRC
induz ou é acompanhada de lesdo endotelial que esta associada a disfuncao
plaguetaria e ao aumento da producao de trombina, resultando no desenvolvimento
de aterosclerose e no aumento do risco trombético em pacientes com uremia. No
entanto, 0 mecanismo exato pelo qual o estado trombdético se desenvolve ndo esta
claro.

A hemodialise promove a correcdo parcial das alteracbes metabdlicas da
uremia e poderia, assim, reduzir a progressao da lesdo endotelial e seus efeitos
sobre a hemostasia primaria. No entanto, o processo de hemodialise, por si s0,
altera o sistema hemostatico, contribuindo para o estado de hipercoagulabilidade.

Tomura et al. (1990), observaram aumento significativo dos niveis de FYW e
TM durante uma Unica sessao de hemodialise, sugerindo que esse procedimento
poderia induzir a lesdo e estimulo das células endoteliais e que o tratamento, a
longo prazo, poderia predispor a desordens vasculares.

Varios pesquisadores investigaram o efeito do processo da hemodiélise e do
tipo de membrana do dialisador utilizado sobre os marcadores da coagulacao e da
fibrindlise. A maioria dos estudos revelou ativagao da coagulagéo (niveis plasméaticos
elevados de F1+2, D-Di, TAT, fibrinogénio, F VII, F XII, FT, FvW, TM, PDF, FPA,
TpP e/ou niveis reduzidos de PC e AT) e da fibrindlise, evidenciado pelos niveis
plasmaticos normais ou elevados de plasminogénio, t-PA, u-PA, PAI-1, PAP
(SULTAN et al., 1990; NAKAMURA et al., 1991; AMBUHL et al.,1997; YORIOKA et
al., 1998; BARTELS et al., 2003; YU et al., 2003; KUSHIYA et al., 2003; BRONISZ et
al., 2004; SABOVIC et al., 2005; SALOBIR et al., 2008; COSTA et al., 2008).

Adams et al. (2008) observaram disfungdo endotelial (niveis plasmaticos
elevados de TM e selectina-E) e ativacdo da coagulagdo (niveis plasmaticos
elevados de FT, F VII, F1+2 e reduzidos de AT e PS) em pacientes com DRC

submetidos ou ndo a hemodialise e didlise peritoneal quando comparados a
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individuos higidos. As alteracdes da coagulagdo sanguinea estavam associadas ao
grau da disfungao renal e a inflamacéo (niveis plasmaticos de IL-6), no entanto, nao
estava associada a lesdo endotelial.

Erdem et al. (1996) avaliaram o efeito da FAV sobre a hemostasia e
propuseram que esse resultava de altera¢cdes na morfologia do endotélio vascular e
do aumento do fluxo sanguineo, que contribuiriam para a ativacdo local da
coagulagédo e da fibrindlise. Estes pesquisadores compararam os niveis de F1+2,
TAT, t-PA, u-PA, plasminogénio, PAP, ap-antiplasmina e az-macroglobulina em
amostras colhidas do retorno venoso da FAV, com amostras colhidas de veias
periféricas do membro superior oposto em 26 pacientes sob hemodidlise. Além
disso, compararam estes valores com os encontrados em individuos higidos.
Concluiram que a coagulagédo e a fibrindlise estdo ativadas em pacientes sob
hemodidlise e que a FAV parece ter um papel crucial na patogénese do estado
trombdtico nestes pacientes. Sugeriram, ainda, que com o0 aumento da producao de
trombina na FAV, a fibrindlise também ¢é ativada localmente. A ativacdo da
coagulacao e da fibrindlise estabelece um equilibrio dindmico e a FAV se mantém
funcionante. Uma maior ativacdo da coagulacdo e/ou redugcdo da atividade
fibrinolitica poderia levar a trombose da FAV. No entanto, o0 motivo pelo qual ocorre
este desequilibrio ainda nao esté claro.

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que né&o houve
associagao entre os niveis dos marcadores hemostaticos, a frequéncia do grupo
sanguineo ABO e a trombose no acesso vascular nos pacientes sob hemodidlise,
sugerindo que esses parametros laboratoriais ndo sdo adequados para predizer o
risco de ocorréncia desse evento.

Uma extensa revisdao da literatura revelou que apenas cinco estudos
avaliaram a associacao de marcadores da coagulagao, fibrindlise e as complicacoes
do acesso vascular. O presente estudo constituiu a primeira investigacao conduzida
na populagao brasileira visando elucidar as causas do desenvolvimento de trombose
do acesso vascular em pacientes sob hemodidlise, bem como definir marcadores
hemostaticos capazes de predizer a ocorréncia desse evento.

Um estudo conduzido na Italia visando avaliar a complicagdo da FAV
resultante da estenose em 30 pacientes sob hemodialise (média de idade = 61
anos), demonstrou a influéncia das citocinas (IL-6 e MCP-1); dos marcadores
hemostéticos (F VII, F XII e PAI-1); da hiperinsulinemia e das alteragdes dos lipidios
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e apolipoproteinas na patogénese da estenose progressiva e subsequente trombose
na fistula. Estes dados sugeriram que a avaliagdo destes marcadores poderia ser util
na prevengao da estenose venosa com intuito de reduzir o risco de desenvolver
trombose da FAV (De MARCHI et al., 1996).

Song et al. (1999) avaliaram 102 pacientes coreanos submetidos a
hemodidlise (idade média: 52 anos, intervalo: 19-78 anos) acompanhados por 18
meses. Concluiram que, a idade, o enxerto de PTFE, o uso de eritropoetina
recombinante e niveis elevados de fibrinogénio (= 460 mg/dL) sao fatores de risco
independentes para complicagbes do acesso vascular. Tais complicagdes estao
relacionadas a situagdes que necessitaram de angioplastia transluminal, terapia
trombolitica ou reparo cirdrgico.

Nampoory et al. (2003), em um estudo prospectivo conduzido no Kuwait,
avaliaram os niveis plasmaticos de PC, PS e AT, a resisténcia a PCa e a presenca
do anticorpo lupico em 82 pacientes submetidos a hemodialise (idade média: 44
anos, intervalo: 9-75 anos) por mais de seis meses. Concluiram que havia um
estado de hipercoagulabilidade nos pacientes submetidos a hemodidlise
comparados aos individuos higidos e observaram associacdo significativa entre
trombose do acesso vascular e deficiéncia de PC, deficiéncia de PS, anticorpo lupico
positivo e resisténcia a PCa. Foram excluidos do estudo eventos trombéticos
relacionados a episédios de hipotensao, trauma ou causas técnicas.

Knoll et al. (2005) mostraram também uma associagdo significativa entre
niveis elevados de F VIII, niveis elevados de Lp(a) e niveis elevados de
homocisteina e trombose do acesso vascular em pacientes canadenses, apés
ajustar outros fatores de risco.

Danis et al. (2009) em um estudo transversal conduzido na Turquia, no qual
foram avaliados 116 pacientes sob hemodialise ndo observaram associagédo entre
trombose do acesso vascular e fatores trombofilicos (niveis plasmaticos de PC, PS,
AT, homocisteina, atividade de F VIII e anticorpos anticardiolipina), niveis de folatos,
vitamina B12 e de proteinas de fase aguda (PCR e fibrinogénio)

A literatura revela outras causas que podem contribuir para a trombose do
acesso vascular, como a presenga de hiperhomocisteinemia, inflamagéao crénica,
patologias associadas (diabetes e aterosclerose) e o tipo de acesso vascular
utilizado (cateter permanente, FAV ou enxerto arteriovenoso) (BROPHY et al., 2009).
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No presente estudo foram investigados alguns marcadores de inflamacéao e
fibrose em pacientes submetidos a hemodialise, no intuito de avaliar uma possivel
associacao com complicagdes trombéticas do acesso vascular. Dessa forma, foram
determinados os niveis plasmaticos de PCRus, IL-8 e TGF-f1.

A PCR é uma proteina de fase aguda cuja producao no figado é mediada por
varias citocinas, principalmente a IL-6. Na auséncia de inflamagdo, os niveis
plasmaticos de PCR sao baixos, podendo aumentar até 1000 vezes na vigéncia de
um processo inflamatério. Portanto, a PCR é um marcador importante de resposta
inflamatoria na populacdo em geral e em pacientes com DRC. Vérios estudos tém
revelado um aumento significativo de PCR nos pacientes submetidos a hemodialise
quando comparados a individuos higidos (SCHINDLER et al., 2002; CAGLAR et al.,
2002; COSTA et al., 2008). Existem evidéncias de que a PCR ndo € apenas um
marcador preciso de inflamacdo, mas pode contribuir diretamente para a lesao
endotelial e a patogénese da aterosclerose, sendo um preditor de risco para DCV
(KOENIG & KHUSEYINOVA, 2007).

No presente estudo, foi observado que 38% e 41% dos pacientes dos grupos |
e Il, respectivamente, apresentaram niveis elevados de PCRus (> 5,0 mg/L),
confirmando um estado inflamatério crénico em grande parte dos pacientes
submetidos a hemodialise. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre as
medianas dos valores obtidos para o grupo | e Il, 3,7 mg/L (1,7-8,4 mg/L) e 3,2 mg/L
(1,6-8,9 mg/L), respectivamente (p=0,811) (Figura 17). A comparacdo da mediana
obtida para o grupo | com aquela obtida para os pacientes do grupo Il que
desenvolveram mais de um evento trombético, também nado revelou diferenca
significativa (Tabela 11).

A IL-8 € uma quimiocina produzida por células endoteliais, macréfagos,
fibroblastos, queratinécitos e células de Langerhans em resposta a um estimulo
inflamatdrio. A IL-8, secretada pela matriz subendotelial ou ligada a superficie do
endotélio, promove a adesédo e migracao de neutréfilos e linfécitos para o local da
inflamacédo (URAKAZE et al, 1996; LARSEN et al., 1989).

Mezzano et al. (2001) encontraram niveis plasmaticos maiores de IL-8 em
pacientes com DRC antes de iniciar o tratamento dialitico (n = 64) comparados ao
grupo controle (n= 40). Rysz et al. (2006) observaram niveis reduzidos de IL-8
durante os 20 e 60 minutos da sessdao de hemodidlise. Porém, esses niveis

aumentaram significativamente no final da sessao comparando-se ao valor inicial.
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Diversos estudos avaliando o efeito da hemodidlise sobre os niveis de IL-8 e outras
citocinas inflamatérias sdo encontrados na literatura (AYDIN et al., 2007; PANICHI et
al., 2008). No entanto, ndo foram encontrados estudos que avaliaram o papel da IL-8
na trombose do acesso vascular.

No presente estudo, a maioria dos pacientes apresentou niveis plasmaticos
de IL-8 dentro da faixa de normalidade (< 31,2 pg/mL). Nado houve diferenca
significativa (p=0,574) entre as medianas dos valores obtidos para os grupos | e I,
5,0 pg/mL (3,0-9,0 pg/mL) e 6,0 pg/mL (4,0-9,0 pg/mL), respectivamente (Figura 18).
A comparagdo da mediana obtida para o grupo | com aquela obtida para os
pacientes do grupo |l que desenvolveram mais de um evento trombdético, também
nao revelou diferenca significativa (Tabela 11).

Um paciente do grupo Il apresentou niveis de IL-8 muito elevados (345
pg/mL). Na reavalicdo dos prontuarios, um ano apdés a coleta dos dados, foi
verificado que este paciente apresentou todos os marcadores hemostéaticos e
inflamatérios elevados, exceto o F VIII e PAI-1, e teve uma segunda trombose do
acesso vascular 14 dias ap6s a coleta da amostra de sangue. Estes dados permitem
inferir que este paciente apresentava um estado de hipercoagulabilidade no
momento da coleta, que resultou em consumo do F VIII.

Alguns estudos mostraram que a inflamagéao esta relacionada a hiperplasia da
intima, a qual contribui para a trombose do acesso vascular. Em resposta a lesao
vascular, as células musculares lisas passam por alteracbes fenotipicas,
caracterizadas pelo aumento da afinidade das integrinas por seus ligantes,
expressao de moléculas de adeséo, citocinas e fatores de crescimento, incluindo a
IL-1, MCP-1, TGF-B1 e TNF-a. Essas alteragbes faciltam a quimiotaxia de
leucocitos e a infiltracdo na parede do vaso, além de estimular a expressdo de
moléculas de adesdo sobre o endotélio e a producdo de componentes da matriz
extracelular, tais como colageno, elastina e proteoglicanos. As células musculares
lisas ativadas também proliferam e migram para a camada intima, onde o ambiente
inflamatério promove a manutencdo do estado ativado, com continua producao de
citocinas, fatores de crescimento e matriz extracelular, contribuindo para o
desenvolvimento de hiperplasia da intima e consequente trombose do acesso
vascular (TIONG & BRIEGER, 2005; DAVIS et al., 2003; LIU et al., 2008).

O TGF-p1 € um fator de crescimento secretado por varios tipos de células,

incluindo macro6fagos, linfécitos, células musculares lisas e plaquetas, sendo liberado
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na forma latente inativa e ativado proteoliticamente pela plasmina. Diversos estudos
sugerem que o TGF-B1 tem um papel importante na aterogénese por inibir a
migracdo e a proliferacdo de células musculares lisas e de macrofagos, induzir
apoptose de células envolvidas nas lesées vasculares, reduzir a adesao de células
inflamatdrias ao endotélio e inibir as metaloelastases responsaveis pela instabilidade
da placa ateromatosa (BLOBE et al, MCCAFFREY et al, 1999; NEWBY &
GEORGE, 1996; GAMBLE & VADAS, 1998; LEFER, 1991; FEINBERG et al., 2000).
Paradoxalmente, outros pesquisadores mostraram que o TGF-f1 tende a ser
altamente expresso em locais de lesdo vascular, favorecendo a estenose que
compromete o fluxo sanguineo, resultando em um ambiente protrombaético (NIKOL et
al., 19991992; WOLF et al., 1994).

Poucos estudos avaliaram os niveis plasmaticos de TGF-B1 nos pacientes
submetidos a hemodialise com o objetivo de definir seu papel na trombose do
acesso vascular. Stefoni et al. (2002) observaram uma redugdo dos niveis deste
marcador durante 30 minutos da sessao de hemodialise com um retorno progressivo
aos valores basais, trés horas apo6s o término da sessao. Lazo-Langner et al. (2006)
observaram que a baixa expressdo do gene TGF-B71 é um fator de risco para
trombose do acesso vascular em pacientes sob hemodidlise. Paradoxalmente, Heine
et al. (2003) observaram que os pacientes com genoétipos que elevam a sintese de
TGF-B1 sdo mais propensos a desenvolver estenose e subsequente
comprometimento do acesso vascular, devido a inducdo da sintese de matriz
extracelular, acelerando o desenvolvimento de hiperplasia da intima. Weiss et al.
(2001) também mostraram que a expressdao de TGF-B1 estava associada a
proliferagdo da camada intima da FAV e do enxerto de PTFE.

No presente estudo, foi observado que 91% e 87% dos pacientes dos grupos |
e I, respectivamente, apresentaram niveis elevados de TGF-B1 (> 1654 pg/mL). No
entanto, ndo houve diferenca significativa (p=0,540) entre as medianas dos valores
obtidos para os grupos | e Il, 2665 pg/mL (2149-3064 pg/mL) e 2461 pg/mL (1997-
3228 pg/mL), respectivamente (Figura 19). A comparagédo da mediana obtida para o
grupo | com aquela obtida para os pacientes do grupo Il que desenvolveram mais de
um evento trombotico, também né&o revelou diferenca significativa (Tabela 11).

Uma interrelacao entre os sistemas hemostatico e inflamatério é proposta na
literatura. Sabe-se que as proteinas da coagulacdo, além de atuarem em cascata

promovendo a formacao do coagulo de fibrina, tém acao também de forma isolada
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em outros processos fisiopatolégicos. Dessa forma, o FT, o F VI, o F X e a trombina
tém participacdo importante no processo inflamatério (SCHOENMAKERS et al.
2005). Sabe-se, ainda, que a PCR, TNF-a e IL-1 estimulam a expressao de FT pelos
mondcitos e células endoteliais (BUTENAS & MANN, 2002; HOFFMAN, 2003).

O estado inflamatério observado nos pacientes com DRC poderia justificar a
ativacdo da coagulacdo observada nesses pacientes (COSTA et al, 2008) No
presente estudo foram obtidas correlacbes entre marcadores dos sistemas
hemostatico e inflamatério, corroborando com a idéia da interrelacdo entre esses
fatores (Tabela 10). Correlagbes significativas foram observadas entre os nives
plasmaticos do PAI-1 e PCRus, PAI-1 e TGF-1, D-Di e PCRus, FYW e TGF-B1 nos
grupos | e Il. No grupo | foram obtidas, ainda, correlagdes significativas entre D-Di e
TGF-B1, FvW e PCRus, F Vlll e PCRus, F VIl e TGF-B1.

Mezzano et al. (2001) observaram correlagdo significativa entre os niveis
plasmaticos de proteinas de fase aguda (PCR, fibrinogénio e o1-antitripsina),
marcadores de lesdo endotelial (FYW e TM) e de ativagdo da coagulacdo (FnDP e
FgDP) em 64 pacientes com DRC. Costa et al. (2008) também mostraram
correlagdes significaticas entre os niveis de D-Di e os marcadores inflamatérios
(PCR, albumina, receptor soluvel de IL-2 e IL-6) em 50 pacientes submetidos a
hemodialise.

Uma ressalva a ser feita para o presente estudo diz respeito a ndo inclusao da
investigacao de outros fatores trombofilicos, como as deficiéncias de PC, PS e AT,
embora essas deficiéncias sejam raras na populagcdo em geral. Um outro ponto
refere-se ao desenho do estudo, que foi proposto como transversal. Este tipo de
estudo € capaz de identificar questdes relacionadas aos fatores de risco de
ocorréncia de um determinado evento. No entanto, este desenho ndo é o mais
adequado quando o tempo de risco de ocorréncia do evento deve ser considerado.
Dessa forma, a avaliagdo pontual dos pacientes constitui uma limitacdo deste
estudo. E oportuno ressaltar que estudos transversais sdo essenciais para direcionar
os estudos longitudinais que, de modo geral, sdo mais onerosos e complexos.

A reavaliagcdo dos prontuarios, um ano apds a coleta dos dados para este
estudo, revelou que 15 pacientes do grupo | tiveram trombose do acesso vascular
nesse periodo. A comparacao dos valores obtidos para os niveis plasmaticos dos

parametros hemostaticos e inflamatorios entre os subgrupos la (que tiveram
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trombose) e Ib (que permaneceram sem essa complicacdo) nao revelou diferenca
significativa (Tabela 12).

A ocorréncia de trombose do acesso vascular em pacientes do grupo |, apoés a
insercdo desses no estudo, aliada aos resultados alterados dos parametros
hemostaticos e inflamatdrios avaliados nos pacientes sob hemodialise (grupos | e Il),
permite inferir que esse procedimento resulta em uma condicdo trombogénica,
associada a um risco elevado de trombose do acesso vascular. O esperado é que
estes pacientes em algum momento venham a desenvolver trombos na fistula, uma
vez que essa constitui um ambiente protromboético. Portanto, estudos longitudinais
podem constituir 0 desenho ideal para elucidar os fatores de risco associados ao
desenvolvimento da complicacao trombdética nos pacientes sob hemodialise.

O mérito do presente estudo esta relacionado ao seu ineditismo na populagéo
brasileira. A investigacao da relagdo entre o grupo sanguineo do sistema ABO e os
niveis plasmaticos de FYW e F VIII, também inédito em pacientes submetidos a
hemodidlise, confirmou o que esta estabelecido na literatura acerca desta relacao.
Além disso, a investigacdo pioneira da ADAMTS-13 nestes pacientes mostrou um
resultado surpreendente e, certamente, servira de base para estudos futuros visando
elucidar o papel dessa enzima no desencadeamento de trombose em pacientes sob

hemodialise.
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7 Conclusoes



119

v A frequéncia da mutacdo no gene da protrombina (G20210A) mostrou-se
associada a ocorréncia de complicagdes trombéticas do acesso vascular nos

pacientes submetidos a hemodialise.

v Nao houve associacao entre a presenca da mutagao no gene do F V (Fator V
Leiden) e complicag6es tromboticas do acesso vascular nos pacientes submetidos a
hemodialise.

v Os niveis plasmaticos de ADAMTS-13 e PAI-1 mostraram-se reduzidos
significativamente nos pacientes submetidos a hemodialise (que apresentaram ou
nao complicagbes trombodticas do acesso vascular) em relacdo aos individuos

higidos.

v Os niveis plasméticos de FYW e D-Di, bem como a atividade do FVIII
mostraram-se aumentados significativamente nos pacientes sob hemodidlise (que
apresentaram ou nao complicacdes tromboticas do acesso vascular) em relacdo aos

individuos higidos.

v Nao houve associagcdo entre os niveis plasmaticos dos marcadores
hemostaticos FYW, ADAMTS-13, D-Di e PAI-1, bem como da atividade do FVIII e
complicagbes trombdticas do acesso vascular nos pacientes submetidos a

hemodialise.
v A frequéncia do grupo sanguineo ABO foi similar entre os trés grupos.

v Nao houve associacdo entre o grupo sanguineo ABO e complicacées

trombdéticas do acesso vascular nos pacientes submetidos a hemodialise.

4 Os niveis plasmaticos dos parametros hemostaticos FVIII e FYW foram mais
elevados nos pacientes sob hemodidlise (que nao apresentaram complicacoes
trombdticas do acesso vascular), bem como individuos higidos portadores do grupo
sanguineo “ndo O”, comparando-se aqueles do grupo “O”.

4 Nao houve associagdo entre os niveis plasmaticos dos marcadores
inflamatérios PCRus, IL-8 e TGF-B1 e complicagdes trombdticas do acesso vascular

nos pacientes submetidos a hemodidlise.
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v Houve correlacao positiva leve entre os niveis plasmaticos dos parametros
hemostaticos (PAI-1, D-Di, FvW e F VIIl) e os marcadores inflamatérios (PCRus e
TGF-B1) nos integrantes do grupo de pacientes submetidos a hemodialise sem

complicagdes tromboticas do acesso vascular (grupo |).

4 Houve correlagdo positiva leve entre os niveis plasmaticos de PAI-1 e os
marcadores inflamatérios (PCRus e TGF-B1), D-Di e PCRus e entre FYW e TGF-B1
nos integrantes do grupo de pacientes submetidos a hemodiélise que apresentaram

trombose do acesso vascular (grupo II).
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O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
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projeto de pesquisa intitulado “Hemodidlise e complicagGes
tromboticas: Frequéncia e possiveis mecanismos envolvidos” bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.
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Presidente do COEP-UFMG
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ANEXO 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

FACULDADE DE FARMACIA

DEPT2. DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

, PROJETO DE PESQUISA ) ,
HEMODIALISE E COMPLICAGOES TROMBOTICAS: FREQUENCIA E POSSIVEIS
MECANISMOS ENVOLVIDOS.

Prezado (a) Senhor(a),

Vocé esta sendo convidado para participar deste estudo que visa uma melhor
compreensao da coagulacao do sangue e dos processos inflamatoérios que podem ocorrer
nos pacientes submetidos a hemodialise.

Para realizar este estudo, gostariamos de colher 10mL do seu sangue, quando vocé
for ao Instituto Mineiro de Nefrologia ou ao Hospital das Clinicas/UFMG para realizar a
sessao de hemodialise. O sangue sera utilizado para realizar alguns exames de Laboratério
com o objetivo de verificar se esses exames poderao contribuir para o acompanhamento do
paciente, durante o tempo que estiver fazendo hemodialise. A coleta de sangue sera feita
por um profissional experiente usando agulhas e tubos descartaveis.

Esclarecemos que caso ndo queira participar deste estudo, ndo havera nenhum
comprometimento do seu atendimento e tratamento no Servigo de Hemodidlise.

Qualquer duvida sobre a sua participacdo neste estudo podera ser apresentada a
Prof?. Luci Maria Sant Ana Dusse da Faculdade de Farmé&cia/ UFMG ou a farmacéutica
Danyelle Romana Alves Rios.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

De acordo:

(Assinatura)
Nome:
Data: / /

Responsaveis pelo projeto

Prof. Luci Maria Sant Ana Dusse (3409-6880)
Danyelle Romana Alves Rios (3409-6900)
Faculdade de Farmécia/ UFMG.
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ANEXO 3

FICHA CLIiNICA

Projeto: “Hemodialise e complicacoes tromboéticas: frequéncia e possiveis mecanismos

envolvidos”

Numero de identificagao do participante: Data:

1. Identificacao:

Nome:

Nascimento: Sexo:M__ F__ Naturalidade:
Enderego: Bairro:

Cidade: Estado: CEP: Tel:

2. Dados Clinicos:

a) Peso (Kg): Altura (m) IMC (Kg/m?)

b) H& quanto tempo tem doenca renal?

c¢) Doenca priméria:

)

)

d) Data de inicio da hemodialise:
e) Esquema de dialise:

f) Dose de heparina na didlise (fracionada ou néo):

g) Medicamentos em uso:

h) Eficacia da hemodialise (Kt/v):

i) Histérico da fistula arteriovenosa:

4. Resultados dos exames laboratoriais realizados no Laboratorio do HC:
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Hct

VCM
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IST
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LDLc

Triglicérides

VLDLc

HDLc
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PTH
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Patients undergoing hemodialysis may show both thrombotic complications and bleeding abnormalities.
Hemostatic changes in patients on hemodialysis may result from alterations in vessel wall integrity and
platelet function, and reduced blood flow in the native arteriovenous fistula. Vascular complications
represent 20-25% of all hospitalizations of patients on hemodialysis. Literature survey revealed that changes

in the hemostatic system may play a major role in vascular complications observed in these patients. Thus, it
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is essential to investigate hemostatic alterations in patients on hemodialysis so that adequate regimes for
anticoagulant therapy could be implemented. In this review we discuss hemostatic abnormalities in end
stage renal disease patients undergoing hemodialysis.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Renal replacement therapy is currently offered to end stage
renal disease (ESRD) patients. This treatment is frequently per-
formed by hemodialysis resulting in alterations of platelet function
and changes in both coagulation and fibrinolytic systems [1].
Thrombotic events result from alterations in vessel wall integrity,
platelet activation and reduced blood flow into the fistula used to
access the vessel [2,3]. Hypercoagulability states are associated with
cardiac disease, cerebral spill, pulmonary embolism as well as
thrombus formation in vascular access for dialysis, especially in
cases where fistula of polytetrafluorethylene (PTFE) is used. Vascular
complications represent 20-25% of all hospitalizations of patients on

* Corresponding author. Faculdade de Farmacia - Universidade Federal de Minas
Gerais, Av. Antonio Carlos, 6627 Sala 4104 - B3, Campus Pampulha - Belo Horizonte/
Minas Gerais CEP: 31270-901, Brazil. Tel.: +-55 31 3409 6880; fax: +55 31 3409 6985.

E-mail address: lucim@farmaciaufmg.br (LM.S. Dusse).

0009-8981/% - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cca.2009.11.022

hemadialysis [3-5]. Usually stenosis caused by gradual hyperplasia of
the intima and muscular layers of the vessels results in thrombosis.
Stenosis, in turn, results in blood flow reduction, which favors
hypercoagulability, hypotension and hypovolemia. These factors
contribute to thrombosis but the exact mechanisms are not
completely clear. Some of the described risk factors include diabetes
mellitus, hypoalbuminemia, presence of anticardiolipin antibodies,
high plasma levels of both lipoprotein (a) and fibronectin, and
advanced age [6-9]. However, a significant percentage of vascular
thrombosis occurs without explanation, suggesting that other
predisposing factors may be involved.

2. Platelet dysfunction

Alterations in platelet function is observed in patients with chronic
uremia including decreased sensitivity to platelet agonists [10] and
adhesion to strange surfaces [11,12], reduced procoagulant activity [13]
and thromboxane A2 synthesis [ 14], decrease in platelet clot retraction
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time [15] and in platelet glycoprotein Ib expression [16], and increase of
cyclical adenosine monofosfato (cAMP) [17]. Excess of some toxins,
including urea and other components, such as guanidinosuccinic acid
and phenols are, at least in part, responsible for platelet dysfunction
[18-22]. Most patients on hemodialysis showed both abnormal bleed-
ing time and platelet aggregation. Dialysis partially corrects these
abnormalities [23]. Fibrinogen fragments can occupy some of platelet
glycoproteins IIb/llla (GPIIb/Illa) receptors, hindering the link of the
fibrinogen to them and consequently reducing the cross linked fibrin
between platelets to form platelet plug [24]. Kozek-Langenecker et al.
[25] showed that fibrinogen fragments reduce platelet aggregation in
normal platelet rich plasma (PRP) and with isolated platelets. They
demonstrated a decrease in fibrinogen binding to platelet receptors
through a decrease in binding anti-GPIlla (anti-CD61) and '*fibrinogen
which activates platelets via ADP in the presence of fibrinogen fragment.
Hemodialysis can be associated with transitory platelet dysfunction,
determined by prolongation of bleeding time immediately after
hemodialysis compared with that obtained prior to the procedure.
However, in the following day bleeding time returns into normal
levels. In general, prolongation of bleeding time is associated with
decrease in platelet sensitivity to thrombin and reduction in platelet
agglutination with ristocetin. The binding of monoclonal antibodies to
platelet glycoproteins was also significantly affected by hemodialysis.
For example, the binding of anti-GPIb (anti-CD42b) reduced immedi-
ately after hemodialysis and increased in the subsequent day,
correlating with alterations in bleeding time and thrombin sensitivity
test [23]. Reduction in GPIb expression seems to be associated with
the severity of renal insufficiency, while GPIIb/1lla expression does not
[26-28]. Decreased in platelet aggregation in response to ADP, collagen,
arachidonic acid and ristocetin in patients with ESRD patients was
observed comparing to the healthy volunteers [29]. Platelet abnormal-
ities, at first, favor bleeding tendency. However, in some cases, these
alterations can lead to an increase in thrombotic events. Contrary to the
above reports, Liani et al. [30] suggested an abnormal activation of
platelet receptors (GPIb and GPIIb/Illa) and an increase in the number of
these receptors which may induce blockage of the vascular access to
hemodialysis. Moreover, hemodialysis can activate platelets, due to
contact with the extracorporeal surface and the high shear stress and
turbulence in the vascular access [31-34]. The artificial surface of PTFE
fistula or native arteriovenous fistula (AVF) promotes fibrinogen
adhesion resulting into clot formation in the vascular access [35,36].
Plasma fibrinogen, which is increased in patients under hemodialysis,
binds to platelet GPIIb/llla glycoprotein resulting into platelet plug
formation [6,36]. An additional factor that can contribute toplatelet plug
formation is the activation of FXII, resulting into local thrombin
production with subsequent activation and increased platelet deposi-
tion [37]. Activated platelets release growth factors, including platelet-
derived growth factor (PDGF) which contributes to increase hyperplasia
in the vascular access reducing blood flow favoring to platelet plug
formation [38]. Chuang et al. [39] studied the relationship between
platelet activation and half-life of the vascular access in patients
undergoing hemodialysis. They demonstrated that the majority of
patients with recurrent problems of vascular access presented higher
amount of circulating activated platelets. Activated platelets predis-
pose to a hypercoagulability state and this condition leads to frequent
occurrences of thrombosis in the vascular access.

3. Coagulation and fibrinolytic changes

Hemodialysis can affect the hemostatic system via two distinct
ways: 1) hemodialysis procedure itself — This includes contact of blood
constituents with the negative charge surfaces of the dialysis mem-
branes (as polyacrylonitrile), the composition of the extracorporeal
circuit and the flow rate inside the circuit. 2) anticoagulant effect — This
is usually added to the dialysis liquid [3,40,41]. Hemodialysis results in a
turbulent blood flow resulting into platelet aggregation and leukocyte

activation. Neutrophils attach to the dialysis membrane and release their
granular content and monocytes express tissue factor (TF), the natural
initiator of the coagulation process [42]. Endothelial injury frequently
occurs in patients with chronic renal disease, probably resulting
from uremia, dyslipidemia, hypertension, hyperparathyroidism, high
levels of plasma interleukin-1 (IL-1) and tumor necrosis factor (TNF)
[43]. Increased endothelium expression of other proteins such as von
Willebrand factor (VWF) [44], thrombomodulin (TM) [45-48] and TF
[49,50] has been reported to occur in patients under hemodialysis.
Similar findings have been reported for plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1) [46,48,51,52]. Mezzano et al. [53] proposed that
events which leads to prolongation of bleeding time in ESRD patients
includes endothelial cells activation, increased thrombin and plasmin
production and depletion of platelet ADP and ATP. These findings
suggest a common mechanism which could explain both thrombotic
and hemorrhagic risk in ESRD patients. It has been suggested that an
increase in markers of endothelial dysfunction including vWF, soluble
thrombomodulin, intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), throm-
bin-antithrombin complex (TAT), prothrombin fragment 142 (F1+2),
plasmin-antiplasmin complex (PAP), fibrin degradation products (FDP)
are present in patients with chronic uremia prior to the initiation
of dialysis process. These markers showed positive association with
plasma creatinine levels, suggesting a relationship with chronic
renal disease. Moreover, increased generation of thrombin and
plasmin levels were related to platelet defects [54,55]. Rabelink et al.
[56] confirmed this finding and further suggested that hypercoagula-
bility in these patients was due to alterations in coagulation and
fibrinolytic profiles that occur frequently in patients with renal failure,
Indeed, increased plasma fibrinogen, D-Dimer (D-Di), TAT, FVII
levels and reduced protein C (PC) levels were reported in ESRD
patients [57-59].

De Marchi et al. [60] evaluated the impact of some risk factors
of thrombosis and vessels hyperplasia in patients under hemodialysis
with AVF. Of the 30 patients studied, 11 developed progressive venous
stenosis and 3 had severe stenosis followed by thrombosis. F1+2
and D-Di levels were raised, suggesting activation of the coagulation
and fibrinolytic systems in patients under dialysis. However, tissue-
plasminogen activator (t-PA) and PAI-1 levels did not differ sig-
nificantly from controls. Moreover, this group showed reduced PC and
increased both fibrinogen and FVII levels. Only PAI-1 and FVII showed
to be independent predictors of AVF dysfunction.

Erdem et al. [2] evaluated molecular markers of coagulation and
fibrinolysis [F1+ 2, TAT, t-PA, urokinase-plasminogen activator (u-PA),
PAP, plasminogen, «e2-antiplasmin and «2-macroglobulina] in 26
ESRD patients and suggested that both coagulation and fibrinolyitic
parameters are activated. Furthermore, this group indicated that
AVF could be an independent factor for such activation. Probably
changes in endothelial morphology and increase in blood flow may
contribute to local activation of coagulation and fibrinolysis resulting
into an unbalance between these systems which contribute to AVF
thrombosis.

Ambiihl et al. [61] evaluated the status of blood coagulation in 39
patients by measuring plasma F1+-2, TAT and D-Di before and during
hemodialysis. They concluded that hemodialysis results in the
activation of blood coagulation and that TAT and F1+2 levels should
be used individually to monitor anticoagulant therapy, especially in
patients at high risk of thrombosis.

Songetal. [62] in acohort study evaluated the association between
plasma fibrinogen and loss of vascular access by thrombosis in 102
patients undergoing hemodialysis. They reported increased plasma
fibrinogen levels with advanced age. PTFE fistula and erythropoietin
were considered as independent risk factors for thrombosis on
vascular access.

Bartels etal.[40]in a longitudinal study (10 patients) have evaluated
and quantified the effect of hemodialysis membranes ( polymethylme-
tacrylate and polysulfone) on blood coagulation profile. This group
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concluded that the dialysis process with both membranes stimulated
FXI and fibrinogen generation and increased TAT and F1+2.

Yu et al. [3] assessed plasma levels of D-Di, TF and F1+2 in 82
patients before and after hemodialysis. Patients were classified
according to vascular access (arteriovenous fistula, prosthetic native
or central venous catheter) and the dialysis equipment ( polysulfone
or cellulose acetate). This group reported that the studied markers
were increased prior to the initiation of dialysis and tended to
increase during the process. They also observed a reduction in blood
coagulation markers in patients with arteriovenous fistula. However,
no significant difference was found in blood coagulation profile when
the 2 membranes were compared.

Kushiya et al. [63] studied the relationship between hemostatic
markers, atherosclerosis and the time on hemodialysis. They did not
observed any significant difference in activated partial thromboplas-
tin time (aPTT), prothrombin time (PT), fibrinogen, vWF, TAT and TM
and the hemodialysis time, however, this group had hemostatic
changes compared to healthy subjects. These changes may constitute
a risk factor for ischemic diseases.

A prospective study aimed at identifying risk factors for hypercoag-
ulability in patients undergoing hemodialysis suggested that patients on
hemodialysis show a hypercoagulability state compared with healthy
subjects. Lupus antibody as well as PC and protein S (PS) deficiencies
significantly correlated with vascular access thrombosis. Longitudinal
study following 20 renal transplant patients showed that PC, PS and
antithrombin (AT) deficiencies were completely corrected some
months after renal transplant, indicating that hypercoagulability is
essentially an acquired and reversible event [64].

Controversial results have been reported for plasma tissue factor
pathway inhibitor (TFPI) levels in patients on hemodialysis. Several
studies have reported an increase in plasma TFPI levels in patients
undergoing hemodialysis compared to healthy subjects |65-67]. How-
ever, Cella et al. [68] found normal TFPI levels in patients on hemodialysis.
Heparin use during the hemodialysis procedure could increase TFPI
activity in these patients [67]. Yorioka et al. [66] found high levels of TFPI
in patients under hemodialysis with vascular access thrombosis.

The fibrinolytic system was evaluated in 43 patients on hemodi-
alysis by measuring u-PA, PAP, fibrinogen degradation products (FDP)
and C1-inhibitor activities before and after hemodialysis. Patients on
hemodialysis showed activation of the fibrinolytic system compared
with healthy subjects. However, no significant differences in these
parameters before and after hemodialysis were observed [4].

Sabovic et al. [41] evaluated platelet aggregation, markers
of hypercoagulability (TAT, F1+2, D-Di and fibrinogen) and
fibrinolysis (plasminogen, t-PA and PAI-1) before and immediately
after hemodialysis. The results showed that during the hemodialysis
procedure there was no significant platelet and coagulation
activation. Salobir et al. [69] evaluated the same parameters of the
previous study in 15 patients undergoing hemodialysis and
observed elevated D-Di, TAT e F1+2 levels and reduced plasmin-
ogen levels compared with healthy group. Moreover, they had
observed a decreased of the platelet aggregation in the hemodialysis
patients that was positively correlated with plasminogen levels.
They had suggested that the factors that contribute for reducing
plasminogen levels, such as fibrinogen fragments or plasmin,
influence the platelet aggregation.

Salobir et al. [69] evaluated the same parameters of the previous
study in 15 hemodialysis patients and found elevated levels of
fibrinogen, D-Di, TAT and F1+2 and low levels of plasminogen
comparing to the control group. They also observed a decrease in
platelet aggregation in hemodialysis patients that correlated posi-
tively with plasminogen levels. Therefore, they suggested that the
factors contributing to reducing levels of plasminogen, such as
fragments of fibrinogen or plasmin, influence platelet aggregation.

Costa et al. [70] observed reduced PAI-1 levels and increased t-PA/
PAI-1 ratio and D-Di levels in 50 patients undergoing hemodialysis

compared to healthy subjects. They also observed that the levels of D-Di,
t-PA and inflammatory markers levels were higher in patients with
central venous catheter compared with those with AVF, which led this
group to propose a relationship between the type of venous access and
risk of thrombosis.

O'Shea et al. [71] evaluated a specific group of 31 patients
undergoing hemodialysis with recurrent thrombosis of vascular
access (average 3.7 events/patient/year). This group found a high
prevalence of antibodies antiphospholipid (58%), antifactor 4 platelet-
heparin (18%) and elevated FVIII (93.5%), fibrinogen (63%), C-reactive
protein (PCR) (41.9%) and hyperhomocysteinemia (80.6%). For
mutations that predispose to thrombophilia they found only one
patient heterozygous for G20210A, none carrying FV Leiden and three
patients with methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene
polymorphism (one homozygous and two heterozygous). Thus, all
patients had at least one risk factor for thrombosis and 25 of 31
patients had two or more risk factors. Other studies have also
suggested that the presence of mutations may predispose to
thrombophilia and could contribute to the occurrence venous
thrombosis in the vascular access [5].

Fodinger et al. [72] studied 152 patients on hemodialysis and
found 7 (4.6%) heterozygous for FV Leiden. None of the patients
showed thrombotic complications in the central venous catheter or
fistula. Atac et al. [73] studied 46 patients with vascular access
thrombosis and 44 patients without complications (control group)
and reported a significant increase in the prevalence of FV Leiden and
prothrombin gene mutation (G20210A) in the first group of patients
(13% vs. 4% and 9% vs. 0%, respectively).

Knoll et al. [5] in a case-control study involving 419 patients
evaluated gene polymorphisms of FII, FV, FXIIl and MTHFR. Other risk
factors for access thrombosis were controlled. These include FVIII,
total homocysteine, lupus anticoagulant, fibrinogen, anticardiolipin
antibody, lipoprotein, albumin, folate and vitamin B12. The presence
of FV Leiden and raised FVII, Lp(a) and homocysteine levels were
associated with vascular access thrombosis [5].

Akman et al. [74] studied 109 patients awaiting renal transplan-
tation and reported that FV Leiden and D-Di levels were the most
important risk factors for thrombosis. No differences in genetic
and biochemical parameters between the different forms of
dialysis were observed, suggesting that ESRD is the main cause of
hypercoagulability.

Plasma homocysteine levels and the occurrence of vascular access
thrombosis have been investigated but different results were
reported. Shemin et al. [75] found that in 84 patients on hemodialysis,
thrombosis occurred in 56% of patients within a period of 18 months.
A recent study of patients with native fistulas alone also showed that
plasma homocysteine levels predict the occurrence of vascular access
thrombosis [76]. However, other studies did not confirm such
association, Manns et al. [77] in a retrospective study of 118 patients
reported similar increase in plasma homocysteine levels in patients
who developed thrombosis and those who did not.

A retrospective study of 337 Japanese patients showed that MTHFR
gene mutation in homozygosis was found in 20% of patients and was
the highest risk factor for vascular access thrombosis compared to
normal genotypes and heterozygosis [78].

Mallamaci et al. [76] also confirmed the relationship between
plasma homocysteine levels and risk of thrombosis but did not detect
MTHFR gene mutation as an additional risk factor.

A critical review of the literature on hemostatic changes in patients
on hemodialysis showed many confounding factors and highlighted
the need for strict observation of several criteria. Laboratory markers
are subject to a number of changes induced during the pre-analytical
phase (e.g., blood collection and processing, plasma storage, etc) as
well as the use of different detection methods. Furthermore,
conditions associated with ESRD and the hemodialysis process must
be carefully standardized between hospitals.
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4. Conclusion

Vascular access thrombosis is a frequent complication in patients
undergoing hemodialysis, although bleeding abnormalities also occur.
It is believed that in patients on hemodialysis a state of hypercoag-
ulability could result from vascular changes including platelets,
coagulation and fibrinolytic factors activation. It is therefore essential
to evaluate hemostatic profiles in patients undergoing hemodialysis
and determine changes so that adequate regimes for anticoagulant
therapy could be implemented. In this context few randomized
studies on anti-platelet and oral anticoagulants have been performed.
To date pharmacological prevention of vascular access thrombosis in
patients on hemodialysis has been a major therapeutic challenge. This
area certainly warrants further investigation.
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