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Prefacio

...one can entertain the following important prediction: A patient with end-
stage renal failure who is in the 20 to 50 year age range and is otherwise
well who starts renal replacement therapy in the 1980's should have a
nearly normal life expectancy...

BELDING H. SCRIBNER 1989

A hemodialise move-se atualmente de forma irreversivel, em direcdo a uma
tecnologia progressivamente mais inovadora, com novas formas de
tratamento e novos avancos farmacologicos. As sessdes de dialise
decorrem hoje de forma eficaz e segura, com morbilidade intra-dialitica
reduzida. Contudo, apesar dos continuos esforcos nesta area, os doentes
com insuficiéncia renal cronica sob terapéutica de hemodidlise continuam a
manter na atualidade uma mortalidade e morbilidade muito superiores a da
populacdo geral. Para quem trabalha com doentes renais cronicos em
tratamento regular por hemodialise, como € a minha situagdo ha longos
anos, 0 espectro desta elevada mortalidade, presente em todas as faixas
etarias, associa-se sempre a uma grande frustracdo pessoal pela

incapacidade clinica de fazer mais por estes doentes.

Fez portanto sentido para mim aceitar o desafio que me foi colocado:
avaliar a mortalidade nos doentes Portugueses com insuficiéncia renal
cronica sob terapéutica de hemodialise e tentar estabelecer uma relacéo
entre a mortalidade e diferentes parametros. Entre estes ultimos contaram-
se as diferentes modificacOes fisiopatoldgicas associadas a insuficiéncia
renal, os fatores de risco cardiovascular “tradicionais”, a anemia e/ou a
resisténcia a terapéutica com agentes estimuladores da eritropoiese e o
tipo de acesso vascular utilizado na hemodialise. Tal como B. Scribner
observou, a hipertensdo arterial e o tipo de acesso vascular continuam a
ser fatores de extrema importancia para assegurarmos a longevidade
destes doentes, mas muitos outros biomarcadores se perfilam na lista de
potenciais candidatos. Neste projeto avalidmos alguns desses aspetos que

nos pareceram mais significativos.
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Com este estudo pretendeu-se dar um contributo, ainda que modesto, para
o esfor¢o continuo que deve representar a melhoria dos cuidados clinicos,
da qualidade de vida e da longevidade dos doentes renais cronicos em

hemodialise.

14



RESUMO

Resumo
Os doentes com doenca renal cronica terminal em programa de

hemodiélise apresentam uma mortalidade elevada. Uma parte importante
dessa mortalidade é devida a doenca cardiovascular e a infecdes. Fatores
como a inflamacdo, a dislipidemia, as alteracdes na eritropoiese, no
metabolismo do ferro, na fungéo endotelial e no estado nutricional tém sido
descritas neste tipo de doentes. O objetivo principal deste estudo consistiu
na identificacdo de uma associacao entre estes parametros e a mortalidade
num conjunto de doentes em hemodialise, mediante um seguimento de 2
anos. Foram ainda estudadas uma série de questdes conexas, no sentido
de tentar aumentar o conhecimento desta area. Um conjunto alargado de
dados foi obtido, relativos a um conjunto de 189 doentes em programa de
hemodialise (55 % do sexo masculino; média de idade de 66,4 + 13,9
anos), incluindo dados hematolégicos, perfil lipidico, metabolismo do ferro,
indice de massa corporal, marcadores de inflamacédo, marcadores de
disfuncdo endotelial e de adequacdo da dialise. Faleceram 35 doentes
(18,5%) durante o periodo de follow-up. O tipo de acesso vascular, o valor
da CRP (um marcador de inflamacéo), e os triglicerideos (um marcador de
metabolismo lipidico e de estado nutricional) foram parametros que se

apresentaram como estando associados a diferencas na mortalidade.

Este estudo mostrou ainda que os doentes com CVC, em particular os que
nao se encontravam medicados com estatina, apresentaram valores mais
elevados de D-dimeros, possivelmente na dependéncia de uma maior
degradacéo de fibrina. Foi ainda notado que a terapéutica com estatinas se
associou a uma menor inflamacdo nos doentes com CVC, enquanto nos
doentes com fistula arterio-venosa (FAV), a mesma terapéutica se
associou a menores niveis de adiponectina e a valores mais elevados de
tPA e de PAI-1. Este estudo demonstrou ainda que os doentes em
hemodialise através de CVC, particularmente aqueles que ndo estdo sob
terapia com estatinas, apresentam maior turnover de fibrina e uma maior
proporcdo de particulas de LDL oxidado, quando comparados com o0s

doentes com FAV e sem tratamento com estatinas, o que lhes podera
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RESUMO

conferir maior risco cardiovascular. O tipo de acesso vascular para
hemodiélise podera influenciar a inflamacao e fibrindlise/ funcéo endotelial

nestes doentes, sendo menos certo o papel da terapéutica com estatinas.

Este trabalho apontou ainda no sentido de os doentes em hemodialise com
resisténcia aos agentes estimuladores da eritropoiese apresentarem uma
deficiéncia de ferro funcional, associada a um estado inflamatério
exacerbado, ndo obstante apresentarem valores de indice de massa
corporal (BMI) mais baixos e valores mais altos de adiponectina, quando
comparados com os restantes doentes. Foi ainda verificado que nos
doentes em hemodialise a adiponectina apresentou uma correlacdo inversa
com o BMI. Contudo, nesta populagédo de doentes, o BMI ndo apresentou

uma relagéo nitida com a IL-6 nem com a CRP.

Numa outra vertente, o presente estudo permitiu concluir que a
adiponectina, o PAI-1 e a idade se comportaram como fatores
determinantes dos valores de t-PA nos doentes em hemodialise. Os
resultados obtidos sugerem que o t-PA possa funcionar como um marcador
de disfuncéo sistémica, possivelmente envolvendo o endotélio, o tecido
adiposo (através da adiponectina), no contexto de um estado inflamatério

cronico, frequentemente presente neste tipo de doentes.

Por outro lado, o presente trabalho apontou no sentido de diferentes
fatores, genéticos e ndo genéticos, se comportarem como determinantes
da atividade para-oxonase 1 (PON1) plasmatica em doentes em
hemodialise, a qual se encontra reduzida nestes doentes, quando
comparada com controlos. Os polimorfismos genéticos L55M e Q192R do
gene ponl, as VLDL, o colesterol LDL, a Apo A, a CRP, o tempo em dialise
e a dose de AEE foram outros fatores que pareceram influenciar a
atividade da enzima. A PON1 podera ter um papel protetor,
designadamente no que respeita a aterosclerose, pelo que a sua atividade
diminuida, seja por razbes genéticas, seja pela inflamacéo, seja por outros
motivos, podera associar-se ao prognostico frequentemente negativo

destes doentes.
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RESUMO

Abstract

End-stage renal disease (ESRD) patients under hemodialysis therapy (HD)
have a high mortality rate. Inflammation, dyslipidemia, and several types of
disturbances, in erythropoiesis, in iron metabolism, in endothelial function,
and in nutritional status have been reported in these patients. The major
aim of the present investigation was to try to identify any significant
association of mortality with these disturbances, by performing a two-year
follow-up study. Further investigations were also carried out, in order to try
to increase our knowledge of this subject. A large set of data was obtained
from 189 HD patients (55.0% male; 66.4 + 13.9 years old), including
hematological data, lipid profile, iron metabolism, nutritional, inflammatory,
and endothelial dysfunction markers, and dialysis adequacy. A total number
of 35 patients (18.5%) died along the follow-up period. The type of vascular
access, the C-reactive protein (CRP) plasma value (a marker for
inflammation), and plasma triglycerides (a marker for lipid metabolism and
for nutritional status) were three parameters that were found to be

associated to mortality.

The present investigation also showed that patients with central venous
catheter (CVC), in particular those that were not under statin therapy, had
higher values for D-dimers, possibly due to a greater production and
degradation of fibrin. It was also noted that statin therapy was associated to
a lesser degree of inflammation in patients with CVC, whereas in patients
with arterio-venous fistula (AVF), the same type of therapy was associated
to lesser levels of adiponectin and higher values for tPA and PAI-1. This
study also showed that hemodialysis patients with CVC, particularly those
that are not under statin therapy, have a greater production and turnover of
fibrin, as well as a greater proportion of oxidized LDL particles, when
compared to patients with AVF and without statin treatment, what could
lead to an increased cardiovascular risk. The type of vascular access for
hemodialysis may influence inflammation and fibrinolysis/ endothelial
function in these patients; the role played by statins in this setting is less

clear.
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RESUMO

This paper also pointed towards hemodialysis patients with resistance to
erythropoiesis stimulating agents (ESA) presenting a functional iron
deficiency, associated with an exacerbated inflammatory state, despite
having lower body mass index (BMI) values and higher values for
adiponectin, when compared with other patients. It was also found that for
patients undergoing hemodialysis, adiponectin showed an inverse
correlation with BMI. However, in this patient population, BMI did not show
a clear relationship either with IL-6 or with C-reactive protein (CRP).

In another aspect, the present study showed that adiponectin, PAI-1 and
age behaved as determinants of t-PA values for patients undergoing
hemodialysis. The results presented suggest that t-PA can act as a marker
for systemic dysfunction, possibly involving the endothelium, adipose tissue
(through adiponectin) in the context of a chronic inflammatory condition,

often present in such patients.

On the other hand, this research point towards different factors, genetic and
non-genetic, behaving as determinants of the activity of plasma
paraoxonase 1 (PONL1) in patients on hemodialysis, which is reduced in
these patients compared with controls. Genetic polymorphisms L55M and
Q192R of the ponl, gene, VLDL, LDL- cholesterol, Apo A, CRP, dialysis
time and the dose of ESA were other factors that appear to influence the
activity of the enzyme. PON1 may have a protective role, particularly with
regard to atherosclerosis, so its decreased activity, whether for genetic
reasons or caused by inflammation, or for other reasons, may concur to the

often negative prognosis of these patients.
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INTRODUCAO

1. Doenca renal cronica terminal

Epidemiologia e etiologia

Os rins sd@o dois 6rgdos abdominais (retroperitoneais), que embora tenham
dimensdes e peso relativamente pequenos (menos de 200 g no caso de rins
normais) (1), desempenham fung¢des fundamentais no organismo humano, bem
como nos mamiferos em geral. Os rins sdo caracterizados por receberem uma
irrigacdo sanguinea abundante, correspondente a cerca de um quinto do débito
cardiaco total. A estrutura funcionalmente mais importante do rim é o
glomérulo, um conjunto de capilares modificados que funcionam como uma
membrana semipermedvel, permitindo a passagem de agua e de solutos para
a capsula (de Bowman) — fenédmeno designado como filtracdo glomerular.

Os rins desempenham func¢des fundamentais na homeostasia do organismo
humano, assegurando a excreg¢ao de diversas substancias toxicas, incluindo a
ureia. As suas funcdes incluem a regulacédo da volemia, da pressao arterial, da
concentragdo de diversos eletrolitos, da osmolaridade plasmatica e do
equilibrio acido/base. Os rins funcionam ainda como 6rgéos enddcrinos, com a
producédo, designadamente, de renina, eritropoietina e calcitriol.

As doencas dos rins podem apresentar-se de uma forma variada. Por vezes,
como no caso de algumas infecBes, podem ser de natureza potencialmente
reversivel. Noutros casos, as doencas determinam o declinio da funcéo renal, e
muitas dessas situacbes clinicas sdo dotadas de irreversibilidade,
estabelecendo-se uma situacédo de insuficiéncia renal cronica. A insuficiéncia
renal € facilmente diagnosticada através da elevacdo de biomarcadores
plasmaticos, dos quais a creatinina e a ureia sdo 0os mais frequentemente
utilizados.

Quando o grau de funcéo renal declina marcadamente e de forma irreversivel,
estabelece-se uma insuficiéncia renal cronica terminal, uma situacdo clinica
cuja evolucdo natural resultaria na morte da pessoa afetada. A ciéncia médica
desenvolveu diferentes técnicas substitutivas de funcéo renal, que permitem a
sobrevivéncia de muitos doentes afetados por insuficiéncia renal cronica,
constituindo um notavel marco na Histéria da Medicina e na aplicacdo pratica
da inteligéncia humana. A doenca renal cronica terminal (DRCT) é também

conhecida como estadio 5 da doenca renal cronica, segundo a classificacado da
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National Kidney Foundation, correspondente a doentes com taxa de filtracao
glomerular inferior a 15 mL/minuto/1,73 m? ou em programa de diélise (os
restantes estadios séo o |, Il, Ill e IV, com taxas de filtracdo glomerular > 90, de
60-89, de 30-59 e de 15-29 mL/minuto/1,73 m?, respetivamente) (2).

A DRCT afeta um numero importante de doentes. Em Portugal verifica-se uma
incidéncia e prevaléncia particularmente elevadas de doentes com DRCT em
tratamento substitutivo da funcdo renal. Esse aspeto foi evidenciado,
designadamente, no Relatério Anual do Registo de 2012 da ERA — EDTA
(European Renal Association—European Dialysis and Transplant Association)
(3), que usa dados provenientes de registos nacionais de 30 paises Europeus.
Verifica-se que, entre os paises analisados, Portugal apresentou a taxa de
incidéncia (ndo ajustada para idade e sexo) mais elevada de doentes em
terapéutica substitutiva de funcdo renal, por milhdo de habitantes (220 casos
por milh&o de habitantes). O mesmo sucedeu relativamente a prevaléncia da
mesma terapéutica (1670 casos por milhdo de habitantes). Relativamente a
distribuicdo dos doentes incidentes pelas modalidades de tratamento
substitutivo (hemodialise, dialise peritoneal e transplantacdo renal), Portugal
apresentou a incidéncia ndo ajustada mais elevada de doentes adstritos a
hemodialise (184,7 casos por milhdo de habitantes). No que respeita a
distribuicdo dos doentes prevalentes pelas modalidades de tratamento,
Portugal apresentou a prevaléncia ndo ajustada mais elevada para hemodialise
(997,6 casos por milhdo de habitantes), do grupo de 30 paises (3).

Segundo o registo da Sociedade Portuguesa de Nefrologia referente ao ano de
2014, iniciaram tratamento substitutivo da funcéo renal em Portugal um total de
2473 doentes (237,2 casos por milhdo de habitantes) (4), e destes, 2233
iniciaram hemodialise. No que respeita aos doentes em tratamento, no mesmo
ano de 2014, 11350 doentes encontravam-se em tratamento com programa de
hemodialise, 6618 tinham sido submetidos a transplante renal e 735
encontravam-se em programa de dialise peritoneal (sendo o total de 18703
doentes ou 1793,7 casos por milhdo de habitantes; Tabela 1) (4). Esta elevada
incidéncia e prevaléncia de doentes, registada em Portugal, podera associar-
se, em parte, ao maior envelhecimento da nossa populacédo. Nos ultimos anos
verificou-se um perfil ascendente da idade média dos doentes prevalentes em

hemodialise (67,2 anos em 2014) sendo que 58,5% eram do sexo masculino.
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Tabela 1. NUumero de doentes em tratamento substitutivo da fungéo renal em

2014, em Portugal

Hemodialise Didlise peritoneal Transplante renal

11350 735 6618

(Adaptado do Relatério anual da Sociedade Portuguesa de Nefrologia (4))

A etiologia da DRCT nem sempre é conhecida com precisdo (Tabela 2). Em
muitos casos, o diagndstico € estabelecido com base na respetiva clinica,
como acontece com muitos casos de nefropatia diabética ou de doenca
hipertensiva. Outras causas relativamente comuns da DRCT séo as doencas
obstrutivas do sistema urinario (incluindo as doencas da prostata) e as infecdes
dos rins (pielonefrites).

No que respeita as doencas renais estudadas através da técnica de biopsia
renal, Carvalho e col. estudaram um conjunto de 2216 amostras com origem
em Portugal, e encontraram como tipo de doenca mais comum as
glomerulonefrites primarias e como tipo histologico mais comum a nefropatia
IgA (5). Nesse estudo, publicado em 2006, o sindrome nefrético constituiu a
apresentacdo clinica mais comum (42,0% dos doentes), seguindo-se as
anomalias urinarias, (28,5%), a insuficiéncia renal aguda (9,7%), a insuficiéncia
renal crénica (9,3%) e o sindrome nefritico (9,3%) (5).

No que respeita a distribuicdo das doencas renais em populacdes pediatricas,
e de novo no que respeita aos casos estudados atraves de biopsia renal, neste
caso através de uma série de 142 casos, as glomerulonefrites priméarias foram
também as mais frequentes (6). A doenca renal pode ter diferentes etio-
patogenias, muitas das quais ainda relativamente mal compreendidas. Em
alguns casos, contudo, é possivel associar um tipo de doenca renal a um
determinado fator sistémico, tal como é o caso das glomerulonefrites
membrano-proliferativas em doentes com exposi¢cdo a consumo de heroina,
nas quais a infecdo por virus da hepatite C se encontra frequentemente
presente (7). Como foi ja referido, a Diabetes mellitus e a hipertensao arterial

apresentam-se como fatores etiolégicos provaveis em grande numero de
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doentes com insuficiéncia renal crénica terminal, contudo muitos destes

doentes ndo sdo submetidos a biépsia renal (Tabela 2).

Tabela 2. Etiologia da DRCT em doentes prevalentes em tratamento
substitutivo da fung&o renal com hemodialise ou diélise peritoneal em 2014, em
Portugal (total de 11.992 doentes)

Diabetes mellitus 27,8%
Hipertenséao arterial 14,9%
Glomerulonefrite 12,4%
Doenca renal 6,1%
policistica

Outras etiologias 19,1%
Indeterminada 19,8%

(Adaptado do Relatorio anual da Sociedade Portuguesa de Nefrologia (4))

Definicdo, sintomas, achados laboratoriais e complicacdes
associadas

O progndstico da insuficiéncia renal cronica terminal ndo tratada € mau, sendo
gue a auséncia de funcdo renal € incompativel com a vida, exceto se for
providenciada uma técnica substitutiva da funcdo renal. A hemodialise é a
técnica mais frequentemente utilizada para esse efeito.

E frequente designar por sindrome urémico o conjunto de sinais e sintomas
associados a insuficiéncia renal crénica terminal, que incluem a fraqueza
progressiva, a anorexia, as nauseas e 0S vomitos, a atrofia muscular, o
trémulo, as alteracbes mentais e respiratorias e a acidose metabodlica. A
anemia, a hipertenséao arterial, a desnutri¢cdo, a hipervolemia, a hipercaliemia, a
hipocalcemia a e hiperfosfatemia sdo também comuns. O derrame pericardico
urémico pode surgir e levar o doente a morte. Acredita-se que o sindrome
urémico seja devido a acumulacdo de produtos quimicos que seriam em

condi¢Bes normais excretados pelo rim. Estes produtos de retencédo associados
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a DRCT sédo designados como toxinas urémicas sempre que produzam
interacdes negativas com as fungdes bioldgicas (8).

O diagnostico de um estado de insuficiéncia renal é efetuado através de
analises sanguineas, geralmente através da medicdo da ureia (“blood urea
nitrogen”) e da creatinina plasmaticas, substancias excretadas pelos rins e que
se acumulam na insuficiéncia renal. Os valores de creatinina plasmatica sao
influenciados, para além da funcao renal, pela massa muscular, enquanto que
no caso da ureia, 0 estado da volemia e a ingestao proteica podem afetar os
valores plasmaticos. A ureia € o produto final do metabolismo proteico, foi
identificada pela primeira vez na urina no século XVII, tendo sido o primeiro
soluto de retencdo urémica a ser identificado e tem sido utilizado como
marcador de doenca renal desde entdo (9). A cistatina C € um outro marcador
de funcéo renal, que podera ter uma melhor correlacdo com a taxa de filtracdo
glomerular do que a creatinina (10). Em termos experimentais, a inulina pode
ser utilizada como marcador essencialmente excretado por filtracdo glomerular.
Presentemente utilizam-se com frequéncia férmulas para o célculo da taxa de
filtracdo glomerular, sendo as mais utilizadas a de Cockcroft e Gault (11) e a
formula do “Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) Study” (12).

2. Hemodialise

Histdria e fundamentos do processo de dialise

A hemodiélise foi inicialmente desenvolvida com o intuito de tratar doentes com
insuficiéncia renal aguda. Na sequéncia de trabalhos pioneiros de Abel e col.
(publicados em 1913) (13), a primeira hemodialise no ser humano tera sido
efetuada por G. Hass (em Giessen, Alemanha, em 1924) (14). A técnica foi
depois desenvolvida por W. Kolff, que construiu um aparelho de hemodialise
(Holanda, 1943-1945) (15).

Em Marco de 1960 teve lugar o primeiro tratamento prolongado, pela técnica
de hemodialise, de um doente com insuficiéncia renal crénica terminal (no
Seattle’s University of Washington Hospital (16)), sob o impulso de B. Scribner
e W. Quinton, sendo que a primeira unidade de hemodialise ndo hospitalar

iniciou fungdes em 1962 (o Seattle Artificial Kidney Center) (16).
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A técnica de hemodidlise evoluiu ao longo do primeiro meio século que teve de
vida, e um avanco importante foi a criagdo em 1966 da técnica da fistula
arterio-venosa (FAV) por Brescia e col. (17) (Figura 1).

A primeira sessdo de hemodialise efetuada por Hass durou 15 minutos,
enquanto que a primeira sessdo de hemodidlise efetuada por Scribner, no
inicio de um tratamento crénico, durou 76 horas. Em 1960, a hemodidlise era
realizada cada 5 a 7 dias, quando os sintomas de uremia voltavam a aparecer
(16). O aparecimento de hipertenséo arterial e de neuropatia levaram a que se

tornasse necessario realizar diversos tratamentos por semana (16).

Figura 1 — Fistula arterio-venosa (FAV) de doente em inicio de um tratamento
de hemodialise. A FAV & uma conexao artificial entre uma artéria e uma veia. O
sangue circula através de um circuito extra-corporal que inclui o filtro de

hemodialise.

De uma forma geral, a técnica hemodialitica (18) consiste na passagem de
duas correntes liquidas, o sangue do doente e o liquido de dialise, em sentidos
opostos e separadas por uma membrana semi-permedvel, permitindo a troca

de solutos em funcdo de gradientes de concentracdo eletro-quimicos (Figura
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2). A dialise em si prépria consiste num fendmeno de difusdo (18). A
concentragdo de solutos e o respetivo peso molecular sdao os principais
determinantes das taxas de difusdo. Adicionalmente, uma vez que os doentes
com DRCT aumentam de peso entre os tratamentos de hemodidlise, devido
predominantemente a ingestdo de liquidos e sdlidos, a hemodidlise é
usualmente acompanhada da técnica da ultrafiltracdo, através da qual é
retirada agua ao doente, neste caso através de uma diferenca de presséo entre
os dois lados da membrana semi-permeével.

A prescricdo de hemodialise é ajustada de forma a remover cerca de dois
tercos da ureia corporal em cada tratamento (19). Contudo, existem diversos
solutos que ndo sado retirados em quantidades tdo apreciaveis aquando das
sessOes de hemodialise, em virtude de fatores como o peso molecular elevado
(maior que 1 kD), a ligagdo a albumina ou a sequestracdo em diferentes
compartimentos corporais (tal como sucede com o fosfato, a creatinina, o acido
arico, ou a beta,-microglobulina) (19). Segundo Dhondt e col., a hemodialise &
eficaz na remogao das moléculas com peso molecular baixo; as moléculas com
peso molecular intermédio podem ser removidas mais facilmente utilizando
membranas com poros maiores, mas essa técnica néo € eficaz na remocao de
moléculas ligadas as proteinas (20).

O processo de didlise utiliza grandes volumes de agua na preparacdo da
solucéo de dialise. Um doente em hemodialise pode ser exposto a mais de 190
litros de agua por dialise. Os aperfeicoamentos observados nos equipamentos
de tratamento da agua para hemodialise resultaram na melhoria da qualidade
guimica da agua. A qualidade microbiolégica da agua também representa uma
fonte de preocupacéo, pois sabe-se que endotoxinas e fragmentos bacterianos
presentes na agua e na solucdo de dialise podem atravessar a membrana de

didlise.

Tipos de dialise

Na hemodialise, os solutos atravessam a membrana por difusdo, em funcéo
das concentracdes presentes nos dois lados, tal como referido acima. Na
técnica da hemofiltracdo, a passagem dos solutos depende da presenca de
uma pressao, e processa-se por convecc¢ao, levando a que maiores moléculas

possam atravessar a membrana (19).
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Figura 2. Aparelho de hemodialise, vendo-se a circulacdo do sangue e do
liguido de hemodialise, em sentido inverso, permitindo a difusdo de solutos em

funcdo de gradientes de concentragdes.

A hemodiafiltracdo (uma técnica que combina hemodialise e hemofiltracédo) foi
comparada com a hemodialise convencional em numerosos estudos, e muito
embora alguns dados apontem no sentido da existéncia de resultados
favoraveis para as técnicas convectivas no que respeita a mortalidade (21), trés
meta-analises ndo confirmaram esse achado (22-24), embora tenham
mostrado tendéncias ndo significativas nesse sentido. No estudo de
Susantitaphong e col., as técnicas convectivas foram significativamente
melhores do que a hemodidlise no que respeita a mortalidade cardiovascular, a
hipotensdo associada a técnica, a depuragdo de ureia, de creatinina, de
fosfato, de B-2 microglobulina, de homocisteina, bem como a uma redugéo da
IL-6 (24). Estes autores ndo notaram diferengas no que respeita a morfologia

ou a funcdo cardiacas, a pressédo arterial ou a anemia (24). Contudo, a
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hemodiafiltracdo poderd associar-se a uma mais importante ativacdo das

plaguetas do que a hemodialise (25).

Frequéncia e a duracao (dose) da dialise.

No National Cooperative Dialysis Study, Lowrie e col. publicaram em 1981
dados relativos a um conjunto de 151 doentes, divididos em 4 grupos, em
funcdo da duracdo da didlise (curta versus longa) e do valor da ureia (blood
urea nitrogen; alta ou baixa) (26). Embora ndo se tenham verificado diferencas
na mortalidade entre os grupos, o abandono do estudo por razées médicas e a
taxa de hospitalizacdo foram superiores nos doentes com ureia elevada (26).
Owen e col. estudaram 13.473 doentes em hemodialise, e verificaram que a
ratio de reducao de ureia inferior a 60% se associava a uma maior mortalidade,
mas a albumina sérica menor que 4 g/dL era um fator preditor de mortalidade
mais poderoso (27). A importancia prognostica da albumina foi verificada
noutros estudos (28).

A dose de hemodialise apresentou uma correlacao inversa com a mortalidade
neste tipo de doentes no estudo de Held e col. Estes autores estudaram um
grupo de 2311 doentes em hemodialise e verificaram, ainda, a existéncia de
um limiar a partir do qual um aumento da dose de hemodidlise ndo se
associava a uma menor mortalidade (ratio de reducéo da ureia de 70% ou Kt/V
da ureia de 1,3) (29).

Num estudo mais recente, levado a cabo em 1846 doentes em hemodialise tri-
semanal, Eknoyan e col. efetuaram um ensaio clinico comparando uma dose
de dialise padrao versus dose alta e um dializador de baixo fluxo versus alto
fluxo (30). Neste estudo (Hemodialysis Study Group - HEMO) ndo foram
encontradas diferencas na mortalidade entre as modalidades de hemodiélise
testadas (30).

No que respeita a frequéncia dos tratamentos de hemodidlise, Culleton e col.
estudaram um conjunto de 52 doentes em hemodidlise, comparando um
esquema tradicional de trés sessdes por semana com um esquema de
hemodialise noturna, 6 vezes por semana (31). Os autores concluiram que a

hemodialise noturna frequente se associava a uma menor massa ventricular
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esquerda, a uma reducdo na necessidade de medicamentos anti-hipertensores,
e a uma melhoria em alguns parametros de metabolismo mineral (31).

Pelo seu lado, Rocco e col.,, no estudo “Frequent Hemodialysis Network
Nocturnal Trial”, estudaram um conjunto de 87 doentes, comparando, de novo,
o tratamento de hemodidlise 3 vezes/semana com 6 vezes/semana, noturno
(32). A hiperfosfatemia e a hipertensdo arterial mostraram melhores valores
com a hemodialise mais frequente, mas ndo se verificou uma diferenca
significativa no que respeita a mortalidade ou a massa ventricular esquerda
(32).

3. Mortalidade nos doentes em hemodialise

Aspetos gerais

No ultimo meio-século, o uso generalizado da hemodialise para prolongar a
vida nos doentes com DRCT constituiu um sucesso consideravel, prevenindo a
morte por uremia de muitos destes doentes. Presentemente, esta modalidade
terapéutica expandiu-se largamente, e € correntemente utilizada por uma
populacdo que inclui numerosos doentes idosos, levando a consequéncias
clinicas e econdémicas importantes para os doentes e para 0s sistemas de
saude. Os doentes com DRCT tém uma mortalidade elevada (33, 34), a qual
excede largamente a mortalidade da populacdo sem essa doenca (35),
acrescida de uma alta taxa de hospitalizacdo e de uma diminuicdo da
gualidade de vida.

O nosso conhecimento atual dos mecanismos associados a mortalidade
elevada, neste contexto, é incompleto. Nas ultimas décadas, este campo
médico registou importantes avancos tecnologicos e farmacologicos. Nao
obstante os avancos verificados, a sobrevida destes doentes é ainda
relativamente baixa.

Segundo dados do Relatorio Anual de 2013 do United States Renal Data
System (USRDS), a taxa ajustada da mortalidade global na populacdo em
dialise é 6,5 a 7,9 vezes maior do que a da populacdo geral (36). O periodo
inicial em hemodialise parece ser o periodo mais vulneravel em termos de
mortalidade, em particular os primeiros 3 meses (37, 38). A auséncia de

cuidados nefrolégicos pré dialise associa-se fortemente a esta mortalidade
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inicial (37). Efetivamente, a otimizacdo dos cuidados pré dialise é importante,
ndo sO por poder contribuir para atrasar a progressdo da doenca renal para a
sua fase terminal, mas também para promover as melhores condi¢des para o
paciente iniciar a hemodialise, como é o caso da criacdo precoce de um acesso
vascular definitivo (38).

Apesar do aumento da idade média dos pacientes em dialise e do aumento do
namero de co-morbilidades que apresentam, nos ultimos anos verificou-se uma
reducdo na mortalidade dos doentes incidentes e prevalentes em hemodialise
(36, 39, 40). Contudo, como a sobrevida na populacao geral também aumentou
nas ultimas décadas, os avancos verificados na populagdo com DRCT tornam-
Sse menos expressivos. Assim, por exemplo, e segundo dados do registo ERA-
EDTA 2012, um individuo de 50 anos, tem uma perspetiva de sobrevida na
populacdo geral europeia de 32,1 anos, mas de apenas 8 anos se estiver em
didlise. Ao contrario do que acontece na populagéao geral, em que as mulheres
apresentam vantagem em termos de sobrevida relativamente aos homens, nas
mulheres com DRCT em hemodialise essa vantagem parece anular-se (41),
aspeto que podera dever-se a um aumento da mortalidade néo cardiovascular
nas mulheres em dialise (41, 42).

Na pratica clinica, existiu historicamente uma variacdo consideravel no
momento do inicio da dialise para doentes com DRCT (classe V). Contudo,
estudos efetuados nos ultimos anos (43), como é o caso do estudo Initiating
Dialysis Early and Late (IDEAL) (44), indicam que nado parece haver vantagem
no inicio mais precoce da didlise (taxa de filtracdo glomerular estimada de 10,0-
14,0 ml por minuto), quando comparado com o inicio eletivamente mais tardio
(taxa de filtracdo glomerular estimada de 5,0 a 7,0 ml por minuto), em termos
de melhoria de sobrevida ou desfechos clinicos. Este estudo pode levar muitos
clinicos a optar por propor o inicio da hemodialise num momento mais tardio da
evolucdo da doenca. Tem-se verificado uma atenuacdo do progressivo
aumento de incidéncia de doentes, observado em anos anteriores.

A mortalidade nos doentes em hemodialise podera estar associada a alguns
parametros que ndo foram estudados em detalhe na presente investigacao.
Assim, os disturbios do metabolismo do fésforo e do calcio sdo reconhecidos
como estando associados a alteragcdes da mortalidade destes doentes, sendo

gue a mortalidade é maior com valores mais elevados do fosforo (45), do calcio
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e da hormona paratiroideia (PTH) (46, 47). Podera assinalar-se, a esse
respeito, a tendéncia para a calcificagdo vascular destes doentes (48).

Causas de morte

Doenca cardiovascular

A doencga cardiovascular tem sido considerada como a causa de morte mais
frequente nestes doentes (49), causando, em algumas séries, mais de 40% dos
Obitos (36, 50). Foley e col., em 1998, descreveram a associacdo entre a DRCT
e a doenca cardiovascular, nos seguintes termos: prevaléncia de doenca
coronaria de cerca de 40%; prevaléncia de hipertrofia ventricular esquerda de
cerca de 75%; mortalidade cardiovascular de cerca de 9% por ano e cerca de
10 a 20 vezes superior a da populacdo em geral; prevaléncia de insuficiéncia
cardiaca de cerca de 40% (51).

A morte por doenca cardiovascular (DCV) nos doentes em hemodialise engloba
varias causas, com diferentes mecanismos patogénicos, como a aterosclerose,
a insuficiéncia cardiaca e a morte subita (paragem cardiaca devido a arritmias
fatais desencadeadas por isquemia coronaria ou por mecanismos nao
isquémicos). Segundo dados do Relatério Anual de 2013 do USRDS, a DCV foi
responsavel, entre 2009 e 2011, por 42,3% das causas de morte nos doentes
prevalentes em HD; destes casos, a morte sUbita/arritmia representou 26,9%
dos obitos (36).

Os fatores de risco para morte subita/arritmia podem incluir aspetos como a
idade, a presenca de Diabetes mellitus, de doenca vascular periférica ou de
doenca cardiaca isquémica (52). Shastri e col. publicaram dados relativos ao
estudo HEMO (com 1745 participantes), e mostraram que a morte subita
cardiaca era responsavel por 22% dos 06bitos, enquanto que a morte cardiaca
ndo subita foi encontrada em 17% dos casos e a morte ndo cardiaca em 61%
dos o6bitos (52).

No estudo Dialysis Outcomes and Practice Patterns Study (DOPPS), foram
analisados 37,765 participantes, provenientes de 12 paises (53). Neste estudo,
a morte subita (definida por arritmia cardiaca, paragem cardiaca, e/ou
hipercaliemia), representou globalmente 26% de todas as mortes, mas com

diferencas substanciais entre paises: 33,4% nos Estados Unidos, a comparar
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com uma meédia europeia de 17,8%. Segundo Herzog e col., a especial
vulnerabilidade da populacdo em hemodiadlise para a morte associada a
arritmias cardiacas, pode dever-se a presenca de doenca das artérias
coronarias, a uma tolerancia diminuida a isquemia do miocardio, a mudancas
rapidas da concentracdo de eletrélitos, ou a disfuncdo do sistema nervoso
autonomo (50). A propria natureza intermitente do tratamento de hemodiélise,
ao longo da semana, pode contribuir para um aumento da taxa de mortalidade.
Como Bleyer e col. notaram, podera verificar-se um possivel aumento da
mortalidade cardiaca e por morte subita, as segundas e tergas-feiras (54).
Também Foley e col., num estudo efetuado em 32,065 pacientes, verificaram
gue a mortalidade global, a mortalidade cardiaca, a morte subita e a morte por
infecdo se associaram com maior frequéncia ao dia apos o intervalo mais longo
(55).

Doenca nao cardiovascular

Os doentes que iniciam dialise tém um risco de mortalidade global aumentada,
gue em parte ndo se deve a causas cardiovasculares. Num estudo de Jager e
col. (56), utilizando dados provenientes de 123.407 doentes do registo ERA-
EDTA, verificou-se que as causas de morte foram cardiovasculares em 39%
dos doentes, e ndo cardiovasculares em 51% dos doentes. A mortalidade
cardiovascular foi 8,8 vezes maior do que na populacdo geral, enquanto que a
mortalidade nédo cardiovascular foi 8,1 vezes maior do que na populacéo geral
(56).

As infecbes e a malignidade s&o as causas de morte ndo cardiovasculares
mais comuns nos doentes em terapéutica substitutiva da funcéo renal. Sarnak
e col. (57) encontraram um valor 50 vezes superior para a mortalidade devida a
sepsis nos doentes em dialise, quando comparada com a populacdo geral.
Segundo Vogelzang e col. (58), autores que avaliaram a mortalidade por
infecdes e neoplasia em 168.156 doentes provenientes do registo ERA-EDTA,
a mortalidade relacionada a infecdo esta muito aumentada nos doentes em
didlise (risco de morte por infecdo 82 vezes maior que o da populacdo em
geral) .

As infe¢cdes que mais frequentemente causam a morte destes doentes sdo a

septicemia, as infe¢des urinarias e a pneumonia (59). Powe e col. descreveram
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a incidéncia de pelo menos um episédio de septicemia em 4005 doentes em
hemodiélise durante um periodo de 7 anos, tendo encontrado um valor de
11,7% (60). A idade avancada, a presenca de Diabetes mellitus, a albumina
sérica baixa, 0 acesso vascular temporério e a reutilizagdo do dialisador (filtro
de hemodialise) estiveram associados a um risco aumentado de infecao (60).

A mortalidade relacionada com malignidade estd moderadamente aumentada
nos pacientes em didlise (risco de morte cerca de 3 vezes maior que o da
populacéo geral) (36, 58).

Em Portugal, segundo os registos da Sociedade Portuguesa de Nefrologia (4),
as causas de morte dos pacientes em hemodialise no ano de 2014 foram em
24,2% dos casos por doenca cardiovascular e por morte subita (esta ultima
representou 8,9% de todas as causas de mortalidade). A infecdo (23,9%) e a
malignidade (10,1%), representaram 34% das causas de mortalidade. A
caquexia foi referida como causa de morte em 8,3% dos casos. Apesar do
numero crescente de idosos em dialise no nosso pais, a taxa de mortalidade
global em hemodialise baixou, em 2014, tendo sido de 12,49%. Dos doentes
gue iniciaram HD em 2014, cerca de 5,6% faleceram nos primeiros 90 dias de
tratamento, o periodo considerado mais vulneravel, e 70,2% apresentaram

seguimento prévio por nefrologista (por mais do que 3 meses).

Fatores de risco de mortalidade

O elevado risco de mortalidade e morbilidade nos doentes em hemodialise
associa-se a uma elevada prevaléncia de fatores de risco cardiovascular
“classicos” (tais como hipertensdo arterial, Diabetes mellitus, dislipidemia,
hipertrofia ventricular esquerda, tabagismo e idade avancada). Para além
disso, diversos fatores relacionados com a uremia (19) podem ter um papel
importante, incluindo a sobrecarga de volume, a hiperfosfatemia (61), um valor
elevado do produto fosfo-célcico, a calcificacdo vascular, a acumulacdo de
toxinas urémicas, a acidose metabdlica, as alteracdes de outros eletrdlitos, a
anemia, a inflamacéo, o stress oxidativo, a disfuncdo endotelial, a resisténcia a
insulina, a hiperatividade simpatica, a hiper-homocisteinemia (62), a
lipoproteina (a) elevada (63) e ainda valores elevados de dimetilarginina
assimétrica (64-67). Este dUltimo biomarcador (68) associa-se a maior

mortalidade apenas nos doentes que nao tenham origem Africana (69). A
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propria doenca renal cronica tem sido encarada como fator de risco para DCV
(2, 64). Para além disso, havera ainda a considerar a natureza da doenca renal
subjacente, bem como a presenca de co-morbilidades.

Tal como referido em baixo, nos doentes em hemodialise, alguns fatores de
risco para outras populacdes, apresentam-se como protetores nestes doentes
(epidemiologia inversa ou paradoxal), incluindo, entre outros, o indice de
massa corporal e o colesterol.

Nos doentes que iniciam hemodialise, acrescem alguns fatores de risco
especificos da hemodidlise, 0os quais se relacionam com o tipo de acesso
vascular (por vezes com infecdo associada), com possiveis alteracfes rapidas
do volume intravascular e da concentracdo de eletrélitos, com a ativacdo do
sistema imunolégico, com a contaminacdo viral potencial, bem como com
impurezas da agua de hemodialise. A presenca de funcdo renal residual

podera também ter importancia neste contexto.

Inflamacéao

A inflamacédo crénica, comum nos doentes em hemodidlise (70-72), € uma
situacdo clinica na qual é frequente a presenca de doenca cardiovascular
aterosclerotica (CVD). O processo inflamatério na doenca renal crénica pode
favorecer o aparecimento de doenca cardiovascular, e pode estar associado a
elevada morbilidade e mortalidade destes doentes (73-75).

A presenca de inflamacado cronica ou episédica associa-se a aumento do risco
de mortalidade. Os marcadores inflamatérios sdo poderosos preditores de
mortalidade apos ajustamento para outros fatores de risco (76, 77). A
inflamacédo esta associada a outros fatores de risco para a mortalidade nestes
doentes, como a resisténcia a eritropoietina (78), a malnutricdo, a doenca
vascular e a hipertrofia ventricular esquerda.

Em trabalhos anteriores, foi encontrada uma possivel interacdo entre
parametros da hemostase e marcadores de inflamacdo aumentados em
doentes em hemodialise, apontando para a hipotese de existir uma relacao
préxima entre inflamacao, disfuncéo endotelial e alteracbes da hemostase (79,

80).
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A inflamacdo sistémica esta frequentemente presente nos doentes em
hemodidlise, e 0 uso de cateter venoso central (CVC; Figura 3) foi associado a
uma exacerbacao do estado inflamatorio (79).

A proteina C reativa (CRP; cujo nome deriva da sua capacidade para precipitar
o polisacarideo C somatico do Streptococcus pneumoniae) liga-se a fosfatos de
colina (81, 82), levando a ativacdo do complemento (83). A CRP plasméatica
tem origem predominantemente no figado, sendo a sua sintese promovida pela
citocina interleucina-6 (IL-6) (84). Zocalli e col. encontraram uma associagao
entre a CRP e a aterosclerose carotidea, em doentes em dialise (85).
Zimmermann e col. (76) estudaram um conjunto de 280 doentes em
hemodiélise, e verificaram que a idade e a concentracdo de CRP se
correlacionavam negativamente com a sobrevida na populacdo estudada.
Estes autores verificaram que 46% dos doentes apresentavam CRP elevada —
demonstrando que a inflamagé&o cronica € comum neste tipo de doentes.

Yeun e col. (75), pelo seu lado, estudaram um conjunto de 91 doentes em
hemodialise, e concluiram, de igual forma, que a CRP se associava a
mortalidade. Panichi e col. estudaram 218 doentes em hemodialise, e
concluiram que a IL-6 € um preditor de mortalidade mais poderoso que a CRP
neste contexto (77).

A ferritina sérica muito elevada (> 800 ng/ml) podera associar-se a um mau
prognostico nestes doentes, possivelmente como um contributo do estado
inflamatorio (86).

Akchurin e Kaskel publicaram uma revisao sobre a inflamacao na doenca renal
cronica (87). Para estes autores, um estado de inflamacdo cronica de baixo
grau caracteriza esta doenca, com impacto na sua pato-fisiologia e podendo
contribuir para a doenca cardiovascular e para a mortalidade destes doentes,
bem como para o estado de “protein-energy wasting” (87). Os mesmos autores
identificaram um conjunto de fatores que podem contribuir para o estado
inflamatorio destes doentes (Tabela 3).

Varios fatores extracorporais relacionados com a técnica de hemodidlise tém
sido implicados como podendo contribuir para manter um estado inflamatorio
cronico, nomeadamente a exposi¢cdo aos circuitos e membranas de dialise, e
ainda a eventual presenca de impurezas e de endotoxinas bacterianas no

liquido de didlise.
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Tabela 3. Alguns fatores que podem contribuir para o estado inflamatério dos
doentes em hemodialise, e mencao a alguns achados correlacionados.

Fator Achados

Doenca de base, incluindo doencas
auto-imunes.

Co-morbilidades, como a obesidade ou
a hipertensédo arterial.

Efeitos de citocinas inflamatorias, tais Associagdo CRP/mortalidade (76).
como a CRP, a IL-6 ou o TNF-alfa. Associagao IL-6/ mortalidade (77).
Associacao IL-2/ prurido urémico (88).
Associacdo TNF-alfa/ fraturas (75).
Associacao predisposicao genética
para produzir pouca interleucina 10/
depresséao (89).

Stress oxidativo

Acidose

Infecdes, incluindo doenca peri-odontal
Metabolismo do tecido adiposo alterado = Ratio leptina/adiponectina como
preditor de mortalidade (90).

“Intestinal dysbiosis” Associacao de “Indoxyl sulfate” e de “p-
cresyl sulfate” (toxinas produzidas pela
flora intestinal) / IL-6 (91).

Deficiéncia em Vitamina D

Presenca de CVC

Presenca de rim transplantado ndo
funcionante

Fatores no circuito de dialise: retencdo
de mediadores inflamatorios;
desequilibrio oxidativo; acetato;
substancias pirogénicas no dialisado;
ativacdo do complemento; membranas
e outro material bio-incompativel.

(Tabela preparada apos consulta dos trabalhos de revisdo de Akchurin e
Kaskel (87), de Jofré e col. (92) e de Kovesdy e col. (93); para abreviaturas ver
texto)

Relativamente a insuficiéncia cardiaca, foi apresentada a “hipotese
endotoxina/ lipoproteina” (94), a qual defende que as endotoxinas bacterianas,
com proveniéncia no intestino, penetram na corrente sanguinea em
guantidades aumentadas naquela situagéo clinica, cabendo as lipoproteinas a
sua neutralizacdo (95), podendo as endotoxinas contribuir para o estado
inflamatorio destes doentes. Nos doentes em hemodialise, 0 mesmo raciocinio

se poderia fazer, acrescentando-se a possibilidade das endotoxinas terem
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proveniéncia no liquido/circuito de hemodidlise, podendo atravessar a
membrana da dialise (96). Esta teoria poderia justificar a associacdo da
mortalidade com colesterol baixo nos doentes em hemodidlise.

Tem atraido muita atencdo a possibilidade da existéncia de toxinas urémicas
com proveniéncia na dieta. Entre estas, o TMAO (“trimethylamine N-oxide”), um
metabolito, produzido por bactérias intestinais, da fosfatidilcolina, da colina e da
L-carnitina podera ter grande relevo (97, 98). O TMAO associa-se ao risco de
morte em doentes com insuficiéncia renal, enquanto que, em termos
experimentais, se associa a fibrose tubulo-intersticial e a disfungéo renal (97).

O composto “Bardoxolone Methyl”, apresentado como um antioxidante
modulador da inflamag&o, € um ativador do Nrf2 (“Nuclear factor-erythroid-2-
related factor 2”), que regula a inflamacéo e o stress oxidativo (99). O ensaio
clinico “Bardoxolone Methyl Evaluation in Patients with Chronic Kidney Disease
and Type 2 Diabetes Mellitus: the Occurrence of Renal Events” (BEACON) foi
interrompido precocemente devido a um aumento da incidéncia de eventos
cardio-vasculares (100).

N&o sdo conhecidos ensaios clinicos que demonstrem que os desfechos
clinicos dos doentes em hemodialise sejam melhorados através de
intervencbes agindo diretamente sobre a inflamacdo (93). Contudo, a
investigacdo que tem vindo a ser conduzida nesta area tem estudado uma
variedade de farmacos de diferentes classes farmacolégicas (93), incluindo a
pentoxifilina (101), a vitamina C (102), ou ainda o anakinra (antagonista IL-13)
(103).

Acesso vascular

E necessario um acesso vascular funcionante para a execucdo da técnica da
hemodialise. A hemodidlise requer o0 acesso aos vasos sanguineos, de forma a
estabelecer um circuito sanguineo extra-corporal (tipicamente, trés vezes por
semana). Este campo tem registado uma evolucdo escassa nos ultimos anos,
nao obstante a importancia da morbilidade causada por disfuncdo do acesso
vascular neste tipo de populacdo (104). Os problemas relacionados com o
acesso vascular s&o responsaveis por um importante numero de

hospitalizacdes. Nos doentes estudados por Ifudu e col.,, os problemas
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relacionados com o0 acesso Vvascular estiveram ligados a 48% das
hospitalizacdes (105).

Existem trés formas de acesso vascular para hemodialise: a fistula arterio-
venosa (FAV), a protese vascular, e o cateter venoso central (CVC; Figura 3).
Cada uma destas modalidades apresenta vantagens e inconvenientes.

A FAV, que consiste numa simples anastomose entre as artérias e veias do
antebraco, é geralmente a primeira escolha para acesso vascular para
hemodidlise crénica, uma vez que O Seu uUSO Se associa a uma menor
incidéncia de infecdo e de trombose, com duracdo de utilizacdo média
prolongada. Mais frequentemente s&o utilizadas FAV com anastomoses da
artéria radial com veia cefélica (radio-cefélica), e FAV com artéria braquial e
veia cefalica (braquio-cefalica) ou veia basilica (braquio-basilica). A veia
basilica pode ser transposta lateralmente (FAV braquio-basilica com
transposicdo). Contudo, este tipo de acesso vascular necessita de maturar por
varias semanas ou meses antes de poder ser utilizado, pelo que deve ser
construida precocemente, de forma a poder ser utilizada, quando o doente
inicia hemodialise cronica. A FAV tem duas complicagcdes importantes: a
disfuncédo da fistula imediatamente apds a sua constru¢do, por um lado, e a
estenose da seccdo venosa com fendmenos de trombose associados (106). As
FAV com disfuncdo podem ser tratadas através de angioplastia, mas sao
sujeitas a fendmenos de re-estenose, nos quais € frequente a elevada
proliferacéao celular (107).

A prétese vascular sintética é relativamente facil de colocar e de utilizar. Sédo
geralmente utilizadas nos doentes cujos vasos nativos ndao tém condicfes para
FAV. Contudo, foram descritas incidéncias elevadas de estenose, trombose e
infecdo para este tipo de acesso vascular (108). A prétese vascular podera ter
uma menor duragao de uso (“access survival’), quando comparada com a FAV
(209).

O uso de CVC (com tunel subcutaneo) € o método geralmente considerado
como menos desejavel para efetuar a hemodialise crénica. O seu uso tornou-
se comum a partir da década de 1980, sendo a veia jugular interna a mais
frequentemente utilizada (110, 111). Apesar de poderem ser utilizados logo
apos a sua implantacéo, os CVC associam-se a taxas particularmente elevadas

de infecdo, hospitalizacdo e morte (112), sendo a infecdo e a trombose as
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complicagbes mais temidas (113). De uma forma geral, as complicacOes
associadas ao uso de cateteres venosos centrais dividem-se em mecanicas,
trombdticas e infeciosas (114). As complicagbes mecéanicas podem surgir logo
aquando da colocacdo do cateter, incluindo a puncéo arterial, o hematoma, o
hemot6rax e o pneumotdrax (114). No caso da punc¢do subclavia, a taxa de
complicagcdes mecéanicas associadas a colocacdo de um CVC poderé estar
entre os 6,2 e os 10,7% (114). Foram descritas complicacbes mecanicas tao
diversas como o tamponamento cardiaco, a hidrocefalia ou a embolia gasosa,
entre outras (115). No caso de se verificar uma infegdo associada ao cateter,
pode ser necessaria a sua remocao e ulterior substituicdo (114). As infecbes
dos cateteres de hemodidlise sdo frequentemente causadas pelo agente
Staphylococcus aureus (116). Os CVC sédo propensos a oclusdo parcial ou
total, o que pode levar a didlises inadequadas ou nao efetuadas (112). A
estenose venosa central pode ocorrer em associa¢ao ao uso de CVC (111).

Em Portugal, segundo o relatorio anual do gabinete do Registo da Sociedade
Portuguesa de Nefrologia de 2013, dos doentes prevalentes em hemodialise,
70,7% tinham uma FAV como acesso vascular, 12,4% apresentavam uma
protese e 16,7% eram portadores de um CVC de longa duracdo (4). O uso
prolongado de CVC (com tunel subcutadneo) pode ser justificado nalgumas
situacdes, tais como inexisténcia de FAV ou protese em condi¢cdes adequadas
de utilizacdo, bem como em casos de exaustdo de outras opcoes.

O aspeto mais preocupante na utilizacdo de CVC é a alta taxa de
infecdo (117). No estudo “Dialysis Morbidity and Mortality Wave 27, Ishani e
col. estudaram a incidéncia de septicemia e de bacteremia em doentes em
hemodialise (118). O tipo de acesso para hemodialise associou-se a diferencas
na incidéncia de septicemia e de bacteremia. Os CVC permanentes
apresentaram um aumento de 95% na incidéncia desse tipo de infecdes. A
presenca de septicemia ou de bacteremia associou-se ao risco de morte, de
enfarte do miocardio, de insuficiéncia cardiaca, de doenca vascular periférica e
de acidente vascular cerebral (118).

Num outro estudo (119), envolvendo 66.595 doentes, a mortalidade ao final de
um ano foi de 24,9% para os doentes com FAV, a comparar com 27,2% para
os doentes com protese venosa autéloga, 28,1% para os doentes com prétese
sintética e de 41,5% para doentes com CVC (119).
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No estudo “U.S. Renal Data System Dialysis Morbidity and Mortality Study
Wave 17, relativo a 5507 doentes em hemodialise, a mortalidade foi mais
elevada nos doentes com CVC do que nos doentes com FAV, incluindo a
mortalidade relacionada com infecdo, e também a mortalidade cardio-vascular
(120). Pastan e col. publicaram dados no mesmo sentido, num estudo
envolvendo 7497 doentes em hemodialise (121).

Ocak e col. estudaram um conjunto de 1109 doentes holandeses, e
confirmaram a mortalidade mais elevada nos doentes com CVC (122). Quando
os doentes eram separados em funcéo da idade ser ou nao inferior a 65 anos,
0s autores notaram que os idosos tinham maior mortalidade, sendo que os
idosos com CVC apresentaram uma mortalidade particularmente elevada

(global, de causa infeciosa e cardiovascular) (122).

Figura 3. Cateter venoso central (CVC) utilizado em tratamento de hemodialise.

Os doentes em hemodialise poderdo apresentar alteragdes na fibrinolise e/ou
disfuncdo endotelial. Os estudos de marcadores de fibrindlise efetuados nos
doentes com DRCT tém apresentado resultados variaveis (123). O tipo de

acesso vascular pode ser de importancia na analise dos parametros
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inflamatorios e fibrinoliticos (79, 124, 125). Em trabalho anterior verificou-se
uma relacdo entre a presenca de CVC e niveis elevados de D-dimeros,
ativador do plasminogénio tecidular (t-PA) e marcadores inflamatérios, tendo
sido colocada a hipétese de existir uma relacéo entre o tipo de acesso vascular
utilizado na hemodialise e o risco de trombogénese (79).

No estudo “Choices for Healthy Outcomes in Caring for ESRD” (CHOICE), a
mortalidade anual foi de 11,7% para os doentes com FAV, de 14,2% para 0s
doentes com préteses, e de 16,1% para os doentes com CVC (126). No
mesmo estudo, efetuado em 583 doentes em hemodialise, os doentes com
CVC ou prétese vascular apresentavam um valor mais elevado de CRP (62% e
30%, respetivamente) (127). A presenca de CVC néo se associava de forma
significativa a mortalidade destes doentes apds os dados serem ajustados para
0s niveis dos marcadores inflamatorios (127).

Dados do registo Australian and New Zealand Dialysis and Transplant
Association (ANZDATA), englobando 612 obitos ocorridos em 3749 doentes,
apontam no sentido de uma maior mortalidade nos doentes com CVC ou com
prétese vascular (128). Os autores acreditam, para além disso, que a FAV se
associa a uma maior longevidade e a menores taxas de infecdo e de
intervencéo (128).

Ravani e col. publicaram uma revisao sistematica e meta-analise sobre o tema
do acesso vascular em doentes em hemodialise (129). Comparados com 0s
doentes com FAV ou com proteses vasculares, os doentes com CVC
apresentaram maior mortalidade e maior incidéncia de infecGes fatais e de
eventos cardiovasculares (129). Os doentes com proteses vasculares
apresentaram maior mortalidade e maior incidéncia de infecGes fatais, quando

comparados com os doentes com FAV (129).

Stress oxidativo e paraoxonase 1.

Nos doentes em hemodialise, os niveis de inflamacdo e de stress oxidativo
encontram-se frequentemente elevados, fatores que podem concorrer para o
favorecimento do processo aterosclerético e, possivelmente, para 0 risco

cardiovascular aumentado. Como comentario geral relativo a questdo do stress
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oxidativo nos doentes em hemodialise, ha a referir alguns estudos, com
destaque para dois ensaios clinicos:

No primeiro, Boaz e col. investigaram os efeitos da suplementacdo com
vitamina E (800 U.l./dia) nos desfechos cardiovasculares em 196 doentes em
hemodialise com doenca cardiovascular prévia, tendo verificado uma reducédo
num desfecho cardiovascular composto (enfarte do miocéardio, trombose
cerebral, doenca vascular periférica e angina instavel) em associacdo a
terapéutica, quando comparada com a administracéo de placebo (130).

No segundo, Tepel e col. investigaram os efeitos da acetil-cisteina (600 mg bid)
sobre os desfechos cardiovasculares em 134 doentes em hemodialise, em
comparagdo com placebo (131). Os autores verificaram uma redugdo
significativa de um desfecho composto (incluindo enfarte do miocardio,
mortalidade cardiovascular, trombose cerebral, revascularizacdo miocardica,
doenca arterial periférica grave) em associagcéo ao uso de acetil-cisteina (131).
Estes dois estudos tém sido interpretados como tendo resultados néo
generalizaveis, em virtude, sobretudo, da dimensao relativamente pequena da
amostra de doentes estudada (132), mas ndo deixam de mostrar resultados
interessantes.

Bossola e Tazza publicaram um estudo de revisdo sobre a associacdo entre
“stress” oxidativo e doencga cardiovascular nos doentes em hemodialise (133).
Estes autores concluiram, com base em estudos de tipo epidemiolégico
(“cross-sectional”), que os biomarcadores de “stress” oxidativo se associaram a
prevaléncia de doenca cardiovascular (oito estudos nesse sentido, num total de
10 estudos encontrados na literatura) (133). No entanto, o estudo da
associagao entre “stress” oxidativo e calcificacdo das artérias coronarias,
aterosclerose e desfechos clinicos cardiovasculares e globais mostrou
resultados inconclusivos (133).

E aceite que a oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) é
importante no processo de iniciacdo e progressao da aterosclerose. Sendo a
paraoxonase 1 humana (PON1) uma enzima anti-oxidante associada as HDL
(134), a sua atividade nos doentes renais pode representar um fator de
protecdo, inibindo a oxidacdo das LDL, e por consequéncia, a formacédo de
foam cells e a progresséo da aterosclerose. A PON1 é uma enzima sintetizada

primariamente no figado (134), com propriedades anti-aterogénicas, anti-
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oxidativas e anti-inflamatorias (134, 135). Estudos in vitro apontam no sentido
de a PON1 se associar também as lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), embora em grau menor do que as HDL; as VLDL poderiam influenciar
a secrecédo de PON 1 (136).

A enzima PONL1 cataliza a hidrélise de numerosos substratos: lactonas, tio-
lactonas, ésteres, e fosfo-triésteres, incluindo a paraoxona (137). A atividade
desta enzima é influenciada por fatores genéticos e por fatores ndo genéticos.
Tém sido estudados, em particular, dois polimorfismos genéticos envolvendo a
regiao que codifica o gene ponl, que se associam a variacdes na atividade da
enzima PON1: o polimorfismo Q192R e o polimorfismo L55M (leucina versus
metionina na posi¢do 55). O polimorfismo L55M associa-se a uma diminuigao
na expressao do RNA (&cido ribonucleico) mensageiro e a uma diminui¢cdo na
atividade da PONL1 (138). O polimorfismo Q192R associa-se a uma redugéo na
atividade da enzima, uma vez que este polimorfismo afeta a cinética da
hidrolise de alguns substratos da PONL1.

Mackness e col. estudaram a atividade de paraoxonase em 1353 participantes
no “Caerphilly Prospective Study” (139). A atividade da PON1 era mais baixa
(20%) nos 163 homens que tiveram um evento coronario (139). A reduzida
atividade de PON1 (sobre a paraoxona) mostrou-se ser um fator de risco
independente para eventos coronarios em homens em alto risco (139).
Bhattacharyya e col. publicaram em 2008 dados do GeneBank Study, relativos
a 1399 doentes submetidos a angiografia coronaria (140). O polimorfismo
genético Q192R (glutamina [Q, “wild type”] versus arginina [R, variante] na
posicdo 192), associou-se a uma variacdo na atividade da PON1 (QQ192 >
QR192 > RR192), bem como a niveis mais elevados de stress oxidativo (140).
A presenca do gendtipo QQ192 associou-se a uma maior mortalidade e uma
maior incidéncia de eventos cardiovasculares major (140). A atividade mais
elevada de PON1 associou-se a uma incidéncia menor de eventos
cardiovasculares major (140).

Bouman e col. descreveram a PON1 como sendo uma enzima importante na
bio-ativacdo do clopidogrel, com um papel importante do polimorfismo genético
Q192R (141). Este achado foi contestado por Ancrenaz e col. (bem como por
outros autores), que atribuiram o papel principal na bio-ativacdo do farmaco as
enzimas CYP2C19, CYP2B6 e CYP3A (142). Dados do estudo “Clopidogrel in
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Unstable Angina to Prevent Recurrent Events” (CURE; 5059 doentes) e do
estudo “Atrial Fibrillation Clopidogrel Trial With Irbesartan for Prevention of
Vascular Events” (ACTIVE A; 1156 doentes) ndo mostraram uma ligacao entre
0 gendtipo Q192R da PON 1, quer com a eficacia quer com a seguranca do
clopidogrel em doentes com sindrome coronario agudo (143). A PON 1 podera
ser a enzima responsavel pela bio-ativagdo do olmesartan, um composto anti-

hipertensor que, tal como o clopidogrel, € um pré-farmaco (144).

Anemia e eritropoietina

A anemia € uma complicacdo frequente em doentes com DRCT em tratamento
de hemodidlise, e podera ter um impacto negativo na qualidade de vida dos
doentes, sobretudo no contexto de valores muito baixos de hemoglobina. A
introducdo da terapéutica com eritropoietina humana recombinante (rhEPO), e
de uma forma mais geral, com agentes estimuladores da eritropoiese (AEE)
para o tratamento da anemia da DRCT levou a uma redugdo da anemia e a
uma melhoria da qualidade de vida dos doentes, incluindo a vitalidade (145), a
gualidade do sono (146) e as fun¢des neuro-cognitivas (147).

Eschbach e col. publicaram em 1989 um trabalho no qual 333 doentes em
hemodialise foram tratados com rhEPO (148). Verificou-se uma eliminacdo da
necessidade de transfusdes sanguineas, bem como uma reducéo da ferritina
em pacientes com sobrecarga de ferro (148). Contudo, o0 mesmo estudo
mostrou, entre outros efeitos adversos, a subida da pressao arterial em 35%
dos doentes (148).

Em 2003, Ofsthun e col. publicaram um estudo retrospetivo no qual estudaram
a mortalidade de doentes em hemodialise, em correlagdo com os niveis de
hemoglobina (149). Estes autores notaram que a mortalidade dos doentes com
um valor de hemoglobina menor que 9 g/dL era 2,11 vezes maior do que a dos
doentes com valores de hemoglobina compreendidos entre 11 e 12 g/dL (149).
Neste estudo retrospetivo, valores de hemoglobina igual ou superior a 13 g/dL
ndo se associaram a uma maior mortalidade. Esta questdo foi
subsequentemente analisada através de estudos prospetivos controlados

(ensaios clinicos).
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4

No estudo “Correction of Hemogloblin and Outcomes in Renal Insufficiency’
(CHOIR), publicado em 2006, Singh e col. estudaram um grupo de 1432
doentes com DRCT, sendo que um grupo de doentes foi tratado com epoetina
alfa, procurando atingir um valor de hemoglobina de 13,5 g/dL, enquanto que
num outro grupo, o objetivo consistia em atingir um valor de 11,3 g/dL. No final
de 16 meses, o “endpoint” primario (mortalidade, enfarte do miocardio,
hospitalizagdo por insuficiéncia cardiaca e acidente vascular cerebral) teve
maior incidéncia nos doentes com valor de hemoglobina mais elevada, ndo se
verificando diferencas na qualidade de vida (150).

No estudo “Cardiovascular Risk Reduction by Early Anemia Treatment with
Epoetin Beta” (CREATE), publicado, de igual forma, em 2006, um grupo de 603
doentes com taxa de filtracdo glomerular estimada como estando entre 15 e 35
ml/minuto/1,73 m? de superficie corporal, foi dividido em dois ramos, um dos
guais com um alvo de hemoglobina de 13 a 15 g/dL, enquanto que 0 outro
tinha um objetivo de 10,5 a 11,5 g/dL de hemoglobina (151). Ao longo de 3
anos, nao se verificou qualquer diferenca na incidéncia de um desfecho
cardiovascular composto (151). Os doentes do grupo com hemoglobina mais
elevada apresentaram uma maior incidéncia de inicio de hemodialise e de
hipertensédo arterial, mas também um melhor desempenho na avaliacdo da
saude geral e estado fisico (151).

Em 2009 foi publicado o estudo “Trial to Reduce Cardiovascular Events with
Aranesp Therapy” (TREAT), por Pfeffer e col. (152). Neste estudo, que
envolveu 4038 doentes com Diabetes mellitus, doenca renal cronica e anemia,
um grupo foi aleatorizado para ser tratado com darbepoietina alfa com um
objetivo de hemoglobina de 13 g/dL, enquanto que no segundo grupo era
utilizado placebo, sendo que a mesma darbepoietina alfa era utilizada quando a
hemoglobina se encontrasse em valores abaixo de 9 g/dL. Os “endpoints”
primarios - mortalidade, enfarte do miocardio, insuficiéncia cardiaca congestiva,
acidente vascular cerebral ou hospitalizacdo por isquemia miocardica; ou
mortalidade e DRCT — ndo diferiram significativamente entre os dois grupos
(152). Contudo, o acidente vascular cerebral foi marcadamente mais frequente
nos doentes com hemoglobina mais elevada (152).

Estes e outros dados levaram a que as recomendacdes atuais sobre esta

matéria preconizem que 0s agentes estimuladores da eritropoiese possam ser
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iniciados sempre que a hemoglobina seja inferior a 9 g/dL, sendo que os
mesmos agentes ndo deverdo ser utilizados para manter a hemoglobina em
valores superiores a 11,5 g/dL (153).

Curiosamente, numa outra situagao clinica, a policitemia vera, Marchioli e col.
descreveram uma menor incidéncia de mortalidade cardiovascular e de
trombose clinicamente importante nos doentes com hematdcrito inferior a 45%,
guando comparados com doentes com hematdcrito entre 45 e 50% (154). O
hematocrito é um determinante fundamental da viscosidade sanguinea (155).
Uma parte dos doentes em hemodialise apresenta uma marcada resisténcia
aos efeitos dos AEE (156). Tém sido apresentadas diversas condicdes
associadas a resisténcia aos AEE, incluindo a deficiéncia de ferro, absoluta ou
funcional, o hiperparatiroidismo, a doenca oncolégica ou hemato-oncoldgica, as
doencas da medula 6ssea (incluindo o mieloma mudltiplo), a inflamacéo cronica,
a toxicidade do aluminio, entre outras causas (157) (a “pure red cell aplasia”

associada ao uso de rhEPO sendo um fend0meno relativamente raro).

Perfil lipidico e terapéutica com estatinas

A DRCT determina com frequéncia diversos tipos de alteracbes no
metabolismo lipidico (158). O aumento dos triglicerideos (159, 160) é
considerado por alguns autores como o0 padrdo de maior relevo (161). Foram
ainda descritos nestes doentes niveis reduzidos de colesterol — HDL (162),
niveis aumentados de particulas de LDL oxidadas (162) e niveis aumentados
da lipoproteina (a) (163). Segundo Vaziri, existiria uma reducéo da atividade da
lipase de lipoproteinas, contribuindo para uma reducdo da depuracdo das
lipoproteinas ricas em triglicerideos (158). Segundo o mesmo autor, 0O
colesterol total e o colesterol-LDL encontram-se com frequéncia dentro dos
limites do normal, ou abaixo desses limites, nos doentes em hemodidlise (158).
A presenca de colesterol plasmatico mais elevado associou-se, em diversos
estudos, a uma maior sobrevida, em doentes em hemodidlise (164-166). Este
fendmeno constitui um exemplo de “epidemiologia inversa” observada neste
tipo de doentes.

Para além do tipo de acesso vascular, poderdo existir outros fatores a

influenciar a inflamacdo e a funcdo endotelial nos doentes em hemodiélise.
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Entre estes fatores podera contar-se a terapéutica com estatinas (inibidores da
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase). Para além dos efeitos sobre os lipideos
plasméticos, tém sido atribuidos as estatinas outros tipos de efeitos,
nomeadamente efeitos anti-inflamatoérios (167-170). No estudo “Justification for
the Use of Statins in Prevention: an Intervention Trial Evaluating Rosuvastatin”
(JUPITER), um conjunto de 17.802 pessoas com CRP (medida por técnica de
alta sensibilidade) = 2 mg/l foram tratados com rosuvastatina ou placebo,
tendo-se verificado, no primeiro caso, uma menor incidéncia de doenga
cardiovascular (171).

Diversos estudos avaliaram os efeitos das estatinas sobre a CRP e sobre a
albumina em doentes em hemodialise, tendo-se verificado que o uso de
estatinas se associou a uma reducdo da CRP, mas ndo a uma alteracdo da
albumina (172).

Pisoni e col. estudaram um conjunto de 601 doentes em hemodialise e
verificaram que o uso de estatinas ndo se associou a uma incidéncia diferente
de disfuncdo de FAV ou de prétese vascular, quando comparado com a
situacao de inexisténcia de terapéutica com estatina (173).

O estudo de Pisoni e col. ndo foi um ensaio clinico controlado, mas dois
ensaios clinicos com dimenséo apreciavel permitiram esclarecer os efeitos das
estatinas em doentes em hemodialise.

No estudo “German Diabetes and Dialysis Study Investigators” (4D), um grupo
de 1255 doentes com Diabetes mellitus em programa de hemodialise foi
tratado com 20 mg de atorvastatina em alternativa a placebo (174). Ap6s um
seguimento de 4 anos, e nao obstante uma reducédo no LDL-colesterol (“’low-
density lipoprotein-cholesterol”), ndo se verificou uma diferenca significativa na
ocorréncia do “endpoint” primario (mortalidade cardiovascular, enfarte do
miocéardio e acidente vascular cerebral) (174). Observou-se, no entanto, uma
associacao entre o uso de atorvastatina e uma menor incidéncia de eventos
cardiacos, bem como com uma maior incidéncia de acidente vascular cerebral
fatal (174). Numa analise “post-hoc” (e, como tal, essencialmente geradora de
hipéteses), verificou-se que a atorvastatina reduziu o risco de eventos
cardiacos e da mortalidade geral se os niveis de LDL-C pré-tratamento fossem
superiores a 145 mg/dl (3.76 mmol/L) (175).
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No estudo “A Study to Evaluate the Use of Rosuvastatin in Subjects on Regular
Hemodialysis: An Assessment of Survival and Cardiovascular Events
(AURORA)”, um conjunto de 2776 doentes em hemodialise participaram num
ensaio clinico, comparando o efeito de 10 mg diarios de rosuvastatina com o
efeito placebo (176). Muito embora se verificasse uma reducédo do LDL-
colesterol, apdés um seguimento de 3,8 anos, nao se verificou uma diferenca
significativa na ocorréncia do “endpoint” primario (mortalidade cardiovascular,
enfarte do miocérdio e acidente vascular cerebral) entre os dois grupos (176).
No Study of Heart and Renal Protection (SHARP), publicado em 2011, um
conjunto de 9270 doentes com doenca renal crénica (dos quais 3023 em
didlise) foram tratados com 20 mg de simvastatina e 10 mg de ezetimibe, em
comparacao com placebo (177). Apos um follow-up de 4,9 anos, os doentes
tratados revelaram uma reducdo de 17% na incidéncia de eventos
interpretados como sendo de causa ateroscleroética (enfarte do miocéardio nao
fatal e mortalidade coronaria; acidente vascular cerebral ndo hemorragico;
revascularizagédo arterial) (177).

Estes estudos concorreram para que, nas recomendagfes norte-americanas de
2013 para o tratamento das dislipidemias, os doentes em hemodialise (tal como
os doentes com insuficiéncia cardiaca) tenham sido considerados como nao
tendo uma indicacao para o uso de estatinas (178).

No que respeita aos doentes em hemodialise, Gupta e col., estudando a
incidéncia de episédios de sepsis em 1041 doentes, verificaram que o uso de

estatinas se associava a uma reducédo do risco de episodios de sepsis (179).

Estado nutricional, obesidade e adiponectina

A obesidade € um problema importante na generalidade das populacfes
humanas atuais (180). A obesidade associa-se a hipertensdo arterial, a
Diabetes mellitus, a alteracdes do metabolismo lipidico e a apneia do sono.
Muzumdar e col. verificaram que a remocdo experimental da gordura visceral
no Rato se associava a um aumento da esperanca de vida (181), dados em
favor da hipotese segundo a qual a gordura visceral em excesso diminui a

longevidade.
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Em 1993, Hotamisligil e col. mostraram, em modelos experimentais de
obesidade e diabetes, um aumento da expresséo do fator de necrose tumoral a
(TNF-a) (182). O tecido adiposo liberta diversos tipos de moléculas diferentes,
designadas por adipocinas (180). Na obesidade humana, tal como nos modelos
experimentais, € frequente encontrar-se um estado de inflamacgédo crénica de
baixo grau, caracterizado pelo aumento da produgdo de adipocinas,
nomeadamente a interleucina-6 (IL-6) e o TNF-a, as quais poderdo associar-se
a um estado de resisténcia aos efeitos da insulina bem como a altera¢des no
metabolismo lipidico e na funcao endotelial (183). Os &cidos gordos livres estédo
frequentemente aumentados nos doentes obesos, e poderdo desempenhar um
papel na libertacdo de adipocinas (180). O tecido adiposo podera ser também
uma fonte de PAI-1 (184). Ouchi e col. mostraram a presenca de CRP no
tecido adiposo, bem como a existéncia de uma correlagdo negativa entre a
adiponectina e a CRP (185).

Diversos estudos mostraram uma associacéo inversa “paradoxal” entre alguns
fatores de risco “classicos” para doenca cardiovascular e mortalidade em
doentes em hemodialise (186-189). Na verdade, tem sido demonstrado que um
indice de massa corporal (BMI) elevado pode apresentar-se como
“‘paradoxalmente” protetor e associado com uma sobrevida aumentada,
enquanto um BMI baixo se associa a mortalidade mais elevada em doentes em
hemodialise. Estes achados tém sido descritos como “epidemiologia inversa”
ou “paradoxo da obesidade” — um fenbmeno observado, de resto, em diversos
contextos (190, 191). A obesidade tem sido vista como um fator de risco para o
aparecimento e a progressao da doenca renal cronica (188). Contudo, parecem
existir mecanismos nos doentes obesos em hemodidlise que os protegem,
guando comparados com doentes com baixo peso. Tém sido propostas
diferentes explicacfes, entre as quais um estado hemodinamico mais estavel,
efeitos do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), alteragcdes neuro-hormonais e
sindrome de malnutricdo/ inflamacé&o (189). No que respeita aos doentes com
baixo peso, algumas explicacdes foram propostas para explicar o seu maior
risco, incluindo a nocdo que apresentam uma reserva nutricional reduzida e
uma ingestédo reduzida de proteinas e de calorias, diminuindo a sua capacidade
para ultrapassar a inflamacdo e a acidose cronicas; a hospitalizacdo e a

faléncia de acessos vasculares sdo também mais frequentes nestes doentes
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(192). Estes achados poderdo ser associados ao aumento do estado
inflamatorio, que é comum nos doentes em hemodialise, podendo a inflamacao
ser um fator importante associado & anemia e a resisténcia aos AEE nos
doentes em hemodialise.

Beddhu e col. estudaram 70.028 doentes em hemodidlise, e verificaram que 0s
doentes com BMI elevado registaram menor mortalidade; contudo, estes
autores mostraram que o efeito protetor associado ao BMI elevado se
confinava aos doentes com massa muscular normal ou elevada (193).

Kakiya e col., pelo seu lado, estudaram 808 doentes em hemodialise, e
mostraram que um “lean mass index” elevado se associava a um menor risco
de morte cardiovascular, enquanto que um “fat mass index” elevado se
associava a um risco menor de mortalidade ndo cardiovascular (194).

Nos doentes em hemodialise, os niveis de CRP estdo aumentados (195) e os
niveis elevados associam-se a uma maior mortalidade (75). A IL-6 apresenta-
se também como fator de prognostico nos doentes em hemodialise, tal como
apuraram Bologa e col. num conjunto de 90 doentes (196). O estado
inflamatorio observado nos doentes em hemodialise podera associar-se a
alteracdes no funcionamento do endotélio vascular, a semelhanca do que
podera ocorrer na obesidade.

A adiponectina foi descoberta em 1996 por Maeda e col. (197). Em 1999, Arita
e col. mostraram que a adiponectina se apresentava em concentracdes
diminuidas nos plasmas de doentes obesos, muito embora fosse uma
substancia produzida no tecido adiposo (198). A adiponectina circula sob a
forma de trimeros, hexameros e uma forma de alto peso molecular (199). A
forma de alto peso molecular da adiponectina correlaciona-se com os valores
de colesterol das lipoproteinas de alta densidade (HDL), e negativamente com
os triglicerideos e com a CRP (199).

A adiponectina podera desempenhar um papel anti-aterogénico e anti-
inflamatorio. A adiponectina podera ser dotada de efeitos sobre o endotélio,
modulando a sua funcdo. Ouchi e col. mostraram que, em condicdes
experimentais, a adiponectina inibe os efeitos do TNF-alfa sobre a adesdo a
células endoteliais e a expressdao das moléculas de adesdo VCAM-1, E-
selectina, e ICAM-1 (200). Ainda em condicOes experimentais, Chen e col.

mostraram que a adiponectina estimula a producdo de NO em células
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endoteliais (201). Motoshima e col. descreveram que a adiponectina,
novamente em condicbes experimentais, impede alguns efeitos das LDL
oxidadas, designadamente a estimulacéo da proliferagéo celular e a producao
de superéxido (202). Mais ainda, Okui e col. verificaram que valores mais
baixos de adiponectina se associavam a disfuncdo endotelial das artérias
coronarias (203). Contudo, nos doentes em hemodialise, os niveis de
adiponectina estdo frequentemente elevados, e poderdo estar associados com
a mortalidade destes doentes (204).

Disfuncéo endotelial, coagulacéo e fibrindlise

O endotélio constitui a interface entre 0os vasos sanguineos e o0 sangue, e
apresenta um papel importante na regulacdo da contracdo vascular (atraves,
nomeadamente, do papel vasodilatador do NO e da prostaciclina e do papel
vasoconstritor da endotelina) e na aterosclerose. A disfuncdo endotelial pode
ser estudada de forma direta através da medicdo do fluxo sanguineo. Por
exemplo, Heitzer e col. estudaram por pletismografia o fluxo sanguineo no
antebraco, apos administracdo intra-arterial de acetilcolina, como medida de
vasodilatacdo dependente do endotélio (205). Estes autores estudaram 281
doentes com doenca das artérias coronarias, e verificaram, apés um follow-up
de 4,5 anos, que os doentes com novos eventos cardiovasculares
apresentavam valores mais baixos para a vasodilatacdo induzida pela
acetilcolina (205). Uma técnica indireta alternativa de avaliar a funcéo endotelial
consiste em medir biomarcadores produzidos no endotélio (206).

Comparando 159 doentes com doenca renal crénica com um grupo de
controlo, Yilmaz e col. descreveram uma reducdo na vasodilatacdo dependente
do endotélio, a par de niveis aumentados da di-metil-arginina assimétrica (um
inibidor endégeno da synthase [sintétase] do 6xido nitrico) e de malon-dialdeido
(um marcador de stress oxidativo), e de niveis reduzidos de outros marcadores
de stress oxidativo, como a dismutase do superéxido eritrocitaria (207).

Hand e col. estudaram doze doentes em hemodialise, e verificaram que a
dilatacdo venosa em resposta a acetilcolina se encontrava diminuida antes da
hemodialise, sendo corrigida pela mesma (208). Estes autores especularam,

nestes doentes, se poderiam acumular inibidores da synthase do 6xido nitrico,
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0s quais poderiam ser depurados pela didlise (208). Miyazaki e col., pelo
contrario, descreveram uma deterioracdo da fung¢do endotelial em associagdo a
hemodidlise (utilizando uma técnica diferente, a flow-mediated vasodilation
during reactive hyperemia) (209). Migliacci e col. estudaram treze doentes em
hemodidlise e verificaram que a funcao endotelial se encontrava comprometida
(quando comparada com um grupo de controle), contudo nao verificaram que a
hemodialise corrigisse essa alteragdo (210).

O sistema da coagulacdo conta-se entre 0s mecanismos do organismo humano
cuja complexidade tem vindo a ser esclarecida. Sendo o sangue essencial a
vida, o organismo é dotado de mecanismos capazes de, em mdultiplas
circunstancias, estancar hemorragias, através da producdo de coagulos
(trombos), estruturas nas quais a fibrina desempenha um papel fundamental.
No entanto, o organismo € também dotado de mecanismos capazes de
desobstruir os vasos sanguineos nos quais 0s coagulos se formaram,
permitindo a adequada irrigacdo sanguinea do territério em causa. Os coagulos
de fibrina sdo frequentemente dissolvidos pela plasmina, uma serina-protease.
Esta protease degrada a fibrina, levando ao aparecimento dos “produtos de
degradacdo da fibrina”, frequentemente avaliados como fragmentos D da
fibrina “cross-linked” (D-dimeros). A plasmina deriva do plasminogénio, por
acao de enzimas, entre as quais se conta o ativador do plasminogénio tecidular
(t-PA). O t-PA é considerado como um ativador fibrinolitico, uma vez que leva a
gue ocorra a fibrindlise. Enquanto medicamentos, os fibrinoliticos em geral, e 0
t-PA em particular, foram desenvolvidos para o tratamento do enfarte do
miocéardio (211), mas mais tarde foram também utilizados no tratamento da
embolia pulmonar (212) e do acidente vascular cerebral isquémico (213).

Uma vez que o t-PA é produzido primariamente e é efetuada a sua secrecao
para o sangue pelas células endoteliais vasculares, pode ser utilizado como
marcador da funcdo ou disfuncdo endotelial (214). A atividade do t-PA é
regulada por inibidores do ativador do plasminogénio (PAIs), sendo que o PAI
de origem endotelial (PAI-1) podera ser o principal inibidor do t-PA, sendo que
o PAI-1 é produzido por células endoteliais e possivelmente por outras células.
Os valores elevados de PAI-1 associaram-se a doenca cardiovascular no
estudo Prospective Epidemiological Study of Myocardial Infarction (PRIME)
(215).
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O t-PA tem sido utilizado no contexto da hemodialise, designadamente para
estabelecer um fluxo sanguineo adequado em cateteres com trombose ou com
fluxos diminuidos (216, 217). Hemmelgarn e col. mostraram que o uso de t-PA
uma vez por semana, em substituicdo da heparina, nos cateteres de doentes
em hemodialise, levava a uma reducédo da incidéncia da disfuncédo de cateter e
de bacteremia (218).

Speiser e col. estudaram o0s niveis de t-PA no decurso da hemodidlise e
verificaram que ocorria uma elevacdo desse marcador (219). Os mesmos
autores verificaram que o fendbmeno em causa nao se devia a administracéo de
heparina (219). Tomura e col. encontraram valores elevados de t-PA em
doentes em hemodialise (220). Segarra e col. estudaram 200 doentes em
hemodialise, que compararam com 100 voluntarios, tendo concluido que os
niveis de t-PA, PAI-1, CRP e trombomodulina (um modulador da acdo da
trombina com acédo anti-coagulante e de ativacdo da proteina C (221)) se

encontravam elevados (222).
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OBIJECTIVOS

Objetivos

Portugal enfrenta uma tendéncia de crescimento anual de DRCT superior a
média dos paises da OCDE. Por outro lado, apesar dos avanc¢os técnicos no
procedimento de hemodialise e do apoio médico dado aos doentes nos ultimos
anos, a morbilidade e a mortalidade dos doentes em hemodialise mantém-se
elevada, sendo varias vezes superior & observada na populagdo em geral. A
doenca renal cronica esta associada ao desenvolvimento de anemia e de risco
de doenca cardiovascular. Como principal causa de morte nestes doentes,
referem-se os eventos cardiovasculares. A idade avancada, um perfil de risco
para doengas cardiovasculares e a Diabetes mellitus, frequentes nestes
doentes, por si sG, ndo explicam a frequéncia e a severidade dos eventos
cardiovasculares observados. Para além disso, fatores diretamente associados
a uremia podem ter um papel de relevo. E reconhecida a importancia da
associacdo de stress oxidativo e inflamacéo na origem do risco de eventos
cardiovasculares nestes doentes.

No que respeita aos doentes portugueses com DRCT, existe relativamente
pouca informacdo sobre os mecanismos que levam a morte destes doentes,
sobre a sua associacdo com fatores de risco de eventos cardiovasculares,
sobre as alteracbes induzidas pelo tipo de acesso vascular usado no
tratamento de hemodialise, e ainda sobre o grau da resposta a terapéutica com
AEE. Dada a elevada prevaléncia desta doenca em Portugal, pareceu
pertinente realizar um trabalho nas condicbes epidemiolégicas especificas
deste pais, no inicio do século XXI.

O objetivo principal do presente trabalho foi avaliar a mortalidade global de
doentes Portugueses com DRCT sob terapéutica de hemodidlise e de AEE,
relacionando-a com: i) o tipo de acesso vascular; ii) a dislipidemia; iii) a
resposta inflamatéria; iv) a anemia; v) o stress oxidativo; vi) a disfuncéo
endotelial; vii) a resisténcia a terapéutica com AEE (este estudo é apresentado
no Artigo 1).

Sendo este 0 objetivo principal, o presente trabalho inclui, ainda, um conjunto
de dados adicionais, obtidos no mesmo tipo de contexto, que pretendem
desenvolver o trabalho, tentando esclarecer alguns tépicos conexos, e que sao

apresentados em seguida.
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O desenvolvimento de stress oxidativo esta descrito para estes doentes, no
entanto, a origem e o valor da resposta inflamatoria é controverso, pois se pode
resultar da ativacdo de células inflamatérias por contacto direto com as
membranas de dialise, pode também ser determinado pelo tipo de acesso
vascular escolhido — fistula arteriovenosa ou CVC — ou, ainda, pelo processo
subjacente a resisténcia a terapéutica com AEE. O acesso vascular por CVC,
por vezes utilizado como acesso permanente, tem sido associado, em alguns
estudos, a risco tromboético, exacerbacdo do processo inflamatério e
perturbagfes na fungdo endotelial e no processo hemostatico. As estatinas séo
farmacos amplamente utilizados na pratica clinica. Para além do seu efeito na
correcdo das dislipidemias, as estatinas possuem importantes efeitos
pleiotropicos. Considerando o elevado risco cardiovascular que os doentes em
hemodialise apresentam, seria importante avaliar os potenciais efeitos do uso
destes farmacos nestes doentes, para além do seu impacto no perfil lipidico.
Nesse sentido, estudou-se a associacao entre 0 uso de estatinas e parametros
inflamatorios, fibrinoliticos e de disfungcdo endotelial em doentes em
hemodialise, de acordo com o tipo de acesso vascular utilizado (este estudo é
apresentado no Artigo 2).

Tendo em conta a atual importancia dos AEE no tratamento dos doentes em
hemodialise, o objetivo do trabalho pretendeu contribuir para um melhor
entendimento de um aspeto ainda incompletamente esclarecido, a relacdo
entre resisténcia aos AEE e o indice de massa corporal (BMI). Vérios estudos
tém demonstrado uma associacdo paradoxalmente inversa entre o indice de
massa corporal e a sobrevida nos pacientes em HD (“reverse epidemiology”).
Pretendeu-se estudar as alteracfes sistémicas associadas a resisténcia aos
AEE e ao BMI, com particular atencdo ao metabolismo do ferro e aos
marcadores inflamatérios (este estudo é apresentado no Artigo 3).

Por outro lado, no presente trabalho incluem-se dados sobre a associacédo, em
doentes em hemodialise, dos valores de t-PA com varidveis clinicas e
analiticas que tém sido relacionadas com a funcédo endotelial, nomeadamente o
perfil lipidico, incluindo a LDL oxidada, parametros inflamatérios tais como a IL-
6, a CRP e a adiponectina, e ainda parametros hemostéticos, designadamente

o PAI-1 e os D-dimeros, tendo como objetivo a elucidacéo da fisiopatologia da

58



OBIJECTIVOS

inter-relac@o entre estes parametros nos doentes em hemodialise (este estudo
€ apresentado no Artigo 4).

Alguns estudos tém indicado que os pacientes em HD apresentam uma
atividade reduzida da PON1, uma enzima ligada ao colesterol HDL, o que
poderia contribuir para a alta taxa de doenca cardiovascular observada nestes
pacientes. A forma como fatores genéticos e ndo genéticos influenciam a
atividade da PON1 em doentes em hemodiadlise ndo se encontra ainda
totalmente elucidada. Tivemos como objetivo avaliar a influéncia de fatores
genéticos (polimorfismos L55M e Q192R) e ndo genéticos sobre a atividade da
PON1 num grupo de doentes em hemodialise (este estudo € apresentado no
Artigo 5).
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Background. End-stage renal disease (ESRD) patients under hemodialysis (HD) have high mortality rate. Inflammation, dyslipi-
demia, disturbances in erythropoiesis, iron metabolism, endothelial function, and nutritional status have been reported in these
patients. Our aim was to identify any significant association of death with these disturbances, by performing a two-year follow-up
study. Methods and Results. A large set of data was obtained from 189 HD patients (55.0% male; 66.4 + 13.9 years old), including
hematological data, lipid profile, iron metabolism, nutritional, inflammatory, and endothelial (dys)function markers, and dialysis
adequacy. Results. 35 patients (18.5%) died along the follow-up period. Our data showed that the type of vascular access, C-reactive
protein (CRP), and triglycerides (TG) are significant predictors of death. The risk of death was higher in patients using central
venous catheter (CVC) (Hazard ratio [HR] =3.03, 95% CI = 1.49-6.13), with higher CRP levels (fourth quartile), compared with
those with lower levels (first quartile) (HR = 17.3, 95% CI = 2.40-124.9). Patients with higher TG levels (fourth quartile) presented
a lower risk of death, compared with those with the lower TG levels (first quartile) (HR = 0.18, 95% CI = 0.05-0.58). Conclusions.
The use of CVC, high CRP, and low TG values seem to be independent risk factors for mortality in HD patients.

1. Introduction

Patients with end-stage renal disease (ESRD) have a high
mortality rate [, 2] that far exceeds the mortality rate for
the non-ESRD population [3]. In the past half-century, the
widespread use of hemodialysis (HD) to prolong life of ESRD
patients has been a remarkable achievement, preventing
death from uremia in these patients. Nowadays this therapy
has expanded widely and is being used by an increasing

elderly patient population, leading to significant economic
consequences to patients and to healthcare systems.

Our present knowledge of the mechanisms leading to
increased death in this context is incomplete. In the last years,
this medical field has known significant technological and
pharmacological improvements. Although some evidence
may suggest that mortality rate among dialysis patients has
decreased over the last few years, actually, patient’s survival is
still low. Cardiovascular disease (CVD) has been considered
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the most common cause of death in these patients [4].
Cardiac arrest and congestive heart failure are more promi-
nent causes of cardiovascular death than acute myocardial
infarction in patients with uremia. A higher mortality rate
within the first year after initiation of HD has been described
(the period of highest risk for death extends to approximately
120 days after starting dialysis).

The high risk of cardiovascular morbidity and mor-
tality in ESRD patients is associated with a high preva-
lence of classic cardiovascular risk factors (hypertension,
diabetes mellitus, dyslipidemia, smoking, and advanced
age). In addition, several uremia-related factors may also
play an important role, namely, the presence of multi-
ple comorbid conditions, fluid overload, hyperphospho-
remia, high calcium-phosphorous product, anemia, left ven-
tricular hypertrophy, inflammation, oxidative stress, endo-
thelial dysfunction, insulin resistance, excess sympathetic
tone, hyper-homocysteinemia, high levels of lipoprotein(a),
and increased asymmetrical dimethylarginine [5-8]. Recent
reports have highlighted the importance of noncardiovascu-
lar mortality in HD patients and that it has been underesti-
mated [3].

Systemic inflammation is frequently present in ESRD
patients, and the use of central venous catheter (CVC) has
been associated with an enhanced inflammatory state [9].

The aim of the present study was to evaluate the global
mortality in Portuguese ESRD patients under HD, by per-
forming a follow-up study of two years, in order to identify
any significant association of death with systemic parameters,
including dialysis adequacy, nutritional status, hematological
data, lipid profile, iron metabolism, and inflammatory and
endothelial (dys)function markers, as well as the type of vas-
cular access, presence of comorbidities, and with associated
therapies. The parameters associated with mortality in this
context may provide biomarkers to be used in the clinical
setting.

2. Methods

2.1. Patients. This research protocol was approved by the
Ethics Committee of Fresenius Medical Care, Portugal. All
participants gave their written informed consent to partici-
pate in this study.

In this two-year follow-up study, starting from April 2009,
189 HD patients, from 3 dialysis clinics in the Northern
region of Portugal, were included in the study. These patients
were under HD for at least 90 days. At the start of the
study, the patients were clinically evaluated and blood was
collected for the analytical studies; afterwards, a clinical
followup was performed during two years, in order to identify
the cases of death, transplant, and transfer to peritoneal
dialysis. Data regarding demographic characteristics, chronic
kidney disease and medical history, dialysis, and medical
prescriptions, as well as laboratory data, was also collected at
the start of the study.

Diabetes was defined by the current guidelines [10]
or by the use of insulin or oral hypoglycemic agents.
Hypertension was defined by the current guidelines (blood
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pressure > 130/85mm Hg) [11] or by the use of antihy-
pertensive medication. Therapy with recombinant human
erythropoietin (rhEPO) and with intravenous iron was based
on the current guidelines. The classification of ESRD patients
as responders or nonresponders to rhEPO therapy was
performed in accordance with the European Best Practice
Guidelines [12]. Patients with autoimmune disease, malig-
nancy, and acute or chronic infection were excluded.

A group of 25 healthy volunteers was selected as control,
based on normal hematological and biochemical values, and
no history of kidney or inflammatory diseases, in order to
better define the changes occurring in HD patients. This
group was matched, as far as possible, for age and gender with
HD patients.

2.2. Assays. Blood samples were obtained immediately before
the HD procedure, in the midweek dialysis day, and processed
within 2 hours after collection. Blood was collected to tubes
with (EDTA) and without anticoagulant, in order to obtain
whole blood, plasma, buffy-coat, and serum. Aliquots were
immediately stored at —80°C, whenever necessary, until
assayed.

Erythrocyte count, hematocrit, hemoglobin concentra-
tion, and hematimetric indices (mean cell volume (MCV),
mean cell hemoglobin (MCH), and mean cell hemoglobin
concentration (MCHC)) were measured by using an auto-
matic blood cell counter (Sysmex K1000; Sysmex, Hamburg,
Germany). Leukocyte differential counts were evaluated in
Wright-stained blood films. Reticulocyte count was made by
microscopic counting on blood smears after vital staining
with new methylene blue (reticulocyte stain; Sigma, St. Louis,
MO, USA). The reticulocyte production index (RPI) was
calculated, as an appropriate way to measure the effective
erythrocyte production, by correcting for both changes in
hematocrit (degree of anemia) and for premature reticulocyte
release from the bone marrow.

Serum albumin levels were measured using a col-
orimetric assay end-point method (Albumin Plus; Roche
GmbH, Mannheim, Germany). Serum iron concentration
was determined using a colorimetric method (Iron, Randox
Laboratories Ltd., North Ireland, UK), whereas serum fer-
ritin and serum transferrin were measured by immunotur-
bidimetry (Ferritin, Laboratories Ltd., North Ireland, UK;
Transferrin, Laboratories Ltd., North Ireland, UK). Enzyme-
linked immunosorbent assays were used for measurement
of plasma soluble transferrin receptors (s-TfR) (Human
sTfR immunoassay, R&D systems, MN, USA); transferrin
saturation (TS) was calculated by the formula: TS (%) =
70.9 x serum iron concentration (mg/dL)/serum transferrin
concentration (mg/dL).

Plasma concentration of adiponectin, interleukin (IL)-
6, tissue plasminogen activator (tPA), and plasminogen
activator inhibitor-1 (PAI-1) were evaluated by using standard
commercial enzyme-linked immunoassays (adiponectin, IL-
6 ELISA High-Sensitivity, tPA, and PAI-1, all from eBio-
science). D-dimer and C-reactive protein (CRP) were eval-
uated by immunoturbidimetry, using commercially available
kits (BCS XP system, Siemens, Germany; CRP (latex) High-
Sensitivity, Roche Diagnostics, resp.).
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The activity of paraoxonase 1 (PON1) was assessed spec-
trophotometrically and expressed in nmol of p-nitrofenol/
mL/min. Briefly, PONI activity was measured by adding
serum to 1 mL Tris/HCI buffer (100 mmol/L, pH 8.0) contain-
ing 2 mmol/L CaCl, and 5.5 mmol/L paraoxon (O,0-diethyl-
O-p-nitrophenylphosphate, Sigma Chemical Co.). The rate of
generation of p-nitrophenol was determined by reading the
absorbance at 412 nm, 37°C, with the use of a continuously
recording spectrophotometer (Beckman DU-68).

The evaluation of serum hepcidin concentration was
performed by using an enzymatic immunoassay (Hepcidin-
25, EIA Kit Extraction-Free, Peninsula Laboratories, LLC, San
Carlos, CA, USA).

Serum lipids, lipoproteins, and apolipoprotein analysis
were performed in an autoanalyser (Cobas Mira S, Roche,
Basel, Switzerland) using commercially available kits.

Serum total cholesterol and triglycerides concentrations
were performed by enzymatic colorimetric tests (cholesterol
oxidase-phenol aminophenazone and glycerol-3-phospate
oxidase-phenol aminophenazone methods, Roche, resp.).
High-density lipoprotein cholesterol (HDLc) and low-
density lipoprotein cholesterol (LDLc) levels were measured
using enzymatic colorimetric tests, after selective separation
of HDL and LDL fractions (Direct HDLCholesterol
and Direct LDLCholesterol, Roche). Serum levels of
apolipoprotein (Apo) A-I and Apo B were evaluated by
immunoturbidimetric assays (uni-kit apolipoproteinA-I and
B specific antiserums, Roche). Serum Lp(a) was quantified
by using an immunoturbidimetric method (Lp(a), Roche
Diagnostics). Oxidized LDL (ox-LDL) was measured directly
in plasma by using a two-site enzyme immunoassay (oxidized
LDL ELISA, Mercodia, Uppsala, Sweden).

2.3. Statistical Analysis. Kolmogorov-Smirnov test was used
to test for normality of the variable distributions. Patients
were categorized according to their status at the end of
the 2 years of followup: alive (group 1) or dead (group 2).
Differences between groups were analyzed by using Student’s
t-test or Mann-Whitney test, according to the results obtained
in the Kolmogorov-Smirnov test. Normally distributed vari-
ables are presented as mean + SD and those nonnormally
distributed are presented as median (interquartile range).
Proportions were compared between groups using chi-square
tests.

Survival analysis taking competing risks into account
was performed to analyze patient’s survival. The event of
interest was death and the competing risk event was renal
transplantation. Patients transferred to peritoneal dialysis
were excluded (given the small number involved (n = 2)).
Estimates of cumulative incidence function were calculated.
Regression models taking competing risks into account (Fine
and Gray model based on subdistribution hazard model)
were carried out, to analyze the effect of covariates in patient’s
survival. To decide which variables should be included in
the final multivariable model, an exploratory analysis was
performed by fitting models for each variable in turn, adjust-
ing for age and previous time in HD. The final multivariable
model included all of these candidate variables with P values
<0.05. All analyses were performed with SPSS and R software
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using the packages cmprsk, and significance level («) was set
at 0.05.

3. Results

3.1. Patient’s Demographic and Clinical Data. We studied
189 ESRD patients under HD (104 male, 85 female; mean
age: 66.4 years, SD 13.9 years, range 27.6-92.0 years). The
patients were under therapeutic HD three times per week,
for 3-5 hours, and were under HD for 2.13 (0.82-5.28) years,
when they were included in this study. All patients used
the high-flux polysulfone FX-class dialyzers (1.4-2.2m?) of
Fresenius (Bad Hamburg, Germany). Arteriovenous fistula
(AVF) was used by 146 patients (77.2%), whereas 43 patients
(22.8%) had a CVC. The main causes of renal failure in
these patients were diabetes mellitus (n = 68), followed by
arterial hypertension (n = 25), glomerulonephritis (n = 16),
polycystic renal disease (n = 12), reflux nephropathy (n =
8), obstructive uropathy (n = 4), hereditary nephropathy
(n = 3), chronic interstitial nephritis (n = 2), nephrolithiasis
(n = 3), other diseases (n = 7), and uncertain etiology
(n = 40). Sixteen (8.5%) patients were classified as resistant
to rhEPO therapy. A total number of 108 patients (63.9%)
had arterial hypertension, 103 patients (54.5%) were under
antihypertensive treatment, 75 (39.7%) were using statins, 127
(67.2%) were under intravenous iron therapy, 71 (39.0%) were
under anti platelet therapy, and 8 (4.6%) were under oral
hypocoagulation.

3.2. Analytical Data. The analytical results for the patients
at starting of the follow-up study, and for the control group,
are presented in Table 1. The hematological study showed
that the HD patients experience a significant decrease in
hemoglobin concentration, hematocrit, erythrocyte, platelets
and lymphocyte counts, and a significant increase in MCV, as
compared with the control; several significant changes were
also observed in iron metabolism (an increase in transferrin
saturation, sTfR, ferritin and hepcidin, and a decrease in
iron and transferrin), in inflammatory markers (increase in
adiponectin, IL-6, and CRP and a decrease in PON1), in the
lipid profile (increase in oxLDL/LDL ratio and a decrease
in total cholesterol, HDLc, LDLc, Apo A, Apo B and ox-
LDL), in endothelial (dys)function markers (an increase in
tPA, tPA/PAI-1 ratio and D-dimers, and a decrease in PAI-1);
a significant increase in BMI, was also observed in patients,
when compared with the control group.

3.3. Outcome. During the follow-up period (24 months),
35 patients died (18.5%) and 18 patients received a kidney
transplant. Table 2 shows the values of the parameters that
presented significant differences, when considering dead and
alive patients at the end of the 2-year follow-up period.
Statistically significant differences were found, concerning
dialysis markers, nutritional status, hematological data, iron
metabolism, inflammation, lipid profile, and endothelial
function. The patients that died during the study period
showed significantly lower values for calcium, calcium phos-
phorus product, creatinine, ultrafiltration volume, transfer-
rin, transferrin saturation, triglycerides, VLDL, Apo A, BMI,
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TABLE 1: Baseline values of the 189 ESRD patients under HD therapy.
Controls (n = 25) HD patients (n = 189)
Biochemical and dialysis markers

URR, % — 75.9 £ 6.56
KT/Ve - 1.48 +0.31
Ultrafiltration volume, L — 2.43 £0.94
Creatinine, mg/dL — 8.14 +2.81

Potassium, mmol/L

Sodium, mmol/L
Phosphorus, mmol/L
Calcium, mg/dL

Calcium phosphorus product
Darbopoeitin, pug/kg/week

5.40 (4.80-5.88)
137 (135-139)
4.48 (3.60-5.40)
8.60 (8.10-9.10)
3758 (31.15-44.86)
0.42 (0.20-0.75)

Hematological data

Erythrocytes, x10" /L 4.9 +0.45 3.8+0.53"
Hemoglobin, g/dL 14.9 +0.86 11.7 + 1.44"
Hematocrit, % 443 +2.80 36.5 +4.59"
MCV, fL 88.1+11.72 95.8+6.01"
MCHC, g/dL 33.8£0.46 32:3:£1:19
RDW, % 15.1 +£0.54 151+ 191
Platelets, x10°/L 257.1 +58.85 184.1 + 55.4°
Leukocytes, x10°/L 6.7 + 1.66 6.4+2.0
Neutrophils, x10°/L 43 +1.48 4.0 + 1.49
Lymphocytes, x10°/L 2.0 +0.37 1.7 £0.70*
Neutrophil/lymphocyte ratio 22+0.78 2.7+ 1.51
Iron metabolism markers
Transferrin, mg/dL 310.8 + 44.04 184.4 +35.8"
Transferrin saturation, % 12.7 +4.73 15.1 (11.8-19.3)"
Tron, ug/dL 55.0 + 17.97 38.0 (30.0-53.5)"
sTfR, nmol/L 13.6 £:3.72 233+11.9"
Ferritin, ng/mL 102.5 + 60.61 400.8 +152.9"
Hepcidin-25, ng/mL 218.4 (124.5-318.6) 1599.1 (863.6-2409.0)"
Inflammatory markers

IL-6, pg/mL
CRP, mg/dL

PONI, nmol p-nitrofenol/mL/min

0.43 (0.28-0.61)
0.75 (0.44-1.91)
466.8 (383.8-535.8)

2.29 (1.40-4.26)"
5.13 (2.33-13.05)"
361.1(323.3-463.7)"

Adiponectin, mg/L 4.93 +2.30 9.27 +4.71"
Lipid profile

Total cholesterol, mg/dL 202.2 +26.25 154.2 +43.5"

Triglycerides, mg/dL 103.0 (86.5-154.0) 117.0 (90.5-176.5)

HDLc, mg/dL 48.7 + 12.94 422 +13.5"

LDLc, mg/dL 105.9 + 25.29 73.4+29.3"

VLDL, mg/dL 20.6 (17.3-30.8) 23.4 (18.0-35.4)

Lp(a), mg/dL

Apo Al, mg/dL

Apo B, mg/dL

Ox-LDL, U/L
OxLDL/LDL ratio, U/mg

27.7 (17.3-69.9)
145.2 + 26.91
91.4 + 14.49
40.8 +10.97
0.040 + 0.013

45.4 (25.6-89.0)
122.7 + 30.4*
72.4+21.7*

33.7 (27.7-40.5)"

0.052 +0.018"
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TasLE 1: Continued.

Controls (n = 25)

Endotelial (dys) function markers

3.93 (2.95-5.93)

31.0 (15.3-59.2)

0.16 (0.09-0.20)

0.25 (0.18-0.34)

Nutritional markers
BMI, Kg/m® 22.2+2.26 25.9 +4.63"
Albumin, g/dL — 3.9+0.38

*P < 0.05 versus controls. Data are presented as median and interquartile range (parameters with nonnormal distribution), mean and standard deviation
(parameters with normal distribution), or number and respective percentage. URR: urea reduction ratio; MCV: mean cell volume; MCHC: mean cell
hemoglobin concentration; RDW: red cell distribution width; sTfR: soluble transferrin receptor; IL-6: interleukin-6; CRP: C-reactive protein; PON 1:
paraoxonase 1; HDLc: high-density lipoprotein cholesterol; LDLc: low-density lipoprotein cholesterol; VLDL: very low-density lipoprotein; Lp(a): lipoprotein
(a); Apo A: apolipoprotein A; Apo B: apolipoprotein B; Ox-LDL: oxidized LDL; PAI-1: plasminogen activator inhibitor-1; tPA: tissue plasminogen activator.

HD patients (n = 189)

5.35 (3.72-8.18)"
18.7 (12.1-32.4)"
0.29 (0.18-0.39)"
0.71 (0.38-1.56)"

tPA, ng/mL
PAI-1, ng/mL
tPA/PAI-1 ratio
D-dimers, ng/mL

TABLE 2: Baseline values in ESRD patients under HD therapy for variables in which significant differences were found when the patients were
divided in two groups (alive or dead 2 years later).

Alive at followup (135 patients) Dead during followup (35 patients) P

Biochemical and dialysis markers

Calcium, mg/dL 8.70 (8.20-9.10) 8.40 (8.00-8.90) 0.046
Calcium phosphorus product 38.6 (31.4-46.5) 35.8 (29.2-39.2) 0.025
Creatinine, mg/dL 8.63 + 2.86 6.45+2.10 <0.001
Ultrafiltration volume, L 2.47 +0.85 2.29 +1.22 0.037
Darbopoeitin-a, ug/kg/week 0.40 (0.77-0.66) 0.87 (0.36-1.47) <0.001
Hematological data
RDW, % 145+ 1.43 169 £ 2.32 <0.001
Iron metabolism markers
Transferrin, mg/dL 187.6 + 34.1 172.5+41.6 0.050
Transferrin saturation, % 15.8 (12.3-19.7) 13.5 (9.67-19.1) 0.032
Inflammatory markers
IL-6, pg/mL 2.21 (1.37-3.60) 4.27 (2.10-6.57) <0.001
CRP, mg/dL 3.93 (2.09-9.73) 14.9 (5.15-30.4) <0.001
Lipid profile
Triglyceride, mg/dL 120.0 (95.0-180.0) 103.0 (82.0-125.0) 0.015
VLDL, mg/dL 24.0 (18.8-36.0) 20.6 (16.4-25.0) 0.021
Apo Al, mg/dL 124.3 +£29.7 109.4 + 26.2 0.014
Endotelial (dys) function markers
PAI-1, ng/mL 17.9 (12.3-30.4) 27.4 (14.2-46.9) 0.034
D-dimers, ng/mL 0.70 (0.40-1.29) 1.47 (0.63-2.28) 0.005
Nutritional markers
Body mass index, kg/m2 25.4 (23.0-28.5) 23.3(20.5-27.3) 0.008
Albumin, g/dL 4.00 (3.78-4.20) 3.70 (3.37-3.94) <0.001

Data are presented as means and standard deviation or median (interquartile range). RDW: red blood cells distribution width; IL-6: interleukin-6; CRP: C-
reactive protein; VLDL: very low-density lipoprotein; Apo A: apolipoprotein A; PAI-1: plasminogen activator inhibitor 1.

and albumin; significantly higher values were found for
RDW, IL-6, CRP, PAI-1, and tPA. Moreover, dead patients
required significantly higher rhEPO doses to achieve the
target hemoglobin levels and presented a significantly higher
percentage of patients using CVC (38% versus 15%, P <
0.001) as the vascular access for the HD procedure.

Figure 1 summarizes the cumulative incidence curves
estimating all possible outcomes, taking competing risks into

account. The probability of death by 6, 12, 18, and 24 months
after starting the study was 0.053, 0.106, 0.154, and 0.176,
respectively.

Survival regression models, all adjusted for age and
previous time in HD, are presented in Table 3. This analysis
showed that the type of vascular access (the use of CVC),
CRP, and tryglicerides are significant predictors of the event
of interest, death. Indeed, the risk of death was higher for
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TABLE 3: Survival regression models for ESRD patient’s mortality.

Model 1* Final model™*
Adjusted hazard ratio 95% CI P Adjusted hazard ratio 95% CI P

Type of vascular access

CVC versus AVF 2.65 1.33-5.30 0.006 3.03 1.49-6.13 0.002
C-reactive protein

Q2 versus Q1 6.01 0.79-46.7 0.083 4.91 0.62-38.6 0.130

Q3 versus QI 8.04 1.04-62.2 0.046 8.31 1.09-63.1 0.041

Q4 versus QI 18.1 2.51-130.0 0.004 17.3 2.40-124.9 0.005
Triglycerides

Q2 versus Q1 0.46 0.20-1.02 0.057 0.48 0.19-1.21 0.120

Q3 versus Q1 0.48 0.20-1.13 0.093 0.48 0.17-1.34 0.160

Q4 versus Q1 0.22 0.07-0.75 0.015 0.18 0.05-0.58 0.004

*Model 1: hazard ratio adjusted for age and previous time on HD; **Final model: hazard ratio adjusted for all variable in the model. CVC: central venous

catheter; AVF: arteriovenous fistula; Q: quartile; CI: confidence interval.

1.0

0.6

CIF

0.4

0.2 4

0.0

—— Death
--- Transplantation

FiGURe 1: Cumulative incidence curves for all possible events (death
as event of interest and transplantation as competing risk) for ESRD
patients.

CVC (hazard ratio (HR) = 3.03, 95% CI = 1.49-6.13) and for
patients with higher levels of CRP (4th quartile), as compared
with the patients with lower level (1st quartile) (HR =17.3,95%
CI =2.40-124.9) (Table 3). Patients with tryglicerides levels in
the 4th quartile had a lower risk of death, as compared with
those patients in the 1st quartile (HR = 0.18, 95% CI = 0.05-
0.58).

4. Discussion

In the present study, 189 ESRD patients under HD therapy
were studied at the start of the study and followed for 2 years,
in order to identify parameters that could be associated with
mortality and, therefore, to provide biomarkers of risk.

The mortality rate in HD remains high [3, 13], in spite
of the considerable improvements in medical and technical

support to these patients in the last years. CVD events are
the main causes of mortality in ESRD patients [4]. However,
it has been argued that noncardiovascular causes of death
seem to be increasing to the same extent as cardiovascular
mortality in ESRD patients [3]. Shastri et al. studied the
patterns of death in a large cohort of HD patients and showed
that sudden cardiac death accounted for 22% of the fatal
events, whereas nonsudden cardiac death and noncardiac
death accounted for 17% and 61%, respectively [14].

In our study, during the follow-up period, 35 patients
died (18.5%) and 18 patients received a kidney transplant.
Considering dead and living patients at the end of the 2-
year follow-up period, we found that several variables were
significantly different for the two groups of patients. We
found that the patients who died during the follow period
of the study, as compared to living patients, had lower HD
efficacy, as showed by lower values of calcium, calcium
phosphorus product, creatinine, and ultrafiltration volume;
higher disturbances in iron metabolism and erythropoiesis,
as shown by lower values of transferrin and transferrin satu-
ration and higher values of RDW; a poor nutritional status,
as reflected by the lower values of triglycerides, VLDL, Apo
A, BMI, and albumin; a higher inflammatory condition, as
shown by the higher values of IL-6 and CRP; endothelial and
hemostatic disturbances, as suggested by the higher values
of PAI-1 and D-dimers; and the development of resistance
to rthEPO therapy, as they needed higher rhEPO doses to
achieve hemoglobin concentrations within the target range;
a higher percentage of them used CVC for vascular access.
After performing a multivariate analysis, we observed that the
use of CVC as the vascular access for the HD procedure, high
CRP levels, and low triglycerides levels were independently
associated with mortality.

The present work, showing an association between mor-
tality in ESRD patients under HD treatment and both the type
of vascular access (CVC) and CRP, shows that inflammation
plays an important role in the mortality of these patients
[15] and that their values can be used as predictors of
death. Whether inflammation has any significant role in the
physiopathology of ESRD, leading to death, or is merely a
risk marker remains to be established. Zimmermann et al.,
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studying 280 HD patients, showed CRP as an independent
predictor of both overall death and cardiovascular death [15],
which is in agreement with our findings.

In a previous report [9], we showed that ESRD patients
with a CVC had lower levels of hemoglobin and albumin
and higher levels of CRP, IL-6, D-dimers, and tPA, when
compared to ESRD patients using AVF [5]. This association
between CVC use and the enhancement of the inflammatory
process and endothelial dysfunction could justify the high
mortality rate found in ESRD patients using CVC. Several
other reports [16, 17] have shown an association between the
type of vascular access and mortality in HD patients.

Low values for plasma triglycerides were also associated
with mortality in this study. This finding must be seen in
the context of a significant importance of malnutrition in
this type of patients [18]. Owen et al. showed serum albumin
concentration as a powerful predictor of death in a cohort
of 13, 473 HD patients [18]. In our study, albumin presented
lower values in patients that died during followup; however,
the survival regression models did not show albumin as
an independent risk factor. The low levels of triglycerides
might reflect a “malnutrition-inflammation complex syn-
drome” [19] or, more probably, a hemodialysis-catabolic state,
associated with increased mortality.

Most of the changes (Table1) observed in the char-
acterization of HD patients are in accordance with the
literature. HD patients presented with anemia, as shown
by a decreased hemoglobin concentration, hematocrit, and
erythrocyte count. They also presented a decrease in platelet
and lymphocyte counts. The lymphocytopenia seems to
result, at least in part, from a decrease in total circulating
CD3+ T-lymphocytes and affects both the CD4+ and the
CD8+ T-cell subsets [20]. The presence of inflammatory
features (increased levels of IL-6 and CRP and decreased
PONI activity) were consistent with findings reported in HD
patients [21-23]; however, the causes for the inflammatory
response are not well clarified. Indeed, there are several
potential sources, including bacterial contamination of the
dialyser, incompatibility with the dialyser membrane, and
the vascular access. It is known that some inflammatory
players, for example, hepcidin, have an important impact in
iron metabolism, reducing the mobilization and absorption
of iron for erythropoiesis [24], leading, therefore, to an iron
depleted erythropoiesis. In accordance with this, we found
an increase in sTfR, ferritin, and transferrin saturation and
a decrease in transferrin and in iron serum levels. IL-6,
which is significantly increased in HD patients (Table 1), is
known to strongly induce hepcidin mRNA expression [25,
26]. Thus, the high levels of hepcidin found in HD patient are
explained by the underlying chronic inflammation. Recent
studies have reported that higher body mass index (BMI)
plays a protective role in HD patients [27-29]. Actually, the
increased BMI in our HD patients was associated with higher
adiponectin serum levels. Adiponectin is an adipokine that
exerts a variety of anti-inflammatory activities, interfering
with macrophage function by inhibiting phagocytosis, the
production of IL-6 and TNF«, T-cell function, and by
promoting the release of IL-10 and IL-1 receptor antagonists
[30, 31]. The increase in adiponectin suggests that the adipose
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tissue in HD patients may influence or modulate the inflam-
matory response. Several changes in the lipid profile were also
found, namely, a decrease in total cholesterol, HDLc, LDLc,
ApoA, ApoB, and Ox-LDL. In spite of the decrease in Ox-
LDL, a higher ox-LDL/LDL ratio was found, showing a higher
proportion of oxidized LDL particles in HD patients. It is
known that ox-LDLs present important proinflammatory and
procoagulant properties [32], and, therefore, it may further
contribute to inflammatory changes. Endothelial function
was also disturbed, as shown by the increase in D-dimers
and tPA/PAI-1 ratio. It is uncertain if the higher values of
fibrin fragment D-dimers in HD patients result from a higher
activation of coagulation and/or of fibrinolysis, though the
higher tPA values and tPA/PAI-1 ratio suggest an increase in
fibrinolysis and a disturbance in endothelial function.

This study presented some limitations, namely, the num-
ber of patients included in this study and the follow-up period
that were relatively limited.

In conclusion, our study showed that the type of vascular
access for HD procedure, inflammation, and the nutritional
status of the patients are important factors for the survival of
these patients and that the use of CVC, CRP, and TG values
may provide good biomarkers of risk in ESRD patients under
HD.
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ABSTRACT

Purpose: The aim of this work was to assess the effect of statin therapy on inflammatory and fibrinolytic/endothelial (dys)func-
tion markers in end-stage renal disease (ESRD) patients under hemodialysis (HD), according to the type of vascular access.
Methods: This transversal study includes 191 ESRD patients under regular HD, divided into four groups according to vascular
access and statin therapy: 87 patients with arteriovenous fistula (AVF) and no statins (AVF-NS), 61 with AVF and statins (AVF-S),
27 with central venous dialysis catheter (CVC) and no statins (CVC-NS) and 16 with CVC and statins (CVC-S). The basic lipid
profile and fibrinolytic/endothelial cell function markers were assessed.

Results: Patients with CVC presented significantly higher levels of D-dimers compared with AVF groups. CVC-NS patients
also presented the highest IL-6 values, which were significantly higher than those presented by CVC-S patients. AVF-S pa-
tients presented significantly higher t-PA and PAI-1 values and lower adiponectin levels compared with AVF-NS.
Conclusions: Our results demonstrate that patients with CVC, particularly those not under statin therapy, present a higher
production and turnover of fibrin. We also found that statin therapy decreases inflammation in CVC patients but is associ-

ated with a reduction of adiponectin and increased endothelial function marker levels in AVF patients.

Key words: Chronic renal failure, Fibrinolytic activity, Statin therapy, Vascular access
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INTRODUCTION

Chronic inflammation is a common feature among
dialysis patients (1-4) and is associated with atheroscle-
rotic cardiovascular disease (CVD). The inflammatory
process in chronic kidney disease (CKD) patients may
favor cardiovascular events, justifying at least in part the
high morbidity and mortality observed in hemodialysis
(HD) patients (5, 6). In a previous work from our group,
we found an interesting cross-talk between hemostasis
and increased inflammatory markers in HD patients (7),
which corroborates the close relationship between in-
flammation, endothelial dysfunction and hemostatic dis-
turbances (8).

A functional vascular access is required for a success-
ful HD procedure. The lack of major advances in the field
of HD vascular access accounts for the fact that vascular

access dysfunction is still one of the mostimportant causes
of morbidity in the HD population (9). Access-related
problems are responsible for 50% of the hospitalizations
of HD patients (10).

There are three main forms of HD vascular access: ar-
teriovenous fistula (AVF), polytetrafluoroethylene (PTFE)
graft, and central venous catheter (CVC). Each of these
forms has its own specific problems. AVF is the first
choice for vascular access in patients under chronic HD,
because of its relative low risk of infection and throm-
bosis. However, this type of vascular access has two
major complications: initial failure to mature (primary
non-functional) and subsequent venous stenosis, followed
by thrombosis (11). PTFE graft is relatively easy to place
and ready to use; however, extremely high rates of steno-
sis, thrombosis, and infection are reported for this vascu-
lar access (12). CVC is the least desirable method of HD

© 2013 Wichtig Editore - ISSN 1129-7298 335
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access. The type of insertion and the management of CVC
may lead to several complications, namely, infections and
thrombosis (13).

HD patients appear to present a disturbance in fibrino-
lysis and/or endothelial function. However, the studies of
different fibrinolysis markers in HD patients have yielded
conflicting results (14). The type of vascular access may be
of particular importance on analyzing inflammatory and
fibrinolytic parameters (7, 15, 16). A previous work from
our group found increased levels of D-dimer, tissue plas-
minogen activator (tPA) and inflammatory markers in HD
patients using CVC, which led us to propose a relationship
between the type of vascular access used in the HD pro-
cedure, and the risk of thrombogenesis (7).

The type of vascular access and other factors, namely
statin therapy, might influence inflammation and endothe-
lial function in HD patients. Besides the lipid lowering
effect, some pleiotropic effects have been attributed to
statins, namely anti-inflammatory properties (17-19). Sev-
eral studies have assessed the effect of statins on chronic
inflammation in these patients, showing that statins can im-
prove the chronic inflammatory status in HD patients (20).
However, other studies revealed that statins failed to re-
duce cardiovascular events and are not associated with
prolonged vascular access survival, despite their ben-
eficial effects on endothelial function and inflammation
(17, 21). More high-quality randomized clinical trials are
required to confirm this finding.

This work aims to assess the effect of statin therapy
on inflammatory and fibrinolytic/endothelial (dys)function
markers in HD patients, according to the type of vascular
access.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

This transversal study includes 191 Portuguese CKD
patients under HD and rhEPO (median: 0.42 1Q: 0.20 -
0.75 microg/Kg/week) therapies. The intravenous iron
supplementation used in patients was based on the
“European Best Practice Guidelines for the management
of anemia in patients under hemodialysis and rhEPO
therapies” (22). Moreover, 77 patients (40.7%) are under
statin therapy, where 41 patients (53.3%) receive simv-
astatin. Other medications: antihypertensive agents - 99
patients (56.6%), antiplatelet agents — 72 patients (39.1%),
oral hypocoagulants — eight patients (4.5%). All partici-
pants gave their informed consent to participate in this
study that was previously approved by the Hemodialysis
Clinics Ethics Committee.

Patients with autoimmune disease, malignancy, and
acute or chronic infection were excluded. Moreover,
only patients who were under HD therapy more than

six months, and under statin therapy more than three
months, were included in this study.

CKD patients were under therapeutic HD three times
per week, for 3-5 h, for a median of 2.11 (0.85-5.19)
years. All patients used the Fresenius high-flux polysul-
fone FX-class dialyzers. Dialysis urea clearance was
expressed as KT/Ve. The main causes of renal failure in this
population were as follows: diabetic nephropathy (n=69),
hypertensive nephrosclerosis (n=22), nephritic syndrome
(n=10), polycystic kidney disease (n=8), obstructive dis-
eases (n=7), hereditary nephropathy (n=3), chronic inter-
stitial nephritis (n=2), benign prostate hypertrophy (n=1),
systemic lupus erythematosus (n=1), other diseases (n=7)
and of uncertain etiology (n=61).

Assays

Blood samples were obtained immediately before HD
procedure and processed within 2 h of collection. Blood
was collected to EDTA containing tubes and to tubes with-
out anticoagulant, in order to obtain plasma and serum,
respectively. Aliquots were immediately stored at -80°C
until assayed.

Serum lipids and lipoprotein analysis were performed
in an auto-analyzer (Cobas Mira S, Roche), using com-
mercially available kits. Serum total cholesterol (TC) and
triglycerides (TG) concentrations were determined by
enzymatic colorimetric tests (CHOD-PAP and GPO-PAP
methods, Roche, respectively). High-density lipoprotein
cholesterol (HDLc), low-density lipoprotein cholesterol
(LDLc) and very low-density lipoprotein levels were mea-
sured using enzymatic colorimetric tests, after selective
separation of HDL and LDL fractions (Direct HDLCho-
lesterol and Direct LDLCholesterol, Roche). Apolipopro-
tein (Apo) A-l1 and Apo B levels in serum were assessed
by immunoturbidimetric assays (uni-kit apolipoprotein A-l
and B specific antiserums, Roche). Serum lipoprotein (a)
(Lplal) was quantified by using an immunoturbidimetric
method (Lp[a] Roche Diagnostics).

Plasma concentrations of oxidized LDL (Ox-LDL),
adiponectin, interleukin-6 (IL-6), tissue plasminogen ac-
tivator (t-PA) and plasminogen activator inhibitor type 1
(PAI-1) were assessed by using standard commercial en-
zyme-linked immunoassays (Oxidised LDL ELISA, Merco-
dia; adiponectin, IL-6 ELISA High-Sensitivity, t-PA, PAI-1,
all from eBioscience). D-dimer and C-reactive protein
(CRP) were assessed by immunoturbidimetry using com-
merciallly available kits (BCS XP system, Siemens; CRP
[latex] High-Sensitivity, Roche Diagnostics).

Data analysis
For statistical analysis, we used the Statistical Package

for Social Sciences (SPSS), version 19.0 (IBM, Armonk,
NY, USA). The distributions of continuous variables were
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analyzed using Kolmogorov-Smirnov tests to assess sig-
nificant departures from normality. The variables that were
normally distributed are presented as mean+SD and those
non-normally distributed are presented as median (inter-
quartile range).

Inter-group comparisons were performed using one-
way ANOVA supplemented with Tukey’s HSD post-hoc
test (after log transformation, whenever necessary). Ad-
justment of statistical differences for confounding factors
was performed using analysis of covariance (ANCOVA).
The strength of the association between the variables was
estimated by Pearson correlation coefficient, after log
transformation of the variables (whenever necessary). Sta-
tistical significance was accepted at P less than 0.05.

RESULTS

Our study population has 191 Portuguese CKD patients
(105 men and 86 women; mean age 66.1 years, SD 14.0).
In 43 patients (22.5%) the vascular access used for the HD
procedure was CVC, and in 148 (77.5%) it was AVF. Pa-
tients were divided into four groups, according to vascular
access for HD and statin therapy: 87 patients with AVF and
no statins (AVF-NS); 61 with AVF and statins (AVF-S); 27
with CVC and no statins (CVC-NS), and 16 with CVC and
statins (CVC-S).

Table | shows the clinical characteristics of CKD pa-
tients, according to the vascular access used in the HD
procedure and statin therapy. Within AVF and CVC groups
(with and without statins), patients were matched for age,
sex, darbepoetin-alfa dose and time on dialysis. Patients
in the AVF-S group presented a significantly higher body
mass index (BMI) as compared with AVF-NS. CVC-S and
CVC-NS groups presented similar BMI values.

TABLE I - CHARACTERISTICS OF PARTICIPANTS IN THE STUDY

The inflammatory and fibrinolytic markers, and lipid
profile of the participants in the study, according to vascular
access in HD and statin therapy, are presented in Table Il,
and in Figure 1 and Figure 2.

Patients with CVC-NS presented significantly higher
levels of D-dimers, as compared with AVF groups (Fig. 1).
A higher Ox-LDL/LDL ratio was also observed in CVC-NS
and CVC-S patients (Tab. Il), but statistically significant
differences were only attained for groups without statin
therapy (CVC-NS vs AVF-NS). CVC-NS patients also pre-
sented the highest IL-6 values, which were significantly
higher than those presented by CVC-S patients (Fig. 2).

AVE-S patients presented significantly higher t-PA,
PAI-1 and lipoprotein (a) values and lower adiponectin
levels, as compared with AVF-NS (Tab. Il); after adjustment
for BMI, these results remained statistically significant be-
tween groups (Tab. Il). Comparing the CVC-NS group with
the CVC-S group, the latter also presented higher PAI-1
and lower adiponectin levels, although without statistical
significance (Tab. II).

In the AVF-S group, tPA values correlated significantly
and positively with the levels of D-dimers (n=61, r=0.298,
P=0.022), but these variables did not correlate in a statisti-
cally significantly manner within the other three groups.

DISCUSSION

As far as we know, this is the first study to simultane-
ously assess the effect of vascular access and statin thera-
py on inflammatory and fibrinolytic/endothelial cell (dys)
function markers, in renal disease patients under HD and
rhEPO therapy.

PAI-1 and tPA are markers of the fibrinolytic system,
but they are also markers of endothelial cell function, as

Patients with arterio-venous-fistula (AVF)

Patients with central venous catheter (CVC)

Without statins With statins P Without statins With statins p
(AVF-NS) (AVEF-S) (CVC-NS) (CVC-S)
(n=87) (n=61) (n=27) (n=16)
Age (y) 64.86+16.30 66.84+10.77 0.834 67.07+13.70 68.75+12.63 0.982
Gender (male) n (%) 51 (58.70) 36 (59.00) 0.962 13 (48.10) 5(31.30) 0.278
Darbepoetin-o. dose (ug/kg/week)  0.43 (0.27-0.73) 0.28 (0.15-0.65) 0.071 0.53 (0.33-0.97) 0.58 (0.37-1.03) 0.671
Time on dialysis (y) 2.43 (0.97-6.82) 1.84 (0.80-3.63) 0.527 1.97 (0.81-7.61) 1.37 (0.30-4.59) 0.505
BMI (kg/m?) 24.55+3.73 27.68+4.93 <0.001 25.26+4.81 27.47+5.08 0.387
KT/Ve 1.49+0.22 1.45+0.25 0.907 1.56+0.63 1.44+0.20 0.595
URR (%) 76.61+6.11 74.97+5.76 0.477 76.79+10.28 75.57+4.17 0.942
Values are given as mean+SD or median (inter quartile range), unless otherwise indicated.
BMI, Body Mass Index; y, years.
© 2013 Wichtig Editore - ISSN 1129-7298 337
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TABLE II - INFLAMMATORY AND FIBRINOLYTIC MARKERS, AND LIPID PROFILE IN CKD PATIENTS, ACCORDING TO VASCULAR
ACCESS AND STATIN THERAPY

Patients with arterio-venous-fistula (AVF)

Patients with central venous catheter (CVC)

Without statins With statins P Without statins With statins P

(AVF-NS) (AVF-S) (CVC-NS) (CVC-S)

(n=87) (n=61) (n=27) (n=16)
CRP (mg/L) 4.8 (2.1-12.7) 6.3 (2.3-13.3) 0.878 6.1 (3.2-17.5) 3.6 (2.4-9.1) 0.671
Adiponectin (mg/L) 10.10+4.21 7.36+3.99 0.002* 11.01+6.65 8.66+3.67 0.354
tPA (ng/mL) 4.73 (3.53-6.81) 6.30 (4.88-9.29) 0.007* 5.50 (2.74-8.08) 4.87 (4.12-7.95) 0.914
PAI-1 (ng/mL) 15.91 (12.10-25.81) 26.38 (12.97-43.40) 0.005* 15.63 (10.11-34.98) 25.60 (17.00-38.21) 0.316
tPA/PAI-1 ratio 0.30 (0.20-0.38) 0.26 (0.15-0.43) 0.703 0.30 (0.19-0.47) 0.19 (0.15-0.30) 0.937
TC (mg/dL) 155.46+49.95 151.75+35.43 0.957 159.93+38.90 149.56+42 .41 0.875
TG (mg/dL) 123.00 (85.00-170.00) 116.00 (97.50-188.00) 0.884  115.00 (95.00-175.00)  121.00 (92.00-179.75)  0.963
HDLc (mg/dL) 42.11£13.30 40.37+£12.63 0.867 44.10+15.23 47.58+14.42 0.845
LDLc (mg/dL) 73.90+28.90 71.94+28.46 0.979 77.06+15.00 71.04+31.95 0.918
VLDL (mg/dL) 24.60 (17.00-35.20) 23.20 (19.30-37.60) 0.945 23.00 (19.00-35.00) 24.20 (18.40-35.95) 0.982
Lp(@) (mg/dL) 38.60 (23.30-71.60) 64.00 (35.50-123.90) 0.017* 42.60 (22.80-82.90) 43.35 (25.23-91.50) 1.000
Apo A (mg/dL) 119.28+29.93 125.39+£31.76 0.626 125.33+31.39 130.94+26.36 0.937
Apo B (mg/dL) 70.60+21.40 71.46+19.44 0.995 82.26+25.21 73.69+24.22 0.592
OxLDL (U/L) 34.68+12.47 35.33£11.23 0.994 42.42+28.97 34.28+7.34 0.916
OxLDL/LDL ratio (U/mg) 0.050+0.014 0.053+0.016 0.761 0.060+0.030** 0.056+0.022 0.869

Values are given as mean+SD or median (inter quartile range).

Apo, apolipoprotein; CRP, C-reactive protein; HDLc, high-density lipoprotein cholesterol; LDLc, low-density lipoprotein cholesterol; Ox-LDL, oxidized low-density lipopro-
tein; PAI-1, plasminogen activator inhibitor type 1; TC, total cholesterol; TG, triglycerides; tPA, tissue plasminogen activator; VLDL, Very-low density lipoprotein.
* P values adjusted for body mass index (BMI): Adiponectin, P=0.013; tPA, P=0.028; PAI-1, P=0.020; Lp(a), P=0.001.

" P=0.048 versus AVF-NS.

both are secreted by endothelial cells. tPA plays an impor-
tant role in endogenous fibrinolysis, by promoting the con-
version of plasminogen to plasmin, which in turn cleaves
fibrin to produce fibrin degradation products, usually as-
sayed as cross-linked fibrin fragments (D-dimer). Therefore,
the assessment of D-dimers is used as a measure of the
formation (via thrombin) and lysis (via plasmin) of fibrin.
The activity of plasminogen activators is controlled
by plasminogen activator inhibitors, PAI-1 being a major
plasma inhibitor of tPA. A previous study from our group
revealed that CKD patients under HD present higher
D-dimers and a higher tPA/PAI-1 ratio, when compared
with healthy controls (7). In this study, when analyzing
data according to the type of vascular access used in HD
patients, we found that patients with CVC-NS showed
higher D-dimers than both AVF-NS and AVF-S patients
(Fig. 1), suggesting that there is a hypercoagulation and fi-
brinolytic state. The CVC-S group also presented a median
value higher than both AVF groups (with and without
statins), although only with statistical significance com-
pared with AVF-NS, further suggesting a higher throm-
botic risk in patients using CVC. Moreover, the CVC-NS
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group presented the highest values of both D-dimer and
IL-6 and an interesting cross-talk has been proposed to
exist between inflammation and coagulation (18, 23).
The higher inflammatory status observed in this group
may, actually, underlie an activation of the coagulation
process. The highest ox-LDL/LDL ratio, also found in the
CVC-NS group, revealing a higher proportion of oxidized
LDL particles, may also corroborate this hypothesis, as
ox-LDL present important pro-inflammatory and pro-
coagulant properties (24).

When analyzing our data according to statin therapy,
we observed that this treatment resulted in different effects
within the AVF and CVC groups. The CVC-S group pre-
sented significantly lower IL-6 levels than CVC-NS (Fig. 2);
CRP levels were also lower in the CVC-S group, although
without statistical significance (Tab. II). Even thus, D-dimer
levels did not differ between the CVC groups (Fig. 1), dem-
onstrating that factors other than just inflammation, are
likely to account for the formation and turnover of fibrin.
The results obtained with IL-6 in the CVC groups show
that statins can improve the chronic inflammatory status in
renal dialysis patients, as has been proposed (20).

© 2013 Wichtig Editore - ISSN 1129-7298
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Fig. 1 - D-Dimers levels in hemodialysis (HD) patients according to the
vascular access and use of statins. The boxes represent the interquartile
range (IQR), with the upper and lower edges of the boxes representing
the 75th and 25th percentiles, respectively. The central horizontal lines
within the boxes represent median levels for each group. The vertical
whiskers above and below the boxes represent the range of outlying data
points up to 1.5 times the IQR. AVF-NS - Patients with arterio-venous-
fistula without statins; AVF-S, Patients with arterio-venous-fistula with
statins; CVC-NS, Patients with central venous catheter without statins;
CV(C-S, Patients with central venous catheter without statins.
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Fig. 2 - Interleukinn (IL)-6 levels in hemodialysis (HD) patients accord-
ing to the vascular access and use of statins. The boxes represent the
interquartile range (IQR), with the upper and lower edges of the boxes
representing the 75th and 25th percentiles, respectively. The central
horizontal lines within the boxes represent median levels for each group.
The vertical whiskers above and below the boxes represent the range of
outlying data points up to 1.5 times the IQR. AVF-NS, Patients with ar-
terio-venous-fistula without statins; AVF-S, Patients with arterio-venous-
fistula with statins; CVC-NS, Patients with central venous catheter with-
out statins; CVC-S, Patients with central venous catheter without statins.

Concerning AVF groups, patients under statin therapy
(AVF-S) presented significantly higher levels of t-PA and
PAI-1, and lower adiponectin levels (Tab. ), as compared
with patients not under statin therapy (AVF-NS). In the AVF-S
group, the higher tPA and PAI-1 values were not accom-
panied by increased D-dimers levels, and the correlation
between tPA values and D-dimers (although significant)
was not strong (r=0.298), suggesting that endothelial cell
release of tPA is not only to accomplish fibrinolysis, and
that endothelial dysfunction is likely to exist. As AVF-NS
and AVF-S groups presented significantly different BMI
values, which could be a major confounding factor for this
analysis, we adjusted the analysis for BMI. Indeed, BMI can
be used as a measure of adiposity and raised values are
often associated with type 2 diabetes and endothelial dys-
function (25). Furthermore, adiponectin, which is known to
be anti-inflammatory, anti-atherosclerotic and vasoprotec-
tive (26), is decreased in obese patients (27). After adjust-
ment for BMI, we observed a slight reduction in statistical
significance, but the adiponectin, tPA and PAI-1 levels be-
tween AVF-NS and AVF-S groups were still statistically sig-
nificant (Tab. II). This suggests that only part of these values
are because of differences in BMI between AVF groups but
also that statins appear to influence adiponectin, tPA and
PAI-1 values in these patients. It is worth emphasizing that
similar results were found between CVC-S and CVC-NS,
with the former group presenting higher PAI-1 and lower
adiponectin levels, although without statistical significance
(Tab. 11). The lower number of subjects included in CVC
groups can partially account for this result.

Recent research has demonstrated a pleiotropic ef-
fects of statins, in addition to its lipid lowering activity.
Particularly important may be the effect of statins on adi-
ponectin levels. However, clinical studies including large
scale randomized controlled trials demonstrated potential
differences for the several types of statins (18). Pravastatin
increases plasma levels of adiponectin, and enhances in-
sulin sensitivity in humans, promoting risk reduction for
new onset of diabetes (12). Conversely, it was reported
that simvastatin reduces adiponectin levels and insulin
sensitivity (28, 29). Taking these observations together,
and considering a high prevalence of diabetic patients in
our study, it can be postulated that the effect of statins
on endothelial function may be mediated by means of
interference in adiponectin expression and secretion. In-
deed, adiponectin has important anti-diabetic properties
and appears to protect endothelial cells from the damages
induced by the intermittent high levels of glucose (30).
In our study, patients under statin therapy appear to lose
the protective effect of adiponectin, with potential harm-
ful effects on endothelial function. We analyzed data ac-
cording to the type of statins treatment and no statistically
significant differences were found (data not shown).

In contrast to CVC groups, no major differences in
IL-6 or CRP values were observed between AVF groups.

© 2013 Wichtig Editore - ISSN 1129-7298 339
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It is possible that the anti-inflammatory effects of statins
are only observed in CVC patients, who present the
highest inflammatory status. On the other hand, AVF-S
patients presented significantly lower values of adipo-
nectin, which has anti-inflammatory properties. Even
so, it should be highlighted that statin therapy was ef-
ficient in controlling the lipid profile. Indeed, no ma-
jor differences in lipids and lipoproteins were observed
with or without statin therapy, except for lipoprotein (a),
which was higher in AVF-S patients. The effect of statins
on lipoprotein (a) is controversial, with some previous
studies claiming that simvastatin may increase its levels
(31, 32), while others reported that the effect is minimal
(33). Current data suggest that these drugs may decrease
Lp(a) modestly, especially in hypercholesterolemic pa-
tients (34).

This study presented some limitations, namely the
number of HD patients using CVC as vascular access is
quite limited, which may hinder some statistical asses-
ments. The inclusion of catheter performance parameters
could also be important because of the higher thrombotic
risk in CVC patients. Moreover, the follow-up of these pa-
tients, in order to assess the impact of statins therapy on
morbidity and mortality, and the inclusion of more pa-
tients with different types of statins may be important in
a future work.

In summary, this study demonstrates that HD patients
with CVC, particularly those not under statin therapy,
present a higher production and turnover of fibrin and a
higher proportion of oxidized LDL particles, compared
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Abstract Keywords

The aim of this work was to contribute to a better understanding of the relationship between  Anemia, BMI, body mass index, EPO,
resistance to recombinant human erythropoietin (rhEPO) therapy and body mass index (BMI) erythropoietin, hemodialysis,

in hemodialysis (HD) patients. We evaluated 191 HD patients and 25 healthy individuals. inflammation, resistance to rhEPO

Complete blood count, reticulocyte count, and circulating levels of ferritin, transferrin, iron,
soluble transferrin receptor (sTfR), transferrin saturation, hepcidin, C-reactive protein (CRP),
interleukin 6 (IL-6), albumin, and adiponectin were measured in all patients and controls. Non-
responder patients (n = 16), as compared with responder patients (n = 175), showed statistically
significant lower BMI values, an enhanced inflammatory and higher adiponectin levels,
associated with disturbances in iron metabolism. Analyzing the results according to BMI,
we found that underweight patients required higher rhEPO doses than normal, overweight,
and obese patients, and a higher percentage of non-responders patients were found within the
underweight group of HD patients. Moreover, underweight patients presented lower levels
of transferrin and higher levels of adiponectin compared to overweight and obese patients, and
lower levels of iron compared with normal weight patients. Multiple regression analysis
identified the sTfR, hemoglobin, BMI, and albumin as independent variables associated with
rhEPO doses. In conclusion, our work showed that HD patients resistant to rhEPO therapy
present a functional iron deficiency and a higher degree of inflammation, despite their lower
BMI values and higher levels of adiponectin. Actually, BMI is poorly related with markers of
systemic inflammation, such as IL-6 and CRP, while adiponectin works a fairly good indirect
marker of adiposity within HD patients.
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Introduction aluminium toxicity and vitamin B12 or folate deficiency,
as minor causes.**'°

Several studies showed a paradoxically inverse association
between the classical risk factors for cardiovascular disease
(CVD) and mortality in HD patients."'™'* Actually, it has
been demonstrated that high body mass index (BMI) is
paradoxically protective and associated with improved sur-
vival, while low BMI has been associated with increased
mortality in HD patients. These findings have been referred to
as ‘‘reverse epidemiology’’.

Obesity is a risk factor for the development and progres-
sion of CKD;13 however, it seems that there are some
mechanisms in obese patients under HD that protect them
when compared to underweight patients. Some mechanisms
have been proposed, such as a more stable hemodynamic

status, cardioprotection by tumor necrosis factor alpha
Address correspondence to Alice Santos-Silva, Departamento de (TNE_ 4y receptors, neurohormonal changes, malnutrition-
Ciencias Biologicas — Servico de Bioquimica, Faculdade de Farmacia, ; y 14 5
Universidade do Porto, Rua Jorge Viterbo Ferreira, 228, 4050-313 Porto, inflammation complex syndrome, among others. ” Regarding
Portugal. E-mail: assilva@ff.up.pt the underweight patients, some explanations have been

RIGHTS LI N K

Anemia is a common complication in chronic kidney disease
(CKD) patients under hemodialysis (HD), which has a
negative impact on cardiovascular system, cognitive function,
exercise capacity and quality of life, resulting in a significant
morbidity and mortality in these patients. The introduction
of recombinant human erythropoietin (thEPO) therapy for the
treatment of anemia of CKD has led to a significant reduction
in anemia and to an improvement in patients’ quality of
life." ™ However, 5-10% of the HD patients show a marked
resistance to thEPO therapy.®~ There are a lot of conditions
reported as associated with rhEPO resistance, namely,
inflammation, oxidative stress, and functional iron deficiency,
as major causes, and blood loss, hyperparathyroidism,
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proposed to explain why they have an increased risk, namely,
that they present a decreased nutritional reserve and a reduced
protein-calorie intake, and reducing its capacity to overcome
inflammation and chronic acidosis; hospitalization and failure
of vascular access are also more frequent in these patients.'>
These findings are usually related with the enhancement of
the inflammatory state, which are hallmark of HD patients,
and one of the most important factors associated with anemia
and with resistance to thEPO therapy, in HD patients.

Given the implications of rhEPO resistance in morbidity
and mortality of HD patients, the aim of this work was to
contribute to a better understanding of the relationship
between resistance to thEPO therapy and BMI. We studied
systemic changes associated with resistance to rhEPO and
with BMI, with particular interest on iron metabolism and
inflammatory markers.

Patients and methods
Patients

In this transversal study, we evaluated 191 Portuguese HD
patients (105 males and 86 females; mean age 66.1 & 14.0
years) under HD and rhEPO - darbepoetin alfa [0.42 (0.20-
0.75) micro/kg/week] therapies. The classification of CKD
patients as responders or non-responders to thEPO therapy
was performed in accordance with the European Best Practice
Guidelines, which defines resistance to rthEPO as a failure
to achieve target hemoglobin levels (11-12 g/dL) with doses
of 1.5pg/kg/week of darbepoetin-o.. The intravenous iron
supplementation used was based on the European Best
Practice Guidelines for the management of anemia in patients
under HD and rhEPO therapies. All participants gave their
informed consent to participate in this study that was
previously approved by the Ethics Committee of the Clinics
of Hemodialysis. Patients with autoimmune disease, malig-
nancy, and acute or chronic infection were excluded.

CKD patients were under therapeutic hemodialysis three
times per week, for 3-5h, for a median of 2.11 (0.85-5.19)
years. All patients used the high-flux polysulfone FX-class
dialyzers of Fresenius. Dialysis clearance of urea was
expressed as KT/V. The main causes of renal failure in this
population were as follows: diabetic nephropathy (n=69),
hypertensive nephrosclerosis (n=22), nephritic syndrome
(n=10), polycystic kidney disease (n=38), obstructive dis-
eases (n=7), hereditary nephropathy (n=3), chronic inter-
stitial nephritis (n =2), benign prostate hypertrophy (n=1),
systemic lupus erythematosus (n = 1), other diseases (n=7)
and uncertain etiology (n=61). A group of 25 healthy
individuals were selected as controls based on normal
hematological and biochemical values, and no history of
kidney or inflammatory disease. This group was matched,
as far as possible, for age and gender with HD patients.

Assays

Blood samples were obtained immediately before HD
procedure and processed within 2h of collection. Blood
was collected to tubes with and without anticoagulant EDTA,
in order to obtain plasma, buffy-coat, and the serum. Aliquots
were immediately stored at —80 °C until assayed.
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Red blood cell (RBC) count, hematocrit, hemoglobin
concentration, hematological indices [mean cell volume
(MCV), mean cell hemoglobin (MCH), and mean cell
hemoglobin concentration (MCHC)] and red cell distribution
width (RDW) were measured using an automatic blood cell
counter (Sysmex KI1000; Sysmex, Hamburg, Germany).
Reticulocyte count was measured by microscopic counting
on blood smears after vital staining with new methylene blue
(reticulocyte stain; sigma, St Louis, MO). The reticulocyte
production index (RPI) was calculated to measure the
effective reticulocyte production.'®

Concentration of adiponectin, interleukin (IL)-6, soluble
transferrin receptor (sTfR), and hepcidin-25 were evaluated
by using standard commercial enzyme-linked immunoassays
(adiponectin and IL-6 — from Bender Med Systems; sTfR —
R&D Systems; hepcidin-25 — Bachem, UK). Ferritin, trans-
ferrin, iron, and C-reactive protein (CRP) were measured
using latex-enhanced immunoturbidimetry (Ferritin and
transferrin, Randox; iron and CRP, Tina-quant, Roche).
Transferrin saturation (TS) was calculated by the formula:
TS (%)=70.9 x serum iron concentration in (pg/dL)/serum
transferrin concentration in (mg/dL). Serum albumin levels
were measured using a colorimetric assay end-point method
(Albumin Plus; Roche GmbH, Mannheim, Germany).

Statistical analysis

For statistical analysis, we used the Statistical Package for
Social Sciences (SPSS), version 19.0. The distribution of
continuous variables was analyzed using the Kolmogorov—
Smirnov test, in order to assess significant departures from
Normality. Normally distributed variables are presented
as mean + SD and those non-normally distributed are pre-
sented as median (interquartile range). Multiple comparisons
between groups were performed by one-way ANOVA
supplemented with Turkey’s HSD post-hoc test. The associ-
ation between categorical variables was analyzed using the
chi-squared test or Fisher’s exact test. For single comparisons,
we used the Students 7-test whenever the parameters presented
a Gaussian distribution and the Mann—Whitney U-test in the
case of a non-Gaussian distribution. Adjustment of statistical
differences for confounding factors was performed using
ANCOVA. Multiple regression analysis using the stepwise
method was used to determine independent factors affecting
rhEPO doses. Significance was accepted at p less than 0.05.

Results

The results were analyzed in order to evaluate the differences
between healthy controls and HD patients, between responder
and non-responder patients, and according to the BMI of the
patients. Compared to controls (Table 1), HD patients
presented a significantly decreased erythrocyte count, hemo-
globin concentration, and hematocrit, associated with an
increased MCV and a decreased MCHC. We also found
a significant decrease in platelet and lymphocytes counts.
Moreover, HD patients presented significant changes in iron
metabolism — lower serum transferrin and iron, and higher
ferritin, sTfR, hepcidin, and TS; a significant increase in
inflammatory markers, IL-6 and CRP, in adiponectin level,
and in BMI values were also observed.
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Table 1. Demographic and dialysis-related data, hematological parameters, iron metabolism, and inflammatory and nutritional status in all HD

patients, and in responders and non-responders patients.

Controls (n=25)

All patients (n=191)

Responders (n=175) Non-responders (n = 16)

Demographic and dialysis-related data

Darbopoeitin-o. dose (pg/kg/week)

Time on dialysis (years)
KT/V

Vascular access (AVF) n (%)
Diabetic patients n (%)
BMI (kg/m?)

Hematological data
Erythrocytes (x10'%/L)
Hemoglobin (g/dL)
Hematocrit (%)

MCV (fL)

MCH (pg)

MCHC (g/dL)

RDW (%)

Reticulocytes ( x 10°/L)
RPI

Platelets (x10°/L)

White blood cells ( x 10”/L)
Neutrophils (x 10%/L)
Lymphocytes (x10%/L)
Neutrophil/lymphocyte ratio
Iron metabolism

Transferrin (mg/dL)

Iron (mg/dL)

STfR (nmol/L)

Ferritin (ng/mL)
Transferrin saturation (%)
Hepcidin-25 (ng/mL)

Inflammatory and nutritional status

Albumin (g/dL)
Adiponectin (mg/L)
IL-6 (pg/mL)

CRP (mg/dL)

22.23+2.26

4.91+0.45
14.93 +0.86
4428 £2.80
88.12+11.72
30.55+1.61
33.76 £0.46
15.06 +0.54
57.00 (33.82-80.20)
1.20 (0.65-1.55)
257.12 £ 58.85
6.72+1.66
429+1.48
1.96 +0.37
1.96 (1.68-2.88)

310.84 £44.04
53.00 (41.00-69.50)
13.62+:3.72
102.54 +60.61
12.09 (9.70-15.39)
218.40
(124.46-318.63)

NM
4.93+£230
0.43 (0.28-0.61)
0.08 (0.04-0.19)

0.42 (0.20-0.75)
2.11 (0.81-5.19)
1:52/+£033
148 (77.48)
69 (36.13)
25.89+4.61%

3.81 +0.52*
11.72 4+ 1.44%
36.43 £4.57*
95.84 + 6.00*
30.97 +£2.36
32.26+1.19*
15.06 £+ 1.90
49.34 (27.44-72.82)
0.90 (0.50-1.40)
183.65 +55.08*
6.40+1.99
3.964+1.48
1.69 £ 0.69*
2.33 (1.77-3.26)

184.25 +35.64*
38.00 (30.00-54.00)*
2330+ 11.88*
401.96 £ 152.61*
15.11 (11.71-19.29)*
1599.11
(863.56-2409.00)*

3.97+0.37

9.23 £4.70*
2.29 (1.394.27)*
0.52 (0.23-1.33)*

0.40 (0.18-0.65)
2.10 (081-4.80)
1.49 (1.37-1.70)
136 (77.71)
63 (36.00)
26.25+4.56

3.82+0.52
11.82+1.39
36.61 £4.51
96.121+5.88
31.124+2.30
3237+1.14
14.88 +1.80
50.34 (26.69-72.47)
0.90 (0.50-1.40)
182.35 +53.87
6.36 +1.89
3.901+1.39
1.71 £0.67
2.62+1.49

185.72 +35.09
39.00 (32.00-55.00)
2249+ 11.15
404.32 £149.20
15.67 (11.96-20.41)
1738.50
(935.10-2496.46)

4.00+0.34

8.93+4.47
2.23 (1.37-3.92)
0.49 (0.22-1.26)

2.05 (1.76-2.34)**
4.34 (0.89-7.19)
1.48 (1.23-1.78)

12 (75.00)
6 (37.50)
21.97 £3:19**

3.71240.56
10.63 & 1.51%*
34.41 £4.93%*
92.68 & 6.65%*
28.97°+:2.25%*
31.05 & 1.04%*
17.20 £ 1.72%*

48.44 (28.54-86.16)
0.80 (0.40-1.43)
198.67 +69.52
6.85+3.00
4.63+£2.23
1.44 £0.87%*
3:6511.39**

168.19 + 38.76
25.00 (17.00-34.50) **
32.24 + 15.88%*
376.13 £189.71
10.63 (7.45-13.74)*%*
1042.55
(372.09-1551.28)**

3.39.£0.53*%*

12.48 +6.01%*
4.21 (2.18-5.50)**
1.34 (0.51-2.97)**

Notes: BMI: body mass index; MCV: mean cell volume; MCH: mean cell hemoglobin; MCHC: mean cell hemoglobin concentration; RDW: red
cell distribution width; RPI: reticulocyte production index; s-TfR: soluble transferrin receptor; IL-6: interleukin 6; CRP: C-reactive protein;

AVEF: arteriovenous fistula.
*p <0.05 versus controls; **p <0.05 versus responders patients.

When comparing the two groups of HD patients (respon-
ders and non-responders), we found that non-responders
presented a significantly lower BMI (Table 1). These patients
were more anaemic, as showed by the significant decrease in
hemoglobin and hematocrit, and that erythrocytes were more
hypochromic, as reflected by significantly lower values of
MCH and MCHC; a lower value of MCV and a significantly
higher RDW, reflecting the presence of more anisocytic
erythrocytes in non-responders patients (Table 1). Even with
the significant worsening of the anaemia in non-responders,
we did not find a statistically significant increase for
reticulocyte count and RPI in this group of HD patients.
Non-responder patients also presented a decrease in lympho-
cyte counts, iron, and hepcidin, and an increase in sTfR and in
adiponectin. Moreover, non-responders patients presented an
enhanced inflammatory process, with higher levels of CRP,
IL-6, and neutrophil/Lymphocyte ratio, and lower level of
albumin serum were also observed.

In order to analyze our data according to BMI of the
patients (Table 2), we divided HD participants in four
different groups: underweight (BMI<20kg/m* n=12),
normal weight (20 <BMI<25 kg/mz; n=280), overweight
(25 <BMI<30kg/m* n=65) and obese (BMI > 30kg/m?*;

n=234) patients. Groups were matched for age, time on
dialysis, and in the number of diabetic and hypertensive
patients. No differences were found for the hematological
parameters, except for the lymphocyte count between
underweight and obese patients. We also found that under-
weight patients required significantly higher thEPO doses,
as compared with the other three groups, and that a higher
number of non-responders patients were also found in the
underweight group of HD patients. Regarding the param-
eters related to iron metabolism, the patients with BMI
<20kg/m? presented lower levels of transferrin compared
to overweight and obese patients, and also lower levels of
iron comparing with normal weight patients. Underweight
patients presented the highest CRP and IL-6 levels, though
without statistical significance. Adiponectin serum levels
presented significant differences, decreasing significantly
from underweight to overweight patients. Moreover,
BMI correlated inversely and significantly with adipo-
nectin (r=-—0.397, p<0.001; Figure 1), rhEPO doses
(r=-0.271, p<0.001) and KT/V (r=-0.252, p=0.003);
BMI correlated positively and significantly with transferrin
(r=0.352, p<0.001) and with lymphocyte counts
(r=0.214, p=0.003).
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Table 2. Demographic and dialysis-related data, hematological parameters, iron metabolism, and inflammatory and nutritional status in HD patients,

according to body mass index.

20 kg/m* < BMI 25kg/m* < BMI
BMI < 20 kg/m? <25kg/m? <30kg/m? BMI > 30 kg/m?
(n=12) (n=280) (n=065) (n=34)
Age (years) 70.59 +20.45 63.18+15.26 66.79 + 11.95 70.17 +10.57
Gender (male) n (%) 7 (58.30) 45 (56.30) 42 (64.60) 11 (32.40)*
Darbopoeitin-o dose (ng/kg/week) 0.75 (0.25-1.96) 0.49 (0.19-0.87) a 0.36 (0.19-0.58) b 0.40 (0.20-0.66) ¢
Darbopoeitin-o resistance n (%) 5 (41.70) 9 (11.30) 1 (1.50) 1 (2.90)*
Time on dialysis (years) 5.51 (1.36-7.50) 2.36 (0.92-5.16) 2.09 (0.80-6.66) 1.40 (0.48-3.52)
KT/V 1.68+0.17 1.5440.25 1.554+0.44 1.3740.26 ¢
Vascular access (AVF) n (%) 10 (83.30) 59 (73.80) 54 (84.40) 22 (68.80)
Diabetic patients n (%) 2 (16.70) 23 (28.80) 27 (41.50) 17 (50.00)
Hematological data
Erythrocytes ( x 10'%/L) 3.734+0.37 3.8240.50 3.824+0.59 3.8140.51
Hemoglobin (g/dL) 11.56 +1.34 11.79 4+ 1.49 11.69 + 1.44 11.69 +1.38
Hematocrit (%) 35.54 +4.05 36.77 £ 4.68 36.28 +4.79 36.25+4.20
MCV (fL) 95.28 +5.94 96.40 + 6.43 95.46 +5.50 95.47 +6.05
MCH (pg) 30.77 +£2.02 31.09 +2.48 30.88 +2.02 30.97 +2.86
MCHC (g/dL) 32.54+1.23 32.15+1.22 3237+ 1.12 3225+ 1.26
RDW (%) 15.62 +1.61 15.42+£2.24 14.91 +1.80 14.44 +1.28

Reticulocytes ( x 10°/L)

RPI

34.93 (24.66-59.46)
0.65 (0.43-1.30)

46.97 (26.21-69.80)
0.90 (0.40-1.38)

48.76 (28.40-72.14)
0.90 (0.50-1.40)

62.08 (32.68-84.72)
1.10 (0.60-1.60)

Platelets (x10%/L) 170.00 + 56.47 182.16 £ 61.56 174.71 £51.19 204.16 £44.52
White blood cells (x10°/L) 5.85+1.75 6.26+2.17 6.42+1.69 6.88+2.14
Neutrophils ( x 10°/L) 3.86+1.23 3.954 1.72 3.85+1.10 4234+1.62
Lymphocytes (x107/L) 1.35+0.55 1.59+0.70 1.73+0.62 1.95+0.78 ¢
Neutrophil/lymphocyte ratio 3.28 (1.94-4.12) 2.46 (1.78-3.37) 2.21 (1.76-3.02) 2.22 (1.53-3.28)
Iron metabolism
Transferrin (mg/dL) 151.67 +30.80 177.90 + 33.26 189.46+33.82 b 200.74+36.23 c, e
Iron (mg/dL) 28.00 (17.25-48.00) 37.00 (30.00-50.25) 42.00 (32.50-55.50) b 36.50 (31.00-51.50)
sTfR (nmol/L) 22.49+10.12 2454 +12.14 2236+ 11.71 22.47+12.37
Ferritin (ng/mL) 436.63 +156.73 399.27 £+ 150.76 409.54 +152.13 381.55+160.02
Transferrin saturation (%) 14.87 (8.11-22.45) 15.81 (12.00-19.26) 15.67 (12.64-19.78) 13.71 (11.06-18.46)
Hepcidin-25 (ng/mL) 1175.80 1482.35 1897.75 1599.11

Inflammatory and nutritional status

Albumin (g/dL)
Adiponectin (mg/L)
IL-6 (pg/mL)

CRP (mg/dL)

(668.19-2526.19)

3.72+£0.54

13574518
3.26 (1.30-5.45)
1.15 (0.54-3.86)

(818.56-2375.04)

(957.23-2696.90)

(841.26-1875.90)

4.00£0.43 4.00£0.30 3.95+0.28

10.46 £ 4.62 7.83+£3.96 b,d 7.48+4.40 ce
2.26 (1.25-4.22) 2.09 (1.37-3.50) 3.08 (2.04-5.18)
0.42 (0.20-1.44) 0.44 (0.27-1.03) 0.70 (0.32-1.46)

Notes: MCV: mean cell volume; MCH: mean cell hemoglobin; MCHC: mean cell hemoglobin concentration; RDW: red cell distribution width; RPI:
reticulocyte production index; s-TfR: soluble transferrin receptor; IL-6: interleukin 6; CRP: C-reactive protein.

#p<0.05 (Chi-Square test); (a) p<0.05, BMI<20kg/m® versus 20kg/m*> < BMI<25kg/m?; (b) p<0.05, BMI<20kg/m’ versus 25kg/m><
BMI < 30 kg/m?; (c) p <0.05, BMI <20 kg/m? versus BMI > 30 kg/m?; (d) p <0.05, 20 kg/m* < BMI <25 kg/m? versus 25 kg/m* < BMI < 30 kg/m?;

3.

(e) p<0.05, 20 kg/m2 <BMI<25 kg/m2 versus BMI > 30 kg/mz.

Multiple regression analysis identified the sTfR
(b=0.451; p<0.001), hemoglobin concentration
(b=-0.377; p<0.001); BMI (b=-0.276; p<0.001) and
albumin (b=-0.215; p=0.006) as independent variables
significantly associated with rhEPO doses required to
achieved the target of hemoglobin levels.

Discussion

Anemia is a common complication in CKD patients under
HD. To compensate the anemia of these patients, mainly due
to renal failure in EPO production, therapeutic administration
of thEPO is nowadays included in the therapeutic protocols
for these patients. However, the dose chosen to be used
should only target to partially correct the anemia. In fact, pre-
dialysis levels of hemoglobin higher than 11-12g/dL are
not desirable, due to the risk associated with the effects
arising from post-dialysis hemoconcentration and its related
complications."”

Our HD patients under rhEPO therapy presented a
decrease in hemoglobin concentration, hematocrit and
erythrocyte counts, associated with a decreased in erythrocyte
hemoglobinization (lower MCHC) and with an increased in
erythrocyte size (higher MCV). Furthermore, HD patients
also presented lymphopenia (Table 1). Previous work from
our group demonstrated that this lymphopenia results, at
least in part, from a decrease in total circulating CD3™
T-lymphocytes and affect both the CD4" and the CD8™ T-cell
subsets.'® The presence of an inflammatory process (higher
levels of IL-6 and CRP; Table 1) is a consistent finding in HD
patients® """ and the causes for this inflammatory response
are not well clarified. There are several potential sources,
including bacterial contamination of the dialyzer, incompati-
bility with the dialyzer membrane, and the type of the
vascular access. Another possible source is increased adipos-
ity. Obesity is a low-grade inflammatory disease and the
adipocyte is an important source of bioactive molecules,
known collectively as adipokine. Some of these, such as the
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Figure 1. Significant correlation between adiponectin and BMI (r=—0.397, p <0.001).

pro-inflammatory cytokine IL-6, are known to present a
positive relation with increasing markers of obesity. On the
contrary, adiponectin, which is a protective anti-inflammatory
adipokine almost exclusively synthesized in the adipocyte,
presents an inverse relation with BMI values.’’** In the
present study, our HD patients also presented higher BMI
values compared to controls, which could justify part of the
inflammatory response. However, all results remained statis-
tically significant after adjustment for BMI, suggesting a
poor contribution of adiposity to inflammation in HD
patients. Furthermore, raised levels of adiponectin (usually
inversely related to BMI) in HD patients are the result of
its accumulation in the circulation due to CKD, as this
polypeptide is eliminated from the circulation mostly by the
kidneys.”> Higher adiponectin levels in HD patients may
represent a protective mechanism to these patients. Indeed,
adiponectin is an adipokine that exerts a variety of anti-
inflammatory activities, interfering with macrophage function
by inhibiting phagocytosis, I[L-6, or TNFo production,
reducing T-cell function, and promoting the release of
IL-10 and IL-1 receptor antagonist.®*’

This increased inflammatory stimulus has an important
impact in iron metabolism, by mobilizing iron from erythro-
poiesis traffic to storage sites within the reticuloendothelial
system.”> It is known that some inflammatory players,
namely, hepcidin, has an important impact in iron metabol-
ism, reducing the mobilization and absorption of iron for
erythropoiesis,”* leading, therefore, to an iron depleted
erythropoiesis. In our HD patients, we found an increase in
ferritin serum levels and a decrease in transferrin. These
results suggest an increase of iron storage and a reduction
in iron mobilization for erythropoiesis. An increased level of

hepcidin was also found in our HD patients. IL-6 strongly
induces hepcidin mRNA expression,”>** indicating that the
high levels of hepcidin found in HD patients could be related
to the underlying chronic inflammation. The increased
hepcidin expression during inflammation and infection
explains sequestration of iron in the macrophages and
inhibition of intestinal iron absorption, the two hallmarks of
the anemia of inflammation, which is normocytic or micro-
cytic and hypochromic.”>%’

HD patient’s non-responders to thEPO therapy presented
a mild anemia, even with the administration of higher
rhEPO doses. This anemia is hypochromic (decreased MCH
and MCHC), and is associated with a more accentuated
anisocytosis than in responder patients. Considering that all
patients were under iron and folate prophylactic therapies,
and, that iron status and vitamin B12 serum levels were
normal, these changes cannot be attributable to a deficiency
in these erythropoietic nutrients. Actually, the HD patient’s
non-responders to thEPO therapy seem to present a
“functional’’ iron deficiency, characterized by the pres-
ence of adequate iron stores as defined by conventional
criteria, but apparently with an inability to sufficiently
mobilize iron to adequately support erythropoiesis. This
“functional’’ iron deficiency is reflected by a decreased
MCH, MCHC, and transferrin saturation, and by a more
accentuated anisocytosis (high RDW), with higher levels of
ferritin, in non-responders patients. Additionally, HD
patient’s non-responders to thEPO therapy presented lower
hepcidin serum levels when compared with responders.
Hepcidin is up-regulated by inflammation and down
regulated by low iron and hypoxia/anemia; moreover,
erythropoietin down regulates liver hepcidin expression.****
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As non-responders patients were treated with much higher
doses of rhEPO compared with responders, the lower
hepcidin levels found in those patients could be explained
by this mechanism.

Non-responders patients also presented an enhanced
inflammatory process with higher neutrophil/lymphocyte
ratio, IL-6 and CRP concentrations, and lower albumin
level, as compared to responders. This enhanced inflamma-
tory stimulus induces the release of cytokines, including pro-
inflammatory cytokines that can have an erythropoiesis-
suppressing effect. Moreover, the higher adiponectin levels
found in non-responders is in agreement with lower BMI
values presented by these patients. The rise in this protective
adipokine may counterbalance the higher degree of inflam-
mation presented by these patients.

To better understand the relationship between our studied
variables and obesity in HD patients, we analyzed results by
splitting participants in four different groups according to
their BMI values: underweight, normal weight, overweight,
and obese patients (Table 2). Groups were comparable as they
were matched for age, time on dialysis, and in the number of
diabetic and hypertensive patients. Even thus, it is important
to emphasize that the group that presented the highest
percentage of diabetic patients was the obese (50%; Table 2).
This group presented statistically significant lower adiponec-
tin (an anti-diabetic and anti-inflammatory adipokine) levels
compared with the other three groups. Moreover, a significant
negative correlation was observed between BMI and adipo-
nectin (Figure 1) in agreement with previous reports with
obese patients.>'*> However, the group that presented the
highest median IL-6 levels (and consequently of CRP, as IL-6
is a major stimulus for hepatic synthesis of this acute phase
protein) was the underweight, and no statistically significant
correlation was found between IL-6 and CRP with BMI,
suggesting that adiposity is not a major determinant of these
inflammatory variables in HD patients. Also, our underweight
HD patients required higher rhEPO doses to achieve the
target of hemoglobin levels, and present high percentage
of non-responders to rhEPO therapy. This group also
presented with lower transferrin, iron serum levels, and
lymphocyte counts. Moreover, multiple regression analysis
identified BMI as an independent variable negatively
associated with thEPO doses. A recent study® showed a
positive correlation between hepcidin serum levels and
BMI; however, in our HD patients this correlation is not
found, suggesting that the fat tissue does not have an
important role in the circulating levels of hepcidin in these
patients. These results are in line with those that we obtained
for non-responder patients and enforce recent evidence
from studies demonstrating that obesity in HD patients
seems to play a protective role.'*™'

In conclusion, our work demonstrated that patients resist-
ant to thEPO therapy present with a functional iron deficiency
and a higher degree of inflammation, despite presenting
lower BMI values and higher levels of adiponectin, compared
with patients that are not resistant to therapy. We also found
within HD patients that adiponectin presents a fairly good
inverse correlation with the adiposity marker BMI. However,
in contrast with general population, BMI is poorly related
with IL-6 and CRP levels in HD patients.
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Abstract

Objective. The aim of this study was to evaluate the association of tissue-type plasminogen activator (t-PA) levels with clinical
data of patients under haemodialysis (HD) and with several variables potentially related to endothelial function and
dysfunction. Material and methods. In a cross-sectional study involving 189 Portuguese HD patients, circulating levels of
t-PA, lipids, oxidized low-density lipoprotein (Ox-LDL), interleukin-6 (IL-6), C-reactive protein (CRP), adiponectin,
plasminogen activator inhibitor type 1 (PAI-1) and fibrin fragment D-dimer were measured. Results. Considering the entire
population, t-PA correlated inversely and significantly with adiponectin and high-density lipoprotein-cholesterol, and
positively and significantly with age, body mass index, PAI-1, IL.-6, CRP, D-dimer, cholesterol and Ox-LLDL. In multiple
linear regression analysis PAI-1, age and adiponectin remained statistically associated with t-PA values (p < 0.01 for all). The
weakest significant association (p = 0.046) was that found between t-PA and D-dimer. Conclusion. Adiponectin is a main
determinant of t-PA level, which may be a good marker of endothelial dysfunction in HD patients.

Key Words: adiponectin, haemodialysis, inflammation, tissue plasminogen activator

Introduction

Recent investigations have paid particular attention to
the study of tissue-type plasminogen activator (t-PA)
in haemodialysis (HD) patients. Hemmelgarn et al.
[1] reported that the use of recombinant t-PA once
weekly, compared with the use of heparin three times
a week, significantly prevented dialysis catheter mal-
function. Furthermore, the thrombolytic treatment of
acute stroke in HD patients frequently involves the
use of recombinant t-PA [2].

Since t-PA is primarily produced and secreted into
the blood by vascular endothelial cells, it can be used
as a marker of endothelial function and dysfunction
[3]. It plays an important role in fibrinolysis, by
promoting the conversion of plasminogen to plas-
min. This protease cleaves fibrin to produce fibrin
degradation products, usually assayed as cross-linked
fibrin fragments (D-dimer). The activity of t-PA is
mainly controlled by plasminogen activator inhibitors
(PAIs), and the endothelial PAI type 1 (PAI-1) is
believed to be the main inhibitor of t-PA, with both
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t-PA and PAI-1 being mainly produced by endothe-
lial cells.

In obesity, a state of low-grade chronic inflamma-
tion develops, with the production of adipokines,
namely, interleukin-6 (IL-6) and tumour necrosis
factor-o, that may lead to insulin resistance, dyslipi-
daemia and endothelial dysfunction [4]. The adipose
tissue is also a source of PAI-1 and C-reactive protein
(CRP), although the major circulating CRP is of
hepatic origin, where its synthesis is promoted by
the proinflammatory cytokine IL-6 [5]. In contrast
to other adipocytokines, adiponectin has been noted
as an important antiatherogenic, an antidiabetic and
an anti-inflammatory protein, and its plasma concen-
tration is decreased in obese subjects [5]. In HD
patients, significant rises in IL-6 and CRP have
also been reported, as well as significant increases
in D-dimers and the t-PA/PAI-1 ratio.

It is suggested that the elevated inflammatory state
observed in HD patients could favour the same dis-
turbances occurring in obesity, i.e. endothelial dys-
function. Therefore, this study evaluated, in HD
patients, the association of t-PA levels with clinical
data and with analytical variables that have been
related to endothelial function, namely, the lipid pro-
file (including Ox-LLDL), and inflammatory (IL-6,
CRP and adiponectin) and haemostatic (PAI-1 and
D-dimer) variables.

Material and methods
Subjects

In total, 189 Portuguese chronic kidney disease
(CKD) patients under HD and recombinant human
erythropoietin (thEPO) therapies were studied. The
rhEPO maintenance dose was 0.42 (0.20-0.70) ug/kg/
week of darbepoietin-o. Intravenous iron supplemen-
tation was based on the European Best Practice
Guidelines for the management of anaemia in patients
under haemodialysis and rhEPO therapies [6]. All
participants gave their informed consent to participate
in this study, which was previously approved by the
ethics committee of the Clinics of Hemodialysis.
Patients with autoimmune disease, malignancy and
acute or chronic infections were excluded. CKD
patients were under therapeutic HD three times per
week, for 3-5 h. All patients used high-flux Polysul-
fone FX-class dialysers (Fresenius).

Blood samples

Blood samples were obtained immediately before the
HD procedure and processed within 2 h of collection.
Blood was collected to citrate-containing tubes and to

tubes without anticoagulant, to obtain plasma and
serum, respectively. Aliquots were immediately stored
at —70°C until assayed.

Serum lipids and lipoproteins were analysed
in an autoanalyser (Cobas Mira S, Roche) using com-
mercially available kits. Plasma concentrations of
Ox-LDL, adiponectin, IL-6, t-PA and PAI-1 were
evaluated using standard commercial enzyme-linked
immunoassays (Oxidized LDLELISA, Mercodia; adi-
ponectin, IL.-6 ELISA High-Sensitivity, t-PA, PAI-1,
all from eBioscience). D-dimer and CRP were evalu-
ated by immunoturbidimetry, using commercially
available kits [BCS XP system, Siemens; CRP (latex)
High-Sensitivity, Roche Diagnostics].

Statistical analysts

The distributions of continuous variables were
analysed using Kolmogorov—Smirnov tests to assess
significant departures from normality. Normally dis-
tributed variables are presented as mean + SD and
non-normally distributed variables as median (inter-
quartile range). Comparisons between two groups
were performed using Student’s unpaired ¢ test or
Mann—-Whitney U test. The association between
categorical variables was analysed using the chi-
squared test and Fisher’s exact test.

The strength of the association between the vari-
ables was estimated by Pearson’s correlation coeffi-
cient, after log transformation of the wvariables
(whenever necessary). To evaluate the contribution
of the different variables to t-PA levels, multiple
regression analysis was performed, using stepwise
selection, with an entry criterion of p < 0.05.

Statistical analysis was performed using the Statis-
tical Package for Social Sciences (SPSS, version 16.0)
for Windows. Statistical significance was accepted at
p < 0.05.

Results

Clinical and analytical data from patients are pre-
sented in Table I. The mean age of participants
was 65.9 years old, and the majority were non-
diabetic (64.6%) and used an arteriovenous fistula
(77.3%) for vascular access.

The CKD patients were divided in two groups
according to their t-PA levels, using a cut-off of
5.33 ng/ml, corresponding to the median t-PA value
observed for the entire studied group. The group
with higher t-PA (= 5.33 ng/ml) presented with sig-
nificantly higher age and body mass index (BMI)
values, significantly higher levels of PAI-1, D-dimer,
IL-6 and CRP, and significantly lower levels of
adiponectin (Table I). The group with higher
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Table I. Clinical and laboratory data for total haemodialysis (HD) patients, and according to tissue plasminogen activator (t-PA) levels (lower
or higher than the median value observed for total patients, 5.33 ng/ml).

All HD patients t-PA < 5.33 ng/ml

t-PA 2 5.33 ng/ml

(n = 189) (n=94) (n=95) p?

Age (years) 65.97 + 14.02 62.60 + 14.96 69.27 + 12.23 0.001
Gender (males) 105 (55.60%) 50 (53.20%) 55 (57.90%) 0.515
Diabetes mellitus 67 (35.40%) 27 (28.70%) 40 (42.10%) 0.054
BMI (kg/m?) 25.84 + 4.58 24.84 + 4.05 26.80 + 4.87 0.003
Duration of treatment (years) 2.11 (0.82—4.80) 2.36 (0.81-5.37) 1.94 (0.89-4.08) 0.424
Vascular access

Arteriovenous fistula 146 (77.30%) 72 (76.60%) 74 (77.90%) 0.831

Venous catheter 43 (22.70%) 22 (23.40%) 21 (22.10%)

t-PA (ng/ml) 5.33 (3.72-8.10) 3.72 (2.72-4.68) 8.08 (6.17-9.66)

PAI-1 (ng/ml) 18.69 (12.15-32.41) 13.52 (10.45-20.99) 27.50 (16.93-45.52) < 0.001
D-dimer (mg/l) 0.70 (0.37-1.55) 0.59 (0.32-1.05) 0.88 (0.46-1.65) 0.005
IL-6 (pg/ml) 2.26 (1.38-4.21) 1.80 (1.14-2.84) 3.33 (1.95-5.04) < 0.001
CRP (mg/l) 5.13 (2.32-13.0) 3.40 (1.80-8.62) 7.45 (3.47-16.2) < 0.001
Triglycerides (mg/dl) 119.00 (90.50-176.50) 118.50 (90.00-176.25) 119.00 (95.00-177.00) 0.644
Cholesterol (mg/dl) 151.00 (125.50-176.00) 147.00 (123.75-176.00) 153.00 (129.00-176.00) 0.451
HDL-C (mg/dl) 38.00 (32.05-52.00) 40.00 (32.30-53.45) 37.00 (32.00-49.30) 0.452
LDL (mg/dl) 69.00 (51.20-92.00) 68.15 (50.08-93.08) 70.40 (52.00-91.00) 0.792
Ox-LDL (U/l) 33.80 (27.80-40.65) 33.85 (27.28-40.10) 33.70 (28.10-40.80) 0.418
Adiponectin (mg/l) 8.74 (5.93-11.70) 9.86 (7.47-12.48) 6.99 (4.80-10.74) < 0.001

Data are shown as mean + SD, n (%) or median (interquartile range).
“Lower t-PA group versus higher t-PA group.
BMI = body mass index; PAI-1 = plasminogen activator inhibitor type 1; IL-6 = interleukin-6; CRP = C-reactive protein; HDL-C = high-

density lipoprotein-cholesterol; Ox-LDL = oxidized low-density lipoprotein.

t-PA also included a higher proportion of diabetic
patients, and this result almost reached statistical
significance (p = 0.054). However, significant
differences were found for t-PA levels between
diabetic and non-diabetic CKD patients median
(interquartile range): 5.97 (4.47-9.03) vs 5.03
(3.65-6.65), p = 0.010.

The type of vascular access (arteriovenous fistula vs
venous catheter) was not associated with differences
in t-PA levels median (interquartile range): 5.34
(3.68-8.15) vs 5.33 (4.08-8.08), p = 0.813.

Considering the entire population, t-PA levels cor-
related inversely and significantly with adiponectin
(r =-0.340, p < 0.001) (Figure 1) and high-density
lipoprotein-cholesterol (r=-0.170, p = 0.019); more-
over, t-PA correlated positively and significantly with
PAI-1 (r=0.510,p<0.001) (Figure 1), age (r=0.288,
»<0.001) (Figure 1), BMI (r=0.252, p =0.001), D-
dimer (r = 0.148, p = 0.046), IL-6 (r = 0.250,
p = 0.001), CRP (r=0.217, p = 0.003), cholesterol
(r = 0.168, p = 0.021) and Ox-LDL (r = 0.171,
p = 0.018). In multiple linear regression analysis,
PAI-1, age and adiponectin remained statistically
associated with t-PA values (Figure 1 and Table II).

BMI values were found to be inversely and signif-
icantly correlated with adiponectin concentration
(r=-0.405, p < 0.001).

Within both subgroups of patients, t-PA levels were
not significantly correlated with D-dimer levels
(» > 0.9 for both). BMI values remained inversely
correlated with adiponectin within subgroups
(p < 0.02 for both).

Discussion

Recent investigations focused particular attention on
the potential use of recombinant t-PA in prothrom-
botic clinical situations associated with HD [1,2]. As
t-PA is mainly produced by endothelial cells, it is also
used as a marker of endothelial function and dysfunc-
tion. Considering the strong association of CKD with
dyslipidaemia, inflammation and a high prevalence of
cardiovascular events, this study evaluated the lipid
profile, and some inflammatory and haemostatic vari-
ables, to determine whether they are major determi-
nants of the t-PA levels in HD patients.

In the present study, patients with higher t-PA levels
presented with higher D-dimer levels (Table I),
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Figure 1. Associations between tissue plasminogen activator (t-PA) levels and (A) plasminogen activator inhibitor type 1 (PAI-1), (B) age of
patients and (C) adiponectin levels in chronic kidney disease patients under haemodialysis. Pearson’s correlation values are shown.

but when all patients were analysed together, t-PA
levels were not strongly positively correlated with
D-dimer levels (p = 0.046). Furthermore, within both
subgroups of patients, t-PA levels were far from being
correlated with D-dimer levels (p > 0.91 for both),

suggesting that the release of t-PA is not accompanied

by a proportional degree of fibrinolysis. This suggests
that HD patients, particularly patients with higher
t-PA, present with endothelial dysfunction, which
is a known risk factor for cardiovascular disease [4].
The patients with higher t-PA also presented

and an enhanced

with higher BMI, higher age

Table II. Main determinants of tissue plasminogen activator (t-PA) levels by multiple linear regression analysis.

Unstandardized
coefficients Standardized coefficients
Dependent variable Model B SE Beta t P
Ln t-PA (Constant) 0.506 0.316 1.598 0.112
Ln PAI-1 0.349 0.062 0.390 5.661 < 0.001
Age (years) 0.009 0.003 0.200 3.110 0.002
Ln Adiponectin -0.202 0.074 -0.184 -2.733 0.007

PAI-1 = plasminogen activator inhibitor type 1; SE = standard error.
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inflammatory state, as shown by the increased levels of
IL-6, CRP and PAI-1, and the reduced adiponectin.
This is in agreement with the fact that inflammation is
closely related to both adiposity and endothelial dys-
function. Indeed, adipose tissue is a source of
PAI-1 and IL-6 (two recognized proinflammatory
adipokines), and increased levels of IL-6 and CRP
are frequently associated with endothelial dysfunction
[5]. These results are, therefore, in agreement with a
positive relation between t-PA (a marker of endothe-
lial function and dysfunction) and inflammatory mar-
kers. However, in multiple regression analysis only
PAI-1, the age of the patients and adiponectin were
independently associated with t-PA.

The strong positive correlation found between
t-PA and PAI-1 may be explained by the fact that
both substances are produced and released by endo-
thelial cells into circulating blood. However, PAI-1 is
an adipokine, whereas t-PA is not. When PAI-1 was
removed from the model, adiponectin was the best
predictor of t-PA levels. Adiponectin is an antidiabetic
and anti-inflammatory protein and its circulating
levels are inversely related to adiposity markers (in
the present study BMI correlated with L.n adiponec-
tin: » = —0.405, p < 0.001). Thus, overweight and
obese patients seem to lose the protective properties of
this important adipokine. It is important to highlight
that adiponectin appears to have important effects
on the endothelium, modulating its function. For
example, adiponectin suppresses adhesion molecule
expression in vascular endothelial cells [7], decreases
endothelial oxidative stress and increases endothelial
nitric oxide synthase activity [8,9]. Adiponectin may
also have a vascular protective effect by inhibiting Ox-
LDL-induced cell proliferation and suppressing cel-
lular superoxide generation [9]. Furthermore, it has
been demonstrated that decreased levels of circulating
adiponectin correlate with endothelial dysfunction in
arteries [10].

In summary, the present study demonstrated that
adiponectin is a main determinant of t-PA levels in
CKD patients under HD, together with PAI-1 and
age of the patients. The results suggest that t-PA may
work as a good marker of endothelial dysfunction in
HD patients, and that adiponectin is likely to explain
most of the obesity-induced cell dysfunction. Future
work should address the potential value of t-PA in the
assessment of CVD risk in HD patients and whether a
reduction in adiposity (together with inflammation)
may represent a substantial prognostic improvement
in these patients.
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Abstract

Background/Aims: Cardiovascular diseases are the major
cause of morbidity and mortality in hemodialysis (HD) pa-
tients. These patients present reduced paraoxonase 1 (PONT1)
activity that depends on genetic and non-genetic factors;
however, how these factors influence PONT1 activity in HD
patients is poorly clarified. Our aim was to evaluate the influ-
ence of two polymorphisms and non-genetic factors on
PONT1 activity in HD patients. Methods: We evaluated 183 HD
patients under recombinant human erythropoietin (rhEPO)
treatment and 22 healthy individuals. The lipid profile [total
cholesterol, triglycerides, HDL-c, LDL-c, apolipoprotein (Apo)
A-l, Apo B, lipoprotein(a) and oxidized low-density lipopro-
tein (Ox-LDL)], inflammatory markers [adiponectin, interleu-
kin-6 (IL-6) and C-reactive protein (CRP)], PON1 activity and

PONT1 gene polymorphisms (L55M and Q192R) were evalu-
ated. Results: HD patients presented higher levels of IL-6,
CRP and Ox-LDL/LDL-c, and lower PON1 activity, total cho-
lesterol, HDL-¢, LDL-¢c, Apo A and Apo B; the most frequent
genotype was heterozygosity for L55M polymorphism and
homozygosity for the Q allele, the more frequent genotype
of Q192R polymorphism. Multiple regression analysis identi-
fied heterozygosity and homozygosity for L55M and Q192R
polymorphisms, very low-density lipoproteins, LDL-c, Apo A
and CRP levels, time on dialysis and rhEPO dose, as the inde-
pendent variables significantly associated with PONT activ-
ity. The associations with CRP, rhEPO and time on dialysis
were negative. Conclusion: Our results show that the re-
duced PONT activity in HD patients who are not under statin
therapy is strongly associated with inflammation, longer
time on dialysis and high rhEPO doses, suggesting that the
reduction in PONT activity may worsen the prognosis of
these patients. Copyright © 2012 S. Karger AG, Basel
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Introduction

Human serum paraoxonase 1 (PON1) is an enzyme
primarily synthesized by the liver that has been associ-
ated with lipoproteins, mainly with high-density lipopro-
teins (HDL). PONI seems to have antiatherogenic, anti-
oxidative and anti-inflammatory properties as it protects
HDL and low-density lipoproteins (LDL) from oxidation,
and hydrolyzes oxidized lipids [1]. In vitro studies showed
that PONT1 is also associated with very low-density lipo-
proteins (VLDL) and still presents antiatherogenic prop-
erties; however, its activity is lower than that presented
when associated with HDL [2].

Cardiovascular diseases (CVD) are the leading cause
for the high morbidity and mortality observed in hemo-
dialysis (HD) patients [3]. Usually, these patients present
with high levels of inflammation and oxidative stress that
are known to favor the atherosclerotic processes and,
therefore, may contribute to the increased cardiovascular
risk in HD patients [3]. Recently, it has been reported that
patients undergoing HD present a reduced PON1 activi-
ty, which could contribute to the high rate of CVD in
these patients [4, 5].

The activity of this enzyme is influenced by genetic
and non-genetic factors [5-7]. Two polymorphisms in the
coding region of PONI gene, namely L55M (leucine to
methionine substitution at position 55) and Q192R (glu-
tamine to arginine substitution at position 192), reduce
the activity of this enzyme [6, 7]. The L55M polymor-
phism is associated with a decrease in mRNA expression
and, therefore, with decreased PONI activity [8]. More-
over, Q192R polymorphism is also associated with a de-
crease in PON1 activity, as this polymorphism affects the
kinetics of hydrolysis of PON1 substrates [8].

How genetic and non-genetic factors influence PON1
activity in HD patients remains to be elucidated. The aim
of our study was to evaluate the influence of genetic
(L55M and Q192R polymorphisms) and non-genetic fac-
tors on PONI activity in a group of HD patients.

Subjects and Methods

Patients

We studied a group of 183 HD patients (102 males, 81 females;
mean age 66.23 * 13.96 years old) under recombinant human
erythropoietin (thEPO) treatment [0.43 (0.20 - 0.75) pg/kg/week
of darbepoietin-a]. The patients were also under intravenous iron
supplementation according to the European Best Practice Guide-
lines for the management of anemia in patients under HD and
rhEPO therapies [9]. All participants gave their informed consent

318 Am ] Nephrol 2012;36:317-323

to participate in this study that was previously approved by the
Ethics Committee of the Clinics of Hemodialysis. Patients with
autoimmune disease, malignancy, and acute or chronic infection
were excluded. Some patients (40.44%) were under statins ther-
apy.

HD patients were under therapeutic HD three times per week
for 3-5 h for a median of 2.13 (0.81-5.24) years. All patients used
the high-flux polysulfone FX-class dialyzers of Fresenius. The
main causes of renal failure in this population were as follows:
diabetic nephropathy (n = 66), hypertensive nephrosclerosis (n =
21), nephritic syndrome (n = 9), polycystic kidney disease (n = 8),
obstructive diseases (n = 7), hereditary nephropathy (n = 3),
chronic interstitial nephritis (n = 2), benign prostate hypertrophy
(n = 1), systemic lupus erythematosus (n = 1), other diseases (n =
4) and of uncertain etiology (n = 61). A group of 22 apparently
healthy individuals, matched as far as possible for age and gender
(10 males, 14 females; mean age 36.03 £ 10.34 years old), were
selected as controls, based on no history of kidney, inflammatory
or infectious diseases, no history of CVD and under no regular
medications that could interfere with our results.

Blood Samples

Blood samples were obtained immediately before HD proce-
dure and processed within 2 h of collection. Blood was collected
to EDTA-containing tubes and to tubes without anticoagulant in
order to obtain plasma, buffy coat and serum. Aliquots were im-
mediately stored at -80°C until assayed.

Lipid Profile

Serum lipids, lipoproteins and apolipoprotein (Apo) analysis
were performed in an auto-analyzer (Cobas Mira S, Roche) us-
ing commercially available kits. Serum total cholesterol (TC)
and triglycerides (TG) concentrations were determined by en-
zymatic colorimetric tests (CHOD-PAP and GPO-PAP meth-
ods, Roche, respectively). HDL cholesterol (HDL-c) and LDL
cholesterol (LDL-c) levels were measured by using enzymatic
colorimetric tests after selective separation of HDL and LDL
fractions (Direct HDLCholesterol and Direct LDLCholesterol,
Roche). Serum Apo A-I and Apo B levels were evaluated by im-
munoturbidimetric assays (uni-kit apolipoprotein A-I- and B-
specific antiserums, Roche). Serum lipoprotein(a), Lp(a), was
quantified by using an immunoturbidimetric method (Lp(a),
Roche Diagnostics). Plasma concentration of oxidized low-den-
sity lipoprotein (Ox-LDL) was evaluated by using a standard
commercial enzyme-linked immunoassay (Oxidized LDL ELI-
SA, Mercodia, eBioscience).

Inflammatory Markers

Plasma concentrations of adiponectin and interleukin (IL)-6
were evaluated by using standard commercial enzyme-linked im-
munoassays (adiponectin, IL-6 ELISA High-Sensitivity, Merco-
dia, eBioscience). C-reactive protein (CRP) was evaluated by im-
munoturbidimetry, using commercially available kits [CRP (la-
tex) High-Sensitivity, Roche Diagnostics].

Activity and Screening for L55M and QI92R Polymorphisms

on PONI Gene

The activity of PON1 was assessed spectrophotometrically
and expressed in nmol of p-nitrofenol/ml/min. Briefly, PON1 ac-
tivity was measured by adding serum to 1 ml Tris/HCI buffer (100
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Table 1. Biochemical data of HD patients and controls

Parameters Controls HD patients p HD patients with HD patients without p
(n=22) (n=183) statins (n = 74) statins (n = 109)

Creatinine, mg/dl - 8.50 (6.25-11.83) 8.54 (6.10-12.06) 8.47 (6.30-11.80) 0.716
Kt/Ve - 1.48 (1.30-1.60) 1.40 (1.20-1.60) 1.50 (1.38-1.60) 0.138
Urea, mg/dl = 140.20 £41.01 137.41 £41.05 142.11 £41.06 0.480
Albumin, g/dl - 3.90 (3.53-4.16) 3.99 (3.50-4.19) 3.89 (3.54-4.11) 0.266
BMI 21.85x2.05 25.87 £ 4.64 <0.001 27.66 £4.97 24.63*£3.96 <0.001
IL-6, pg/ml 0.39 (0.27-0.58) 2.24 (1.35-4.27) <0.001 2.24 (1.36-3.93) 2.28 (1.33-4.30) 0.768
CRP, mg/dl 0.06 (0.04-0.14) 0.49 (0.22-1.33) <0.001 0.61 (0.23-1.27) 0.46 (0.22-1.40) 0.796
PONI1

nmol p-nitrofenol/ml/min 466.76 (399.06-542.08) 362.56 (323.46-463.30) <0.001 373.40 (320.51-462.43) 358.81 (325.65-464.05)  0.901
TC, mg/dl 202.27 £27.77 154.10 £43.72 <0.001 150.79 £ 36.00 156.40 £ 48.39 0.448
TG, mg/dl 98.50 (84.25-135.75)  119.00 (90.00-177.00) 0.043  120.00 (97.00-183.00)  116.50 (86.25-173.75) 0.286
HDL-c, mg/dl 46.00 (40.00-60.25) 42.60£13.70 0.002 42.08 £13.34 42.95%14.00 0.664
LDL-c, mg/dl 104.36 £ 25.82 73.23%£29.33 <0.001 71.16 £28.41 74.67 £30.00 0.369
HDL/LDL ratio 0.52+0.20 0.68+0.39 0.033 0.69%0.36 0.68+0.43 0.680
VLDL, mg/dl 19.70 (16.85-27.15) 23.80 (18.00-35.40) 0.048 24.00 (19.20-36.60) 23.30(17.25-35.15) 0.378
Lp(a), mg/dl 25.10 (14.10-62.03) 45.40 (25.85-89.05) 0.021 58.40 (33.25-107.10) 39.85 (24.05-77.33) 0.008
Apo A, mg/dl 150.73 £23.57 121.95£30.41 <0.001 125.19 £ 30.60 119.19£30.10 0.105
Apo B, mg/dl 89.09+13.48 72:33x£21.81 <0.001 71.59%£20.26 72.85+£2291 0.821
PON1/HDL-c ratio 10.48 (7.42-12.33) 9.38 (7.70-12.03) 0.501 9.12 (6.78-12.88) 9.19 (7.72-11.26) 0.904
PON1/Apo A ratio 3.02 (2.56-3.67) 3.22 (2.64-3.99) 0.729 2.92 (2.33-3.84) 3.25(2.73-4.05) 0.055
OxLDL, U/l 39.66£11.10 35.95+15.63 0.058 35.04£10.55 36.59+18.37 0.829
OxLDL/LDL ratio, U/mg 0.040+0.013 0.053%0.018 <0.001 0.054%0.017 0.052%+0.019 0.405
Adiponectin, mg/l 524%+2.29 9.25%4.73 <0.001 7.69+3.97 10.33£4.92 <0.001

Results are presented as mean * SD or median (interquartile range) unless otherwise indicated. p values were obtained using Mann-Whitney U test

or Pearson x? test. BMI = Body mass index.

mmol/l, pH 8.0) containing 2 mmol/I CaCl, and 5.5 mmol/l para-
oxon (O,0-diethyl-O-p-nitrophenylphosphate, Sigma Chemical,
Co.). The rate of generation of p-nitrophenol was determined by
reading the absorbance at 412 nm, 37°C, with the use of a con-
tinuously recording spectrophotometer (Beckman DU-68).

To screen for presence of PONI gene polymorphisms, ge-
nomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes us-
ing the standard salting-out extraction method, as previously
described [10, 11]. The genotype screening was performed with
allele-specific fluorogenic oligonucleotide probes in an assay
combining the polymerase chain reaction and the 5" nuclease
reaction.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the IBM Statistical
Package for Social Sciences for Windows, version 19.0. Statisti-
cal significance was accepted at p < 0.05. The distribution of
continuous variables was analyzed using the Kolmogorov-
Smirnov test to assess significant deviations from normality.
Comparisons between groups were performed using the Mann-
Whitney U test or the Kruskal-Wallis test. The association be-
tween categorical variables was analyzed using the x? test or
Fisher’s exact test. To evaluate the contribution of the different
studied variables on PON1 activity, multiple regression analysis
was performed using stepwise selection with an entry criterion
of p <0.05.

PONI1 Activity in Hemodialysis Patients

Results

Compared to controls (table 1), our HD patients pre-
sented significantly higher levels of the inflammatory
markers IL-6 and CRP. The PON1 activity was significant-
lylower in HD patients compared to control subjects. Some
differences were found in the lipid profile of HD patients,
namely significantly lower levels of TC, HDL-c, LDL-c,
Apo A and Apo B; Ox-LDL was not different from con-
trols; however, the Ox-LDL/LDL-c ratio was significantly
higher; no significant differences were found for PON1/
HDL-cand PON1/Apo A ratios. Significantly higher levels
of adiponectin were also found in HD patients.

The most frequent genotype found in HD patients (ta-
ble 2) was LM for L55M polymorphism, which was asso-
ciated to a PONI activity higher than MM and lower than
LL polymorphisms. QQ was the more frequent genotype
for Q192R polymorphism, presenting the lowest PON1
activity, as compared to QR and RR genotypes. Moreover,
the most frequent association of these two polymor-
phismsis LM/QQ (27.9%), followed by the LM/QR (21.3%)
and LL/QR genotypes (15.9%). Significantly higher PON1
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Table 2. Genotype frequencies of PON1 polymorphisms and ac-
tivity in hemodialysis patients

Genotype HD patients PON 1 activity
(n=183) nmol p-nitrofenol/
N % ml/min

PON 1 L55M
LL 57 3L 464.8 (386.6-539.6)
LM 89 48.6 359.7 (333.1-428.6)
MM 37 20.2 315.0 (302.5-326.6)
p <0.001

PON1 Q192R
QQ 103 56.3 326.9 (307.9-353.5)
QR 68 37.2 463.3 (418.6-514.6)
RR 12 6.6 576.9 (479.6-670.7)
p <0.001

PONI1 L55M/Q192R
LL/QQ 15 8.2 357.4 (325.8-390.2)
LL/QR 29 15.9 483.6 (444.4-548.1)
LL/RR 11 6.0 554.2 (473.8-674.1)
LM/QQ 51 27.9 335.8 (315.3-356.8)
LM/QR 39 21.3 438.9 (402.0-489.7)
LM/RR 1 0.5 576.9
MM/QQ 37 20.2 315.0 (302.5-326.6)
MM/QR 0 0 -
MM/RR 0 0 -
p <0.001

Results are presented as absolute number and percentage, and
median (interquartile range). p values were obtained using Krus-
kal-Wallis test.

activity was associated with homozygosity for L and R al-
leles, and lower PONT1 activity was associated with homo-
zygosity for the M and Q alleles (table 2). Moreover, HD
patients with the LL/RR genotype presented the highest
PONTI activity, and patients with the MM/QQ genotype
presented the lowest PONI activity.

Statins are known for their capacity to lower choles-
terol levels by inhibiting the enzyme HMG-CoA reduc-
tase, and for their anti-inflammatory properties. Consid-
ering that 40.44% of the patients were under statins ther-
apy, we studied a possible interference in our analytical
studies, and no statistically significant differences were
found (table 1).

Multiple regression analysis identified for all HD pa-
tients the heterozygosity and homozygosity for the L55M
and Q192R polymorphisms, and VLDL, LDL-c, Apo A
and CRP serum levels, time on dialysis and rhEPO dose,
as the independent variables significantly associated with
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PONI1 levels (table 3). These associations were negative
for CRP, rhEPO dose and time on dialysis. Considering
the patients according to statin therapy, those who were
not under this therapy presented the heterozygosity and
homozygosity for the L55M and Q192R polymorphisms,
CRP, TG and sTfR serum levels, time on dialysis and
rhEPO dose as the independent variables significantly as-
sociated with PONT1 levels, while for patients under statin
therapy, only the heterozygosity and homozygosity for
the QI92R polymorphism, CRP and TG serum levels
were identified as the independent variables significantly
associated with PONI levels.

Discussion

PONI1 presents antioxidant properties contributing to
control the development of oxidative stress at blood level.
It is known that the oxidation of LDL is a crucial starting
step for the atherogenic process; therefore, by preventing
oxidative stress, PON1 contributes to protect LDL from
oxidative modifications and to reduce foam cell forma-
tion, inhibiting atherosclerosis [12].

The lipid profile of our HD patients showed some
CVD risk changes, as compared to control, namely sig-
nificantly lower HDL-c and Apo A levels and significant-
ly higher Lp(a) concentration. Despite the lower values of
LDL-c and the similar values of Ox-LDL in HD patients,
the Ox-LDL/LDL-c ratio was significantly higher, sug-
gesting a higher proportion of oxidized LDL particles
and, therefore, a lower antioxidant protection within
LDL that might be due to the significantly lower activity
of PONI1. The trend towards lower levels of oxLDL ob-
served in HD patients might result from the formation of
immune complexes formed by oxidized LDL and Ox-
LDL antibodies, as suggested by some authors [13, 14];
proatherogenic and proinflammatory properties have
been attributed to these immune complexes and their for-
mation seems to be more prevalent in diabetic nephropa-
thy [13]; considering the high percentage of diabetic pa-
tients (36.1%) in our studied patients, this could be a rea-
sonable explanation for the values of Ox-LDL that we
observed.

The mortality and morbidity of HD patients is 10-20
times higher than that found in the general population,
and remains high in spite of the technological develop-
ment of HD procedures and of the medical support in the
last years. Cardiovascular events are considered as the
major cause of death (more than 50%). Advanced age, a
lipid risk profile and diabetes mellitus common in these
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Table 3. Main determinants of PON1 activity by multiple linear regression analysis

Dependent variable/model All HD patients Patients without statins Patients with statins
R? B P R? B P R? B P

Ln PONTI activity
(Constant) 0.893 <0.001 0.910 <0.001 0.877 <0.001
Q192R polymorphism (QR) 0.666 <0.001 0.667 <0.001 0.657 <0.001
Q192R polymorphism (RR) 0.558 <0.001 0.332 <0.001 0.841 <0.001
Ln CRP -0.146 <0.001 -0.237 <0.001 -0.191 0.029
L55M polymorphism (LL) 0.323 <0.001 0.427 <0.001
Ln VLDL 0.127 <0.001
RhEPO dose -0.108 0.003 -0.131 0.006
Apo A 0.109 0.002
LDL-c 0.096 0.007
L55M polymorphism (LM) 0.139 0.006 0.187 0.001
Ln time on dialysis -0.181 0.026 -0.106 0.013
Ln TG 0.097 0.028 0.307 <0.001
Ln sTfR 0.142 0.001

patients per se do not explain the high number and sever-
ity of the observed cardiovascular events. The association
and the value of oxidative stress, inflammation and dys-
lipidemia in the evaluation of risk for cardiovascular
events are well known. More recently, it was proposed
that PON1 could play a role in the cardiovascular risk of
these patients, considering its antioxidant and antiath-
erogenic properties. Indeed, some studies reported that
the activity of PON1 was reduced in HD patients [4, 5].
In accordance with those studies, we found in our group
of HD patients a significantly lower PONI1 activity com-
pared to controls (table 1).

The activity and concentration of this enzyme is af-
fected by several factors, but more than 60% of its activ-
ity seems to be explained by genetic factors, including
some polymorphisms in the coding region of the PONI
gene [12], such as the Q192R and L55M polymorphisms.
The QI192R polymorphism modulates PONI activity
through the R allele that has been associated with in-
creasing activity. The L55M polymorphism seems to
modulate enzyme’s concentration. Thus, subjects with
RR and LL genotypes present the highest PON1 activity
[15]. In accordance, we found that the HD patients who
were homozygous for L and R alleles presented higher
PONI activities compared to the other genotypes. More-
over, HD patients with LL/QR and LL/RR genotypes
showed median values of PON1 activity that were similar
to those found in the control group. The relative preva-
lence of the different studied polymorphisms observed in

PONI1 Activity in Hemodialysis Patients

our HD patients is similar to the prevalence reported by
others in HD patient populations [5]. The most frequent
genotypes in HD patients were LM and QQ, for L55M
and Q192R polymorphisms, respectively. As we were not
able to study a larger control group, it is not possible to
know if there are differences in the genotype frequencies
between HD patients and controls. Indeed, it was report-
ed that the genotype frequency of the LM genotype is
higher in HD patients than in controls [5], and this would
support a reduction in PONI activity.

Considering that PONI1 is strongly linked to HDL-c,
Apo A and LDL-c, and that their values are significantly
lower in HD patients compared to controls, the decreased
activity of PON1 seems to be related to Apo A, VLDL and
LDL levels. The result observed for Apo A is of particular
relevance, as this Apo seems to be important to stabilize
the enzyme [16]; Apo A is directly related to the number
of HDL particles, as it is the major protein component of
HDL [17]; therefore, the lower levels of Apo A found in
HD patients and, therefore, of HDL particles could ex-
plain the lower activity of PON1. Indeed, when calculat-
ing the ratios PON1/Apo A and PON1/HDL-c, we did
not find significant differences for HD patients and con-
trols, suggesting that the reduction in PON1 may be ex-
plained by lower HDL particles [7]. To further under-
stand the importance of the genetic and non-genetic
factors under study in PONI activity, we performed a
multiple regression analysis (table 3). We found that in
HD patients, especially those that are not under statin
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therapy, alow activity of PON1 is significantly associated
with increasing inflammation, rhEPO dose and time on
HD. As statins improve the lipid profile and exert anti-
inflammatory activity, for patients under statin therapy
only the heterozygosity and homozygosity for the Q192R
polymorphism, CRP and TG serum levels were identi-
fied as the independent variables significantly associated
with PONI levels.

We must notice that inflammation, rhEPO dose and
time on HD have been associated with a higher mortality
rate in HD patients [18]. Due to its sensitivity to inflam-
matory conditions, PON1 has been considered as a neg-
ative acute-phase protein. Henning et al. [19] recently
reported a reduction in plasma PONI1 activity in HD
patients who spent more time on dialysis, which is in ac-
cordance with our results. Treatment with rhEPO ap-
pears to reduce the oxidative stress in CKD patients and
improve PONI activity [20]. However, some patients do
not respond properly to this treatment and need higher
rhEPO doses. These patients resistant to thEPO therapy
present higher levels of oxidative stress and inflamma-
tory markers [21] that can contribute to the reduction in
PONI1 activity.

As expected, increasing PON1 activity in HD patients
was associated with the genotypes QR and RR for Q192R
polymorphism, and with the LL and LM genotypes for
the L55M polymorphism. Moreover, we found that the
increase in PONI activity is also associated with increas-
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Discussao
Este estudo permitiu aprofundar o conhecimento dos mecanismos

fisiopatologicos que podem promover um risco de mortalidade aumentada, em
doentes Portugueses com DRCT, sob terapéutica de hemodidlise e de AEE.

No inicio do estudo, foi feita a avaliacao clinica e laboratorial dos doentes, a
gue se seguiu um follow-up de dois anos, para registo da mortalidade dos
doentes. O estudo incluiu 189 doentes com DRCT em programa de
hemodialise. Foram avaliados diferentes parametros, nomeadamente, a dose
de didlise, o estado nutricional, dados hematologicos, perfil lipidico,
metabolismo do ferro, marcadores de disfuncdo endotelial e inflamagéo, assim
como o tipo de acesso vascular, presenca de co-morbilidades e terapéuticas
associadas.

Este estudo foi efetuado com a colaboracao de varias clinicas de hemodialise
da regiao Norte de Portugal. Os doentes tinham uma idade média de 66,4+13,9
anos, 55% eram do sexo masculino, e encontravam-se a cumprir um programa
tri-semanal de hemodialise. A FAV foi utilizada em 146 doentes (77,2%), e o
CVC em 43 doentes (22,8%). Todos os doentes tinham iniciado tratamento de
hemodialise mais de 90 dias antes de participarem no estudo.

As causas principais da DRCT nestes doentes foram a Diabetes mellitus
(35,9%) e a hipertensédo arterial (13,2%). Dezasseis doentes (8,5%) foram
classificados como sendo resistentes a terapéutica com AEE.

Durante o periodo de follow-up (24 meses), faleceram 35 doentes (18,5%), 14
dos quais por causas cardiovasculares.

Foi também selecionado um grupo controlo de 25 individuos, equilibrado o
mais possivel com os doentes com DRCT, para idade e género, que
apresentavam valores hematoldgicos e bioquimicos dentro dos limites do
normal, sem historia de doencas renais ou inflamatorias.

Os resultados foram analisados a fim de: avaliar as diferencas entre doentes e
controlos, com o objetivo de caracterizar a doenca; avaliar as diferencas entre
os doentes vivos e 0s que faleceram no decorrer dos dois anos de follow-up,
para identificacdo de potenciais marcadores de risco de mortalidade; proceder
a uma analise estatistica, considerando como evento principal a morte, e
ajustando o modelo para o tempo prévio em hemodialise e para a idade, com o

objetivo de identificar marcadores independentes de risco de mortalidade.

113



DISCUSSAO

Caracterizacdo hematolégica e bioquimica dos doentes em

programa de hemodidlise.

Como se referiu, iniciamos a andlise dos resultados comparando os doentes
em hemodialise com o grupo de controlo, a fim de caracterizar o perfil
hematologico e bioquimico destes doentes.

Os doentes apresentaram anemia, valores de plaquetas significativamente
mais baixos e linfocitopenia, que neste contexto podera resultar, pelo menos
em parte, de uma reducéo dos linfécitos T CD4+ e CD8+ (72).

A presenca de biomarcadores inflamatérios aumentados, nomeadamente, de
IL-6 e de CRP, a par de valores diminuidos de atividade PON1, séo
consistentes com estudos anteriores (223-225). Contudo, as causas da
resposta inflamatéria ndo se encontram completamente clarificadas. Na
verdade, poderemos indicar varios fatores contributivos potenciais, incluindo a
contaminacao bacteriana do dialisador, a incompatibilidade com a membrana
de dialise, bem como, quando se encontre presente, 0 acesso vascular através
de CVC.

E sabido que algumas substancias com um papel na inflamag&o, como é o
caso da hepcidina, apresentam um impacto importante no metabolismo do
ferro, reduzindo a acessibilidade do ferro para a eritropoiese (226), por reducao
da sua absorcdo e mobilizacdo, podendo levar a uma eritropoiese com
deficiéncia de ferro. Em boa concordancia com estes aspetos, no presente
trabalho foram encontrados nos doentes em hemodialise valores aumentados
da hepcidina, da ferritina, da saturacdo da transferrina, e dos recetores soluveis
da transferrina (STfR), a par de valores diminuidos da transferrina e do ferro,
guando comparados com os controlos. Ou seja, 0os doentes apresentam um
défice funcional em ferro, associado ao processo inflamatorio subjacente. A IL-
6, elevada nos doentes, descrita como um marcador de mortalidade nos
doentes em hemodialise (227), aumenta a expressdo de hepcidina (228). Desta
forma, os niveis elevados de hepcidina podem ser explicados por um estado de

inflamac&o cronica.
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Estudos recentes tém referido a importancia de um bom estado nutricional
nestes doentes. O grupo de DRCT que estudamos apresentou um BMI de
25.9+4.6 Kg/m2 e, ainda, valores mais elevados de adiponectina, quando
comparados com os controlos. Tal como foi referido na introdugdo, a
adiponectina, com propriedades anti-aterogénicas e anti-inflamatérias, é
produzida no tecido adiposo, apresentando concentra¢cdes diminuidas no
plasma de doentes obesos. Todavia, no contexto da DRCT, a adiponectina
encontra-se elevada pela diminuigdo da depuracao renal.

Foram também observadas alteracdes significativas no perfil lipidico, algumas
com aumento potencial no risco cardiovascular (reducéo do colesterol -HDL, da
Apo A, e aumento da Lp(a)) e outras de proteccao (reducdo do colesterol- LDL,
das Ox-LDL, e da ApoB), bem como reducdo do colesterol total. Apesar da
reducdo nas Ox-LDL, observou-se um aumento na relagdo ox-LDL/LDL,
evidenciando um aumento na propor¢do de particulas LDL oxidadas, nos
doentes. E reconhecido o papel das LDL oxidadas na iniciagcéo e progresséo do
processo aterogenico, pela sua acao pro-inflamatoria.

A PON1 apresentando propriedades antioxidantes pode contribuir para
controlar o stress oxidativo, nomeadamente, a oxidacdo das LDL e a formacao
de “foam cells” na parede dos vasos, inibindo o processo aterosclerético (229).
Nos doentes em hemodialise observamos uma atividade reduzida da PON1,
guando comparados com os controlos. O aumento da razdo Ox-LDL/LDLc
podera resultar de uma menor protecdo anti-oxidante para as LDL, devido a
uma menor atividade da PONL1.

Mais recentemente foi proposto que a PON1 possa ter um papel no risco
cardiovascular destes doentes, tendo em conta as suas propriedades
antioxidantes e anti-aterogénicas (230-232).

A atividade e a concentracdo desta enzima sao afetados por diversos fatores,
mas uma parte importante dessa variacdo € explicada por fatores genéticos
(229), alguns dos quais foram estudados na presente investigacao
(polimorfismos Q192R e L55M). O polimorfismo Q192R afeta a cinética da
hidrolise de alguns substratos da PON1, sendo que o alelo R se associa ao
aumento da atividade. O polimorfismo L55M associa-se também a uma
variacdo na atividade da PON1 (138), sendo que os gendtipos RR e LL

determinam uma atividade mais elevada da PON1 (233), que observdmos nos
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doentes com homozigotia para os alelos L e R do gene ponl. Os doentes em
hemodiélise com gendtipos LL/QR e LL/RR apresentaram valores semelhantes
aos do grupo de controlo.

Tal como no presente estudo, também Rajkovic e col. encontraram como
genotipos mais comuns nos doentes em hemodialise os gendtipos QQ e LM do
gene ponl (231). A nossa amostra de controlos foi insuficiente para comparar a
distribuicdo dos diferentes alelos entre os doentes em hemodialise e o grupo de
controlo.

Pela andlise de regressao mdltipla verificAmos que a actividade da PON1 se
associava também as concentracdes de Apo A, VLDL e LDL. A Apo A, tal como
a PON 1, esté presente nas HDL e contribui para estabilizar a enzima (234). A
reducéo de Apo A e de colesterol-HDL observada nos doentes em hemodialise,
pode justificar a menor actividade da PON1. A mesma analise mostrou, ainda,
associacdo negativa entre a actividade da PON1 e o estado inflamatério,
evidenciado pela CRP, e, ainda, com a dose de AEE.

Alguns autores tém proposto a PON1 como uma proteina de fase aguda
‘negativa” (235) estabelecendo uma ligagdo da PON1 a inflamacéao,
aterosclerose (235), mortalidade cardiovascular e mortalidade total (236). De
facto, diversos estudos tém evidenciado uma reducdo da atividade da PON1
em doentes em hemodialise (137, 230, 232), mas ndo em doentes
transplantados, (230). Gugliucci e col. mostraram que apés a sessao de dialise
a atividade da PON1 aumentava, (4 a 40%), sugerindo que as “toxinas
urémicas” diminuem a sua atividade (237). Henning e col. (238) descreveram
uma reducdo da atividade PON1 com o aumento da duracdo do tempo em
dialise, em concordancia com o presente estudo.

O tratamento com eritropoietina e com ferro tem sido associado a um aumento
na atividade PON1 (239). Considerando que os doentes resistentes aos efeitos
dos AEE séo tratados com doses mais elevadas desses medicamentos e
apresentam maiores graus de inflamacéo (72), podera existir algum tipo de
impacto sobre a atividade da PON 1 neste contexto.

Um estudo prévio, do nosso grupo, revelou que os doentes com DRCT em
hemodialise apresentavam niveis mais elevados de D-dimeros e uma relacao
tPA/PAI-1 mais elevada, quando comparados com controlos saudaveis (79). O

PAI-1 e o t-PA sdao marcadores do sistema fibrinolitico, mas sdao também
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marcadores da funcédo endotelial, pois ambas as substancias sédo produzidas
pelas células endoteliais. Enquanto agente fibrinolitico, o t-PA, tem sido
utilizado em doentes em hemodidlise, seja no contexto dos CVC (218), seja em
indicacdes semelhantes aos outros grupos de doentes, incluindo o tratamento
do acidente vascular cerebral isquémico (240). A libertacdo de t-PA pode ser
interpretada como um certo grau de disfuncdo endotelial, a qual poderd, pelo
seu lado, apresentar-se com um fator de risco para doenca cardiovascular
(205).

Neste estudo, verificou-se que os doentes apresentavam varias alteracdes
sugestivas de um estado pro-coagulante e de disfuncdo endotelial,
nomeadamente, t-PA e D-dimeros aumentados, PAI-1 reduzido, e razéo
tPA/PAI-1 aumentada. O aumento dos D-dimeros nos doentes pode resultar de
um estado pro-coagulante e/ou fibrinolitico, embora o aumento do tPA e da
relacdo tPA/PAI-1, sugira um aumento na fibrindlise e uma alteragéo na funcéo
endotelial. Para esclarecer estas alteracdes, e a sua relacdo com 0 processo
inflamatorio nos DRCT, dividimos os doentes em dois grupos, consoante o
valor de t-PA.

Os doentes com valores mais elevados de t-PA apresentaram valores mais
elevados de D-dimeros, contudo a correlacdo entre estes dois parametros era
fraca, sugerindo que ndo existe uma mera relacao linear entre a libertacédo de t-
PA e a fibrindlise. Os doentes com valores mais elevados de t-PA
apresentaram também valores mais elevados de BMI e PAI-1, idade superior,
um estado inflamatério mais exacerbado (valores mais elevados de IL-6 e
CRP) e valores mais baixos de adiponectina. Estes dados suportam o conceito
segundo o qual a disfuncdo endotelial acompanha a inflamacéo e o excesso
ponderal.

O estudo de regressado multipla mostrou que o PAI-1, a idade e a adiponectina
se associavam de forma independente com o t-PA, sendo, no entanto, a
adiponectina o melhor parametro preditor dos valores de t-PA. A correlagéo
marcada entre t-PA e PAI-1 podera ser explicada por uma origem comum no
endotélio, possivelmente com alguns estimulos para a sua libertacdo
partilhados pelos dois marcadores.

Os valores superiores de adiponectina, observados nos doentes, podem dever-

7

se (pelo menos em parte) & sua acumulacdo, uma vez que é eliminada da
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circulagcdo pelos rins (241). A adiponectina em teores elevados ndo é
considerada uma toxina urémica, uma vez que ndo se identificaram
consequéncias biolégicas negativas definidas (241). Pode, alias, especular-se
gue a adiponectina possa ter algum efeito protetor neste contexto, uma vez que
se trata de uma molécula com potenciais propriedades anti-inflamatorias (242).
Alguns estudos mostraram, no entanto, uma associacdo entre adiponectina
elevada e mortalidade aumentada nos doentes em hemodialise (243, 244) ou
com doenca renal cronica (245), fendbmeno que podera estar associado a um
estado fisico mais débil (“wasting”) (204).

Factores exdégenos moduladores do processo inflamatorio

O processo inflamatério na DRCT pode favorecer o aparecimento de eventos
cardiovasculares, contribuindo para a alta morbilidade e mortalidade observada
nos doentes em hemodialise (73, 74).

O estado inflamatério e a funcao endotelial dos doentes em hemodialise podem
ser influenciados, entre outros factores exégenos, pelo tipo de acesso vascular
e pela terapéutica com estatinas e agentes estimuladores da eritropoiese.

Além do efeito de diminuicdo do colesterol LDL, tém sido atribuidos as
estatinas alguns efeitos ditos “pleiotropicos”, nomeadamente, propriedades
anti-inflamatoérias (167, 168). Varios estudos tém mostrado que as estatinas
podem melhorar o estado inflamatério cronico dos pacientes em hemodidlise
(172). No entanto, os ensaios clinicos de maior dimensao revelaram que as
estatinas ndo conseguiram reduzir os eventos cardiovasculares nestes doentes
(174, 176), parecendo ndo se associar tdo pouco a uma sobrevivéncia mais
prolongada do acesso vascular (173), apesar de eventuais efeitos benéficos
sobre a funcéo endotelial e sobre a inflamacéao, tal como foi jA mencionado na
introducéo.

Na presente investigacdo, em que avaliamos marcadores da funcéo
inflamatoria, fibrinolitica e de disfuncdo endotelial em doentes em tratamento
por hemodialise, com diferentes tipos de acesso vascular e em que alguns dos
doentes estavam sob tratamento com estatinas, consideramos importante

avaliar o efeito destes dois fatores exdgenos no quadro inflamatério dos
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doentes. Este estudo & de natureza observacional, podendo integrar-se no
grande contexto dos estudos epidemiolégicos, e ndo é um estudo de
intervencdo. Em consequéncia, ndo poderemos atribuir as estatinas, no ambito
da presente andlise, quaisquer tipos de efeitos, mas verificAmos, isso sim, a
presenca de associacoes. A utilizacdo de estatinas pode, eventualmente, servir
de marcador da presenca de uma outra condicdo, tal como a presenca de
dislipidemia ou de doencga cardiovascular (“indication bias”).

Os doentes foram divididos em quatro grupos, de acordo com o tipo de acesso
vascular que utilizavam (FAV ou CVC) e conforme faziam ou nao terapéutica
com estatina (S ou NS).

Verificamos que os portadores de CVC, particularmente os doentes sem
terapéutica com estatinas, apresentavam uma maior producéo e “turnover’ de
fibrina e uma propor¢cdo mais elevada de particulas de LDL oxidada, quando
comparados com os doentes com FAV também sem terapéutica com estatinas;
isto faz presumir um maior risco CV para os doentes portadores de CVC. A
terapéutica com estatinas associou-se a uma diminuicdo da inflamac&o nos
doentes com CVC. Nos doentes com FAV, a terapéutica com estatinas
associou-se a valores menores de adiponectina e a valores aumentados dos
marcadores de funcéo endotelial.

Os resultados desta analise evidenciaram que, tanto o tipo de acesso vascular,
como a terapéutica com estatinas, podem influenciar os marcadores da funcéo

inflamatoria, fibrinolitica e de disfuncdo endotelial de doentes em hemodialise.

A introducdo dos agentes estimuladores da eritropoiese para o tratamento da
anemia da DRC reduziu significativamente a anemia nos doentes em dialise e
melhorou a sua qualidade de vida. Alguns dos doentes, contudo, sao
relativamente resistentes ao tratamento com AEE e requerem doses mais
elevadas. A razéo desta variabilidade na resposta ao tratamento com AEE nao
€ perfeitamente clara. A inflamacdo, o stresse oxidativo e a deficiéncia
funcional de ferro tém sido associadas a esta hipo-resposta. Neste sentido,
avalidmos as alteracbes sistémicas associadas a resisténcia ao tratamento
com AEE, com particular interesse no metabolismo do ferro e marcadores

inflamatorios.
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Os doentes ndo respondedores aos AEE, que estudamos, apresentavam uma
anemia, apesar da administracédo de doses importantes de AEE e da auséncia
de deficiéncia de vitamina B12 e folatos. Apresentavam também um estado
inflamatdrio superior e valores de BMI inferiores aos controlos. Observou-se,
ainda, uma deficiéncia de ferro “funcional” mais acentuada que a dos doentes
respondedores, e valores mais baixos para a hepcidina. Esta é, como se
referiu, “up-regulated” pela inflamacdo e “down regulated” pela deficiéncia de
ferro e pela anemia/ hipoxia e a sua expressao pode ser diminuida por acdo da
eritropoietina (246). Uma vez que os doentes nao-respondedores foram
tratados com doses maiores de AEE, os valores mais baixos de hepcidina
podem ser explicados por este mecanismo. No entanto, dada a resposta
inflamatoria aumentada, com libertacdo de citocinas pro-inflamatérias, € de
considerar também que estas poderdo ter um efeito supressor da eritropoiese.
Mais ainda, os valores mais elevados de adiponectina, encontrados nos
doentes nao-respondedores, estdo em boa concordancia com os valores mais
baixos de BMI apresentados por estes doentes. A elevacdo dos valores desta
adipocina “protetora” pode contrabalancar os maiores niveis de inflamacao
apresentados por estes doentes.

Para melhor compreensdo das relacbes entre as variaveis em estudo e a
obesidade nos doentes em hemodialise, procedemos a analise separada dos
doentes em quatro grupos, em funcdo do BMI. Observou-se uma correlagéao
negativa entre os valores de adiponectina e o BMI, em boa concordancia com
dados anteriores (247), e um aumento da percentagem de doentes diabéticos
com o aumento do BMI (de 16,7 para 50% dos doentes). Contudo, os doentes
com baixo peso apresentaram os valores mais elevados de IL-6 e de CRP,
embora sem correlacéo entre eles e com o BMI, sugerindo que a obesidade
nao € um fator determinante principal dos valores destes marcadores. Os
doentes com baixo peso careceram de maiores doses de AEE para atingirem
os valores de hemoglobina pretendidos, e apresentaram uma maior
percentagem de ndo-respondedores aos AEE.

A andlise de regressdao multipla identificou o BMI como uma variavel
independente associada negativamente com as doses dos AEE. Estes
resultados estdo em boa concordancia com o conceito segundo o qual o

metabolismo dos doentes em hemodialise poderd apresentar diferengas em
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relacdo a outros grupos de doentes e a pessoas saudaveis, uma vez que neste
tipo de doentes, como em outros, a obesidade pode apresentar-se como

estando associada a um melhor progndstico (189).

Factores de risco de mortalidade

Em Portugal ha pouca informagdo sobre as causas de mortalidade e sua
associacao com fatores de risco de eventos cardiovasculares e, ainda, com o
tipo de altera¢cdes induzidas pelo tipo de acesso vascular usado nos processos
de hemodialise e com o desenvolvimento de resisténcia a terapéutica com 0s
AEE. Como se referiu, com este projecto pretendeu-se avaliar a mortalidade
em doentes renais cronicos Portugueses, sob terapéutica de hemodialise e de
AEE, relacionando-a com o tipo de acesso vascular, dose de dialise,
dislipidemia, resposta inflamatoria, anemia, stresse oxidativo, disfuncdo
endotelial e resisténcia a terapéutica com AEE.

Findo o periodo de follow-up, durante o qual faleceram 35 doentes,
comparamos os valores basais dos diferentes parametros, apresentados pelos
doentes que tinham morrido com os dos doentes vivos. Esta avaliacao
evidenciou como preditivos de mortalidade, os valores associados ao estado
nutricional (BMI, albumina), a creatinina plasmatica, a dose de AEE, a uremia e
ao processo de hemodidlise (concentracdo de calcio, produto célcio/fésforo,
volume de ultrafiltracdo), a perturbacfes hematologicas e no metabolismo do
ferro (RDW, transferrina, saturacédo da transferrina), a resposta inflamatoria (IL-
6, CRP), (dis)funcdo endotelial e hemostase (PAI-1, D-dimeros), ao perfil
lipidico (triglicerideos, VLDL e Apo A) e ao tipo de acesso vascular (cateter
venoso central), nesta populacdo de doentes Portugueses com insuficiéncia
renal cronica. Destes potenciais marcadores foram identificados trés
parametros com uma ligacdo estatisticamente significativa e independente a
mortalidade: a concentracdo de CRP e de triglicerideos, e o CVC como tipo de
acesso vascular. A relacdo entre valores elevados de CRP e mortalidade, no
contexto em causa, foi jA descrita (75, 76), e mostra a associacao entre um
estado de inflamacéo sistémico e a mortalidade destes doentes. Desconhece-

se, no entanto, se o estado inflamatério desempenha um papel significativo na
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pato-fisiologia da DRCT, contribuindo para um aumento da mortalidade, ou se
representa apenas um marcador de risco de mortalidade.

Quer Zimmermann e col.(76), quer Yeun e col. (75), estudando 280 e 91
doentes em programa de hemodialise, respetivamente, mostraram que a CRP
€ um preditor independente de mortalidade, dados que se encontram em boa
concordancia com os achados agora apresentados. Yeun e col. mostraram que
a albumina apenas se apresentava como parametro preditor da mortalidade se
a CRP fosse excluida do modelo estatistico (75).

No que respeita a presenca de CVC, Costa e col. descreveram, em 50 doentes
em hemodialise, a associa¢do entre a presenca desse tipo de acesso vascular
e valores mais baixos de hemoglobina e de albumina, a par de valores mais
elevados da CRP, da IL-6, de D-dimeros e de t-PA, quando comparados com
os doentes com FAV (79). Podera especular-se que esta associacao entre a
presenca de CVC e o aumento da atividade inflamatoria e da disfuncdo
endotelial podera contribuir para o aumento da mortalidade nos doentes com
CVC, fenomeno também identificado no presente trabalho. Na verdade, tal
associagao encontrava-se ja descrita na literatura meédica (120, 121).

Foi ainda observada uma associacdo entre niveis baixos de triglicerideos
plasmaticos e mortalidade no presente estudo. Este achado deve ser
interpretado no contexto da importancia consideravel da malnutricdo neste tipo
de doentes (27). Owen e col. mostraram que a albumina sérica se comportou
como um preditor de mortalidade numa coorte de 13473 doentes em
hemodialise (27). No presente estudo, os doentes que faleceram apresentaram
valores mais baixos de albumina (comparados com os restantes); contudo, o
estudo de sobrevida multivariado ndo identificou a albumina como um fator
independente de risco de mortalidade. Os niveis baixos de triglicerideos
poderao refletir a presenca de um sindrome de “complexo malnutricdo-
inflamacao” (28) ou, se preferirmos, um estado catabdlico da hemodidlise,
associado a uma mortalidade aumentada. Contudo, ndo podemos excluir a
eventual contribuicdo de outro tipo de mecanismos, tal como poderia ser o caso
de fatores genéticos. O metabolismo dos triglicerideos € complexo e tém sido
descritas diversas alteracdes de natureza genética que influenciam os teores

dos triglicerideos (248).
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A elevacao dos triglicerideos néo é rara nos doentes com doencga renal cronica
(249), por vezes em associacdo a niveis baixos de colesterol HDL. Estes
doentes tém frequentemente patologias, tais como a Diabetes mellitus, que se
associam a disturbios dos lipideos plasméticos (250). Bagdade e col.
mostraram que os triglicerideos se encontram elevados nos doentes em
hemodialise, a par de valores aumentados de insulina e de uma atividade
lipolitica diminuida (249). O metabolismo das lipoproteinas ricas em
triglicerideos podera estar reduzido nestes doentes, em parte devido a
alteracOes da lipase das lipoproteinas (248).

As alteracfes dos lipideos plasmaticos nos doentes com DRCT podem incluir
elevacbes nos triglicerideos, nas VLDL, nas lipoproteinas remanescentes
(remnants), acumulacdo de lipideos e lipoproteinas oxidadas, reducdo no
colesterol HDL com reducéo da respetiva maturacao e funcdo (158). A reducéo
das concentracdes da Apo-Al (com impacto nas HDL) e da Apo-All séo
caracteristicas da DRCT, tal como a reducdo da atividade da LCAT — uma
enzima com importancia no transporte inverso do colesterol (158).

Segundo Vaziri (158), a diminuicdo da depuracdo das lipoproteinas ricas em
triglicerideos na DRCT pode apresentar um impacto no metabolismo
energético, uma vez que tais alteragfes, incluindo a funcdo da lipase das
lipoproteinas, pode limitar a acessibilidade de lipideos para a producdo de
energia no musculo esquelético, levando a uma reducdo na capacidade fisica,
e no tecido adiposo, contribuindo para o “wasting syndrome” destes doentes.
Iseki e col., estudando 1167 doentes em hemodialise, mostraram que 0s niveis
baixos de colesterol se associavam a maior mortalidade (165). Liu e col.
estudaram um conjunto de 823 doentes em hemodialise, e verificaram que um
valor maior de colesterol se associava a uma mortalidade menor em doentes
com sinais de inflamacao/desnutricdo, enquanto que se associava a um risco
aumentado nos restantes doentes (164).

O indice de massa corporal mais elevado pode apresentar-se como fator
protetor dos doentes em hemodialise, no que respeita a mortalidade (189, 251).
No presente estudo os doentes falecidos apresentaram valores de BMI mais
baixos, quando comparados com os restantes, em boa concordancia com a

literatura citada.
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Uma maior massa muscular, por outro lado, pode ser considerada como
protetora nos doentes em didlise, ao refletir um melhor estado fisico geral.
Neste estudo, os doentes que faleceram apresentaram um valor de creatinina
mais baixo, que podera corresponder a menor massa muscular, uma vez que
estes doentes n&do apresentavam fungao renal significativa (nula ou apenas
residual).

Foram desenvolvidos scores de risco para mortalidade de doentes em
hemodidlise, entre os quais o de Floege e col. (252) Existem também indices
de co-morbilidade preparados especificamente para este tipo de doentes, como

€ o0 caso do de Liu e col. (253).

124



DISCUSSAO

Limitacbes

O presente estudo apresenta diversos tipos de limitagcbes. O numero de
doentes relativamente limitado, apresentou-se como a principal limitagdo. Muito
embora tenham sido estudados um namero alargado de paréametros, diversos
outros marcadores com potencial interesse nao foram analisados. O nimero de
voluntarios utilizados enquanto controlos foi acentuadamente mais baixo do
gue o numero dos doentes, 0 que constitui uma limitacao importante. O numero
de pacientes em HD usando CVC como o acesso vascular foi bastante
limitado, o que pode dificultar a interpretacdo de alguns dados obtidos na
avaliacdo da importancia do acesso vascular. A fungcéo endotelial dos doentes
nao foi estudada diretamente, apenas foram medidos bio-marcadores

plasmaticos.
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Conclusodes

Em concluséo, o presente estudo mostra que, nos doentes em hemodialise, o
tipo de acesso vascular, o valor da CRP (um marcador de inflamacgéo), e os
triglicerideos (um marcador de metabolismo lipidico e de estado nutricional)
foram parametros que se apresentaram como estando associados a diferencas
na mortalidade. Estes fatores poderdo eventualmente ser utilizados como
indicadores de risco de mortalidade em doentes em hemodialise.

Este estudo mostrou ainda que os doentes com CVC, em particular os que nao
se encontravam medicados com estatina, apresentaram valores mais elevados
de D-dimeros, possivelmente na dependéncia de uma maior producdo e
degradacao de fibrina. Foi ainda notado que a terapéutica com estatinas se
associou a uma menor inflamacgdo nos doentes com CVC, enquanto que nos
doentes com FAV, a mesma terapéutica se associou a menores niveis de
adiponectina e a valores mais elevados de tPA e de PAI-1. Este estudo
demonstrou ainda que os doentes em hemodialise através de CVC,
particularmente aqueles que nao estédo sob terapia com estatinas, apresentam
maior turnover de fibrina e uma maior proporcao de particulas de LDL oxidado,
guando comparados com os doentes com FAV e sem tratamento com
estatinas, o que lhes podera conferir maior risco cardiovascular. O tipo de
acesso vascular para hemodialise podera influenciar a inflamacéo e fibrinélise/
funcdo endotelial nestes doentes, sendo menos certo o papel da terapéutica
com estatinas.

Este trabalho aponta ainda no sentido de os doentes em hemodialise com
resisténcia aos AEE apresentarem uma deficiéncia de ferro funcional,
associada a um estado inflamatorio exacerbado, ndo obstante apresentarem
valores de BMI mais baixos e valores mais altos de adiponectina, quando
comparados com o0s restantes doentes. Foi ainda verificado que nos doentes
em hemodialise a adiponectina apresenta uma correlacdo inversa com o BMI.
Contudo, nesta populacédo de doentes, o BMI ndo apresenta uma relacao nitida
com a IL-6 nem com a CRP.

Numa outra vertente, o presente estudo permite concluir que a adiponectina, o
PAI-1 e a idade séo fatores determinantes dos valores de t-PA nos doentes em

hemodialise. Os resultados obtidos sugerem que o t-PA possa funcionar como
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um marcador de disfungéo sistémica, possivelmente envolvendo o endotélio, o
tecido adiposo (através da adiponectina), no contexto de um estado
inflamatorio crénico, frequentemente presente neste tipo de doentes.

Por outro lado, o presente trabalho aponta no sentido de diferentes fatores,
genéticos e ndo geneéticos, se comportarem como determinantes da atividade
PON1 em doentes em hemodidlise, a qual se encontra reduzida nestes
doentes, quando comparada com controlos. Os polimorfismos genéticos L55M
e Q192R do gene ponl, as VLDL, o colesterol LDL, a Apo A, a CRP, o tempo
em dialise e a dose de AEE foram outros fatores que pareceram influenciar a
atividade da enzima. A PON1 podera ter um papel protetor, designadamente no
gue respeita a aterosclerose, pelo que a sua atividade diminuida, seja por
razdes geneéticas, seja pela inflamacdo, seja por outros motivos, podera
associar-se ao prognaostico frequentemente negativo destes doentes.

Este estudo permitiu salientar a associacdo entre trés parametros e a
mortalidade dos doentes em hemodialise. Destes, pelo menos dois sé&o
potencialmente modificaveis — a presenca de CVC e os triglicerideos, estes
ultimos encarados como marcadores do estado nutricional. Estes fatores
poderdo posteriormente vir a ser objeto de estudos de intervencao especificos.
Assinala-se o fato dos dados terem sido obtidos em Portugal, em doentes com
caracteristicas epidemioldgicas proéprias.

Na populacdo Portuguesa analisada, os padrdes nutricionais e dietéticos
podem assumir um papel potencialmente determinante na sobrevida destes
pacientes. Aspetos como restricdes dietéticas impostas, a anorexia induzida
pelo estado urémico latente, outros estados de doenca, processos infeciosos e
inflamatorios potencialmente indutores de processos catabdlicos, a par de mas
condi¢cBes socio- econdmicas, podem assumir relevo importante.

Tendo em conta toda a controvérsia que rodeia o problema das dietas, os
achados relativos a associacdo entre triglicerideos baixos e maior mortalidade,
a par de registos anteriores de associacao entre mortalidade e colesterol baixo
e a ineficacia das estatinas neste contexto, parecem contrariar o interesse de

uma dieta pobre em lipideos nestes doentes (254).
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Também o acentuado processo inflamatério, para o qual contribui certamente,
em alguns casos, a presenca de CVC, podera ser diminuido, limitando, sempre

gue possivel, o uso deste tipo de acesso.
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