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RESUMO

IMPACTOS DA CARBAMILACAO E DA ICTERICIA INDUZIDAS IN VITRO
SOBRE A QUANTIFICACAO DE PARAMETROS LABORATORIAIS ASSOCIADOS
A COAGULACAO SANGUINEA

AUTORA: Aline Klein Mastella
ORIENTADOR: Rafael Noal Moresco
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Guilherme Vargas Bochi

A hemostasia € um processo altamente regulado por proteinas pro-coagulantes e
anticoagulantes com a finalidade de manter a fluidez sanguinea dentro dos vasos e capaz de
promover a coagulacdo quando h& dano vascular. Alteracdes em diferentes etapas da
hemostasia predispem a doencas que levam a hemorragias, como nas hemofilias, ou a eventos
trombdticos e podem ser diagnosticadas através da analise de parametros que avaliam a
coagulacao do individuo. Para que os resultados provenientes dos testes de coagulacdo sejam
realizados de forma correta, fatores de erro devem ser evitados. Interferentes como lipemia,
ictericia e hemolise sdo possiveis fontes que podem gerar resultados incompativeis com a
realidade por causarem alteracdo na andlise. Outro fator que pode afetar o resultado de analises
laboratoriais € a alteracdo estrutural de proteinas da coagulacdo. Uma dessas alteracdes €
proveniente da reacdo da carbamilacdo que ocorre em aminodcidos, peptideos e proteinas,
afetando a sua funcao e predispondo a algumas patologias. A carbamilacdo ocorre no organismo
principalmente pela presenga de cianato decorrente do metabolismo da ureia e da agdo da
mieloperoxidase em processos inflamatorios sobre o tiocianato e pode afetar proteinas
envolvidas na hemostasia. Apesar de alguns estudos ja terem sido desenvolvidos, pesquisas que
avaliem melhor a possivel interferéncia da ictericia na determinagcdo de D-dimero e da
carbamilacdo de proteinas na avaliacdo de parametros da coagulacdo ainda sdo necessarios para
uma melhor avaliagdo do paciente e entendimento de interferentes na hemostasia. Neste
primeiro estudo, foi avaliada a interferéncia da ictericia na analise de D-dimero através da
adicdo de controle comercial de D-dimero e de diferentes concentra¢des de bilirrubina (0, 0,9,
1,9, 3,8, 7,5, 15 e 30 mg/dL) a amostras de pool de plasma humano, seguida da quantificacdo
do D-dimero por ensaio imunoturbidimétrico. A carbamilacdo, por sua vez, foi analisada
através da exposicao de controles da hemostasia e pools de plasma a diferentes concentracdes
de cianato de potassio (0, 150 nm, 150 uM e 150 mM) e ureia (0, 20, 100 e 500 md/dL) com
posterior analise dos parametros da coagulacdo: tempo de protrombina (TP), tempo de
tromboplastina parcial ativado (TTPa) e dosagem de fibrinogénio. Através dos estudos
realizados pode-se verificar que a ictericia ndo parece interferir na analise de D-dimero. Os
experimentos de carbamilagdo com KOCN demonstraram aumento significativo do TP e TTPa
e reducdo do fibrinogénio nos controles comerciais, enquanto que no plasma as alteragdes nos
testes ocorreram na concentracdo mais elevada de cianato, exceto para o TP, que também elevou
na concentragdo de 150 pM KOCN. A incubagdo com concentragdes crescentes de ureia
prolongou o TP e o TTPa nos controles comerciais. No plasma, tal evidéncia so ocorreu na
concentracdo mais elevada de ureia. O fibrinogénio ndo mostrou ser afetado pela incubacgéo
com ureia. As alteracdes observadas podem indicar que pacientes com processos inflamatorios
e doenca renal cronica poderiam desenvolver desordens hemostaticas.

Palavras-chave: Hemostasia. Interferentes. Carbamilagdo. Parametros da Coagulacéo.



ABSTRACT

IMPACTS OF IN VITRO-INDUCED CARBAMILATION AND ICTERUS ON THE
QUANTIFICATION OF LABORATORY PARAMETERS ASSOCIATED WITH
BLOOD COAGULATION

AUTOR: Aline Klein Mastella
ADVISOR: Rafael Noal Moresco
COADVISOR: Prof. Dr. Guilherme Vargas Bochi

Hemostasis is a process highly regulated by pro-coagulant and anticoagulant proteins with the
purpose of maintaining blood flow within the vessels and capable of promoting coagulation
when there is vascular damage. Changes in different stages of hemostasis predispose to diseases
that lead to hemorrhage, as in hemophilia, or to thrombotic events and can be diagnosed through
the analysis of parameters that evaluate the individual's coagulation. For the results from the
coagulation tests to be carried out correctly, error factors must be avoided. Interferents such as
lipemia, icterus and hemolysis are possible sources that can generate results that are
incompatible with reality because they cause changes in the analysis. Another factor that can
affect the result of laboratory tests is the structural alteration of coagulation proteins. One of
these changes comes from the carbamylation reaction that occurs in amino acids, peptides and
proteins, affecting its function and predisposing to some pathologies. Carbamylation occurs in
the body mainly due to the presence of cyanate due to urea metabolism and the action of
myeloperoxidase in inflammatory processes on thiocyanate and can affect proteins involved in
hemostasis. Although some studies have already been developed, research that better evaluates
the possible interference of icterus in the determination of D-dimer and protein carbamylation
in the evaluation of coagulation parameters are still necessary for a better evaluation of the
patient and understanding of interferences in hemostasis. In this first study, the interference of
icterus in the D-dimer analysis was evaluated through the addition of commercial D-dimer
control and different concentrations of bilirubin (0, 0.9, 1.9, 3.8, 7.5, 15 and 30 mg/dL) to
human plasma pools, followed by D-dimer quantification by immunoturbidimetric assay.
Carbamylation was analyzed by exposing comercial controls and plasma pools to different
concentrations of potassium cyanate (0, 150 nm, 150 uM, and 150 mM) and urea (0, 20, 100,
and 500 md/dL) with subsequent analysis of coagulation parameters: prothrombin time (PT),
activated partial thromboplastin time (aTTP), and fibrinogen. Through the studies performed,
it can be verified that icterus does not seem to interfere in the analysis of D-dimer. The
carbamylation experiments with KOCN showed a significant increase in TP and aTTP and
reduction in fibrinogen in the commercial controls, while in plasma the changes in the tests
occurred at the highest concentration of cyanate, except for TP, which also elevated at the 150
uM KOCN concentration. Incubation with increasing concentrations of urea prolonged the PT
and aTTP in the commercial controls. In plasma, such evidence occurred only at the highest
urea concentration. Fibrinogen was not shown to be affected by incubation with urea. The
observed changes may indicate that patients with inflammatory processes and chronic kidney
disease could develop hemostatic disorders.

Keywords: Hemostasis. Interferents. Carbamylation. Coagulation Parameters.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Cascata da coagulagao SANQUINEA .........c.ccverieeieieerieeie s esre e sre e e sre e sraeee s 16
FIQUIA 2 = FIDIINOTISE . .vveveie ettt sbe b teeneeneas 17
Figura 3 - Representacdo da reacdo ndo enzimética de carbamilacdo de uma aminoécido
primario ou um grupo sulfidrila livre de uma proteina, peptideo ou aminoacido com
acido isocianico (cianato), resultando em ligacdo covalente irreversivel................ 23
Figura 4 - Resultados obtidos na avaliacdo de D-dimero ap6s incubacdo com KOCN nas
concentragdes de 0, 25, 50 € 100 MM......oiiiiiiiiiiniiee s 40

PARTE | - INTERFERENCIA DA ICTERICIA NOS NiVEIS DE D-DIMERO
PLASMATICO ATRAVES DE ENSAIO IMUNOTURBIDIMETRICO

Figure 1. Effects of bilirubin at different concentrations of plasma D-dimer levels. Data are

expressed as mean £ SD. SD, standard deviation ............ccccceevevvniinresieneere s 31



LISTA DE TABELAS

Table 1. PT, aPTT, and fibrinogen values after the carbamylation induced with potassium
(032 L= LT TP PRTPR 38

Table 2. PT, aPTT, and fibrinogen values after the carbamylation induced with urea. .......... 38



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AT Antitrombina

DD D-dimero

DRC Doenca renal cronica

FB Fibrinogénio

FT Fator tecidual

FVW Fator de von Willebrand

FV Fator V da coagulacéo

FVa Fator V da coagulacéo ativado

FVII Fator VII da coagulacéo

FVila Fator VII da coagulacao ativado
FVIII Fator VIII da coagulacéo

FVilla Fator VIII da coagulacéo ativado
FIX Fator 1X da coagulacéo

FIXa Fator IX da coagulagéo ativado

FX Fator X da coagulacao

FXa Fator X da coagulacdo ativado

FXI Fator XI da coagulacéo

FXla Fator XI da coagulagéo ativado
KOCN Cianato de potéassio

LDL Lipoproteina de baixa densidade
PAI Inibidor do ativador de plasminogénio
PBS Tampdo fosfato salino

PC Proteina C

PDF Produtos de degradacéo da fibrina e do fibrinogénio
PS Proteina S

TP Tempo de protrombina

tPA Ativador de plasminogénio tecidual
TT Tempo de trombina

TTPa Tempo de tromboplastina parcial ativado



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ...t ee ettt ses sttt s s 10
2 (@12 = 1 V70 1O 12
2.1 OBJIETIVOS GERAIS.......ooiiieeeeeeeeeeveeee st assen st 12
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..o sseen st 12
3 REVISAO DA LITERATURA . .....oooiiieceteseeeee s st ssess oo 13
3.1  COAGULAGCAO SANGUINEA ......coooeeeeteeeeceeeeteee e s sesie s ses s, 13
32  AVALIACAO LABORATORIAL DA HEMOSTASIA ........coooviieeeeseeeeeeeeereeinene 15

3.3  PRINCIPAIS DOENGAS ASSOCIADAS A ALTERACOES NA HEMOSTASIA .17
3.4  IMPACTO DOS INTERFERENTES E VARIAVEIS PRE-ANALITICAS SOBRE 0S

PARAMETROS LABORATORIAIS DA COAGULAGAO SANGUINEA............ 19
35  CARBAMILACAO DE PROTEINAS. ... ivveeoeeeeeeseeeeeeeeeeeeeseeseeeeeeeeeeesseesesseseeseees 21
4 LU 7Y 00 LSO 26
41  PARTE | - INTERFERENCIA DA ICTERICIA NOS NiVEIS DE D-DIMERO

PLASMATICO ATRAVES DE ENSAIO IMUNOTURBIDIMETRICO.................. 27

4.2  PARTE Il - IMPACTO DA CARBAMILACAO IN VITRO INDUZIDA PELA
INCUBACAO DE CONTROLES COMERCIAIS E POOL DE PLASMA COM
CIANATO DE POTASSIO E UREIA SOBRE OS PARAMETROS

LABORATORIAIS DA COAGULAGAOD. .....oooveevceeeeeeeee e 32
43  PARTE lll - RESULTADOS ADICIONAIS: CARBAMILACAO DE D-DIMERO 39
04 R 1V [=1 (o [0 (oo - USSP 39
4.3.1.1 Modelo Experimental da Carbamilagdo in Vitro..........cccccevvviiieie e 39
4.3.1.2 Efeitos da Carbamilagdo Sobre D-DiMero ...........coeveeieneiieieieese e 39
4.3.1.3 ANAIISE EStALISICA. .. ..veiveiereiieieieies ettt re e ens 39
A 1S U] | 7 U [0SR 40
5 DISCUSSAD ..ottt 41
6 CONSIDERAGOES FINAIS ..o eeesee e ass s sesn s 43

REFERENCIAS ..o et e e e v ee e e e ees et e s e e e es e e es e e e er e e eraee s 44



10

1 INTRODUCAO

A hemostasia é um processo altamente regulado por proteinas prd-coagulantes e
anticoagulantes com a finalidade de manter a fluidez sanguinea dentro dos vasos e capaz de
promover a coagulacdo quando hd dano vascular (FERREIRA, 2010; RATTO, 2021).
Alteracdes em diferentes etapas da hemostasia predispdem a doengas que levam a hemorragias,
como nas hemofilias, ou a eventos trombaticos. As coagulopatias e as trombofilias podem ter
causa hereditaria ou adquirida (REZENDE, 2010; SILVA et al, 2016) e podem ser
diagnosticadas através da analise de parametros que avaliam a coagulacdo do individuo
(HAYWARD et al, 2012; NAIR, 2021; SAHLI et al, 2020; SILVA et al, 2016).

Diversos testes podem ser realizados a fim de avaliar a hemostasia do paciente, como o
tempo de protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa), considerados
testes de screening, uma vez que ndo sdo testes que indicam alteracdo em um determinado fator
da coagulacdo e justificam a necessidade de uma pesquisa mais especifica (HOFFBRAND et
al, 2008; MIJOVSKI, 2019; SILVA et al, 2016). A etapa final da coagulacdo pode ser avaliada
pelo tempo de trombina (TT) e pela dosagem de fibrinogénio (MIJOVSKI, 2019; SAHLI et al,
2020).

Apds a formacdo do coagulo, a etapa da fibrindlise inicia com a finalidade de
restabelecer a fluidez sanguinea nos vasos e uma forma de avalia-la é através da dosagem de
D-dimero, um produto de degradacdo da fibrina formado na coagulacdo (FAVRESSE et al,
2018; LINKINS, 2017; STANG, 2013).

Para que os resultados provenientes dos testes de coagulacdo sejam realizados de forma
correta, fontes de erro devem ser evitadas, uma vez que serdo utilizados para diagnostico de
doencas, acompanhamento e tratamento de pacientes. Interferentes como lipemia, ictericia e
hemolise sdo possiveis fontes que podem gerar resultados incompativeis com a realidade por
causarem alteracdo em leitura de absorbancia, sobreposicdo de espectro ou dispersdo da luz
(CAKIRCA, 2018; DIMESKI, 2008; FAVALORO, 2012; LIPPI, 2019; SAIBABA, 1998).

Outro fator que pode afetar o resultado de analises laboratoriais € a alteracao estrutural
de proteinas da coagulacdo. Uma dessas alteracdes é proveniente da reacdo da carbamilacao
que ocorre em aminoacidos, peptideos e proteinas, afetando a sua funcdo e predispondo a
algumas patologias. A carbamilagdo ocorre no organismo principalmente pela presenca de

cianato decorrente do metabolismo da ureia e da acdo da mieloperoxidase de processos
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inflamatdrios sobre o tiocianato (DELANGHE et al, 2017; JAISSON et al, 2011). Assim,
pacientes com doencas inflamatérias e com doenca renal cronica, que eleva a uremia, Sao mais
susceptiveis a reacbes de carbamilacdo de proteinas, como as proteinas envolvidas na
hemostasia (BINDER et al, 2017; DELANGHE et al, 2017).

Apesar de alguns estudos ja terem sido desenvolvidos sobre a influéncia de interferentes
sobre alguns parametros da coagulacdo, a maioria avalia presenca de hemdlise e lipemia, sem
haver evidéncias suficientes da possivel interferéncia de niveis elevados de bilirrubina na
determinacédo de D-dimero. Além disso, ainda sdo necessarios mais estudos acerca de quanto a
carbamilacdo pode afetar os testes que avaliam parametros da coagulagéo utilizados atualmente
nos laboratdrios clinicos para um melhor entendimento da interferéncia na hemostasia e

interpretacdo dos resultados do paciente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar, por metodologia in vitro envolvendo controles comerciais e amostras de
plasma humano, se interferentes endégenos como ictericia e modificagBes proteicas apresentam

potencial de afetar a determinacao de parametros da coagulacao sanguinea.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar se diferentes concentracGes de bilirrubina indireta causam interferéncia na
avaliacdo laboratorial de D-dimero mensurado pelo método imunoturbidimétrico

Verificar se a incubacao de plasma controle e plasma humano com cianato de potéssio,
um conhecido agente carbamilante, produz alteracGes nas dosagens de tempo de protrombina,
tempo de tromboplastina parcial ativado e fibrinogénio.

Verificar se a incubacdo de plasma controle e plasma humano com ureia produz
alteracdes nas dosagens de tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativado e
fibrinogénio

Verificar se a exposic¢do de controles comerciais de D-dimero ao cianato de potassio é

capaz de promover alteracdo na sua quantificacdo laboratorial por método imunoturbidimétrico.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 COAGULACAO SANGUINEA

A hemostasia tem como fungdo a manutencdo da fluidez sanguinea em condigoes
normais e a estimulagdo da coagulagio quando ha dano vascular. E um processo altamente
regulado, com fatores pro-coagulantes e anticoagulantes para garantir seu funcionamento
perfeito, sem que ocorra sangramentos ou eventos tromboticos espontaneos (FERREIRA, 2010;
RATTO, 2021).

Os fatores envolvidos na coagulacdo podem ser classificados como zimogénios,
cofatores e proteina estrutural. Os zimogénios exercem sua atividade enzimatica ap0s ativacédo
proteolitica. Os cofatores atuam juntamente com o0s zimogénios e sdo divididos em solUveis ou
celulares. O fibrinogénio é a proteina estrutural a partir da qual a fibrina é formada, dando
origem ao coagulo (SILVA et al, 2016). O Quadro 1 mostra os fatores da coagulacdo e suas
caracteristicas.

A estimulacédo da coagulacdo provém de dano vascular, com exposic¢éo do fator tecidual
(FT), uma proteina transmembrana expressa em células proximas ao leito vascular. O FT atua
como receptor do fator VII, ativando-o e formando o complexo FT-FVlla, que ativa o fator X
e o fator IX. O FXa associa-se ao fator Va, formando o complexo protrombinase na superficie
de células que expressam o FT. O complexo protrombinase é capaz de estimular a formacéo de
pequena quantidade de trombina a partir da protrombina. Essas etapas constituem a fase de
iniciagdo da coagulagdo (RATTO, 2021; SILVA et al, 2016; SMITH, 2009)

A trombina gerada na fase de iniciacdo liga-se a plaquetas, ativando-as, levando a
liberacdo de granulos e a formacdo de uma superficie pré-coagulante. Além disso, a trombina
ativa os fatores Xl e V na superficie plaquetaria. Outra funcdo da trombina é a liberacdo do
fator de von Willebrand (FvW), que circula ligado ao fator VIII. Assim, o FYW promove
funcbes plaquetarias de adesdo e agregacdo. O FVIII liberado acaba sendo ativado pela
trombina. Essas etapas que ocorrem pela trombina gerada na fase de iniciagdo compreendem a
fase de amplificacdo do processo hemostatico (FERREIRA, 2010; HOFFBRAND, 2008;
SILVA et al, 2016; SMITH, 2009).

Uma vez que as plaquetas sdo ativadas na fase de amplificacéo, inicia-se a fase de
propagacéo, na qual mais plaquetas sdo recrutadas ao local da leséo vascular para continuar o
processo. Nessa etapa hé a formacgdo do complexo tenase quando o FIXa liga-se ao FVIlla na

superficie das plagquetas, promovendo a ativacdo de maior quantidade de FXa, que associa-se
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ao FVa ligado a plaqueta durante a fase de amplificacdo, formando mais complexo
protrombinase. Assim é possivel uma maior formagdo de trombina a partir de protrombina. A
trombina gerada, agora em maior quantidade, quebra o fibrinogénio em mondmeros de fibrina,
que polimerizam e formam o coagulo hemostatico (FERREIRA, 2010; HOFFBRAND, 2008;
SILVA et al, 2016; SMITH, 2009).

Quadro 1 — Fatores da coagulacdo sanguinea e suas caracteristicas

Fator Caracteristica Aigao na Co,agulagao
sanguinea

Fator I (fibrinogénio) Proteina estrutural Ativacgéo
Fator 11 (FII) (protrombina) Zimogénio Ativacéo
Fator 111 (fator tecidual) Cofator celular Ativacgéo
Fator V (FV) Cofator solavel Ativacédo
Fator VII (FVII) Zimogénio Ativacédo
Fator VIII (FVIII) Cofator solavel Ativacédo
Fator IX (FIX) Zimogénio Ativacédo
Fator X (FX) Zimogénio Ativacédo
Fator X1 (FXI) Zimogénio Ativacédo
Fator XI1 (FXII) Zimogénio Ativacéo
Fator X111 (FXIIT) Zimogénio Ativacéo
Fator de von Willebrand (FVW) Cofator solavel Ativacédo
Proteina C Cofator solavel Inibicdo

Proteina S Cofator solavel Inibicdo

Trombomodulina Cofator celular Inibicdo

Antitrombina (AT) Glicoproteina Inibicdo

Fonte: autoria prépria

Para que a coagulacdo esteja restrita ao local da lesdo, anticoagulantes naturais devem
fazer esse controle. Tais anticoagulantes sdo as proteinas C (PC) e S (PS) e antitrombina (AT).
A PC tem a capacidade de inativar os fatores Va e Vlla ap0s ser ativada pela trombina e sua
acdo ocorre em maior extensdo nas células endoteliais que nas superficie das plaquetas. A PS
atua como cofator da PC nessa etapa de controle da coagulagdo. A AT exerce inibicdo dos
fatores 1Xa, Xa, Xla e Xlla e sua rapida acdo é possivel pela sua ligacdo a receptores
glicosaminoglicanos nas células endoteliais (FERREIRA, 2010; SMITH, 2009).

Ap0s a formacdo do coédgulo, sua remocao é feita pelo sistema fibrinolitico. Nessa etapa

o0 ativador de plasminogénio tecidual (tPA) € liberado de células endoteliais, liga-se a fibrina
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formada na coagulacdo e estimula a conversdo do plasminogénio ligado ao trombo em
plasmina. A plasmina atua na fibrina, formando produtos de degradacgéo de fibrina, como o D-
dimero (DD). Além disso, a plasmina consegue digerir o fibrinogénio, FV, FVIII e outras
proteinas, assim, tem importancia na limitacdo da extensdo do trombo em formacdo. A PC
também estimula a fibrindlise (HOFFBRAND, 2008; SILVA et al, 2016).

A fibrindlise também necessita de regulacéo, a qual ¢ feita pelo Inibidor do ativador de
fibrinogénio (PAI) e pelos inibidores de plasmina: a-2-antiplasmina ¢ o-2 macroglobulina
HOFFBRAND, 2008; SILVA, 2016).

3.2 AVALIACAO LABORATORIAL DA HEMOSTASIA

A avaliacdo laboratorial da hemostasia é realizada em pacientes com desordens
hemorrégicas hereditérias ou adquiridas, para fazer acompanhamento de pacientes com eventos
trombaticos e situacbes pré-operatorias, por exemplo. Dentre os testes utilizados, pode-se citar
tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa), tempo de
trombina (TT), dosagens de fibrinogénio (FB) e D-dimero (HAYWARD et al, 2012; NAIR,
2021; SAHLI et al, 2020; SILVA et al, 2016). A Figura 1 representa a cascata da coagulacao
sanguinea com os respectivos fatores da coagulacdo avaliados pelo TP e TTPa.

O TP e o0 TTPa sdo considerados testes de screening para avaliar o sistema hemostatico.
Resultados fora dos valores de referéncia indicam alteracdo que deve ser melhor investigada
para o correto diagndstico. O TP avalia os fatores de coagulacéo I, Il, V, VII e X enquanto o
TTPa avalia os fatores da coagulacéo I, I, V, VIII, IX, X, Xl e XIl (HOFFBRAND et al, 2008;
MIJOVSKI, 2019; SILVA et al, 2016).

O TT avalia a ultima etapa da cascata da coagulacéo, que é a formacao da fibrina e pode
ser utilizado para detectar deficiéncia de fibrinogénio e presenca de anticoagulante como
heparina e inibidores da trombina (MIJOVSKI, 2019; SAHLI et al, 2020; SILVA et al, 2016).

O fibrinogénio, uma proteina estrutural produzida no figado e com meia-vida de quatro
dias é o fator da coagulacdo mais abundante no plasma, com concentracdo que varia de 100 a
400 mg/dL e o aumento da sua concentracdo pode ser relacionado a risco cardiovascular e
processos inflamatorios (ARIENS, 2013). Sua avaliacdo é importante em coagulopatias de
consumo dos fatores da coagulagéo ou ativacao do sistema fibrinolitico (SILVA et al, 2016).
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Figura 1 - Cascata da coagulacao sanguinea
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A acdo da plasmina sobre a fibrina gera diversos produtos de degradacdo (fragmentos
X, D, Y e E), com massas moleculares variaveis. O D-dimero é um dos produtos de degradacgéo
da fibrina e possui meia-vida plasmatica de oito horas (Figura 2). E considerado como marcador
de fibrindlise, pois é o mais reconhecido pelos reagentes laboratoriais em uso atualmente. E
utilizado principalmente para avaliar coagulacdo intravascular disseminada, trombose venosa
profunda e embolia pulmonar (FAVRESSE et al, 2018; LINKINS, 2017; STANG, 2013).
Atualmente a avaliacdo do D-dimero foi relacionada ao prognéstico da COVID-19, sendo que
a piora do estado de satde do paciente é acompanhada pelo aumento de D-dimero (LIPPI, 2020;
HUANG, 2020; ZHANG, 2020; TERPOS, 2020; TANG, 2020). Além disso, estudos sugerem
que a determinacdo de D-dimero antes do tratamento de cancer possa ser utilizada como
preditor de progndéstico em cancer de pulmao (DENG et al, 2021; MA et al, 2021), digestive
(LIN et al, 2018) e outros tumors sélidos (LI et al, 2018), uma vez que células tumorais
propiciam um ambiente pro-trombotico (PALUMBO et al, 2000) aumentando a chance de

eventos como tromboembolismo venoso e trombose arterial (HISADA, 2017).
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Figura 2 - Fibrinolise
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Tendo em vista a grande utilizacdo dos pardmetros que avaliam a coagulagdo em
diversas situacdes e a possibilidade de que as proteinas envolvidas no processo sofram reacao
de carbamilacdo, torna-se necessario uma maior avaliacdo das consequéncias nos resultados
obtidos nos testes TP, TTPa, FB e D-dimero.

3.3 PRINCIPAIS DOENCAS ASSOCIADAS A ALTERACOES NA HEMOSTASIA

Doencas hemorrégicas, também chamadas de coagulopatias, sdo de origem hereditéaria
ou adquirida e ocorrem pela deficiéncia de um ou mais fatores da coagulagéo, ocasionando
hemorragias espontaneas ou apos trauma (REZENDE, 2010; SILVA et al, 2016).

Dentre as doencas hemorragicas hereditarias, as mais comuns sdo a doenca de von
Willebrand e as hemofilias A e B. Na doenca de von Willebrand o FYW esta alterado
qualitativamente e/ou quantitativamente e pode ocorrer alteracdo da atividade do FVIII,
levando a apresentacao variada nos quadros hemorrégicos, havendo individuos assintométicos
e casos de epistaxe, equimose, sangramento mucocutaneo e hemorragia pos-parto e menorragia
em mulheres (KALOT et al, 2022; KONKLE, 2016; SILVA et al, 2016). O diagnoéstico da
doenca pode ser dificil de elucidar (KALOT et al, 2022), pois muitos fatores afetam a sintese,

liberacgdo, funcéo e depuracao do FvW (KONKLE, 2016), mas baseia-se na avaliagéo de FvW,
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agregacdo plaquetéria (diminuida), contagem de plaquetas (normal ou diminuida), TTPa (pode
estar alterado) e TP (normal) (REZENDE, 2010; SILVA et al, 2016).

As hemofilias A e B ocorrem pela deficiéncia dos fatores VIII e IX, respectivamente.
Sdo doengas ligadas ao cromossomo X e atingem principalmente homens com mée portadora,
sendo pouco comum acometer mulheres. O quadro dos pacientes € variado e relacionado ao
grau de perda de atividade dos fatores da coagulacdo atingidos, ocorrendo hemorragias
espontaneas ou pds-trauma. O diagndstico das hemofilias € realizado pela dosagem do FVIII e
do FIX apd6s uma suspeita com TTPa alterado, TP e contagem de plaquetas normais
(REZENDE, 2010; SILVA et al, 2016).

Outras coagulopatias hereditarias séo menos comuns e exigem determinacao especifica
de fatores da coagulacdo para o diagnostico da alteracdo, como deficiéncia de FIl, FVII, FX,
FV, FXI e FXII, por exemplo (REZENDE, 2010; SILVA et al, 2016).

As coagulopatias adquiridas podem estar relacionadas a presenca de auto-anticorpos
contra fatores da coagulacdo (FRANCHINI et al, 2013), doencas linfoproliferativas, gestagéo,
doenca hepética, coagulacdo intravascular disseminada, fibrinogendlise, coagulopatias
induzidas por medicamentos e sindrome antifosfolipideo. A avaliacdo e diagndstico de cada
caso deve ser feita com base em exames hemostaticos, imunoldgicos e relacionando com as
demais condig@es do paciente (REZENDE, 2010; SILVA et al, 2016). Um exemplo de doenga
hemorréagica se deve a presenca de inibidores de fatores da coagulacdo, como a presenca de
auto-anticorpos contra o FXIII, que podem surgem espontaneamente, devido a doencas
linfoproliferativas ou medicamentos (FRANCHINI et al, 2013).

Ao contrério das coagulopatias, as tromboses sdo alteracbes hereditarias ou adquiridas
que estimulam a coagulagdo e levam a formacdo de trombos nos vasos sanguineos, sejam
venosos ou arteriais. Diminuicdo do fluxo sanguineo, lesdo vascular e estados de
hipercoagulabilidade sdo situacdes que predispdbem a trombose (SILVA et al, 2010;
HOFFBRAND, 2008; SILVA et al, 2016). A ativacdo plaquetaria, trombocitose, aumento da
concentracdo de fatores da coagulacdo (VII, VIII, IX, XI, 1), fator V de Leiden, deficiéncia de
inibidores fisiologicos da coagulacdo e alteragbes no sistema fibrinolitico também se
relacionam ao maior risco de desenvolvimento de eventos trombéticos (SILVA et al, 2016). A
trombose arterial geralmente iniciam devido a lesdo endotelial ou local de turbuléncia
sanguinea, levando ao acidente vascular encefalico ou infarto agudo do miocardio e a trombose
venosa relaciona-se mais a estase, causando principalmente trombose venosa profunda
envolvendo membros inferiores ou embolia pulmonar (HOFFBRAND, 2008; KAFEZA, 2016;
WENDELBOE, 2016).
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As trombofilias primarias sdo aquelas de carater hereditario. Possuem alta relagdo com
eventos trombdéticos, principalmente venosos (CHIASAKUL et al, 2019; CROLES et al, 2018).
Sdo causadas pela deficiéncia de anticoagulantes naturais (PC, PS, antitrombina IlI),
hiperhomocisteinemia, desfibrinogenemias, resisténcia a PC ativada e FV de Leiden e mutacéo
do gene da protrombina (CHIASAKUL et al, 2019; SILVA et al, 2010). Casos de trombose
sem associacao hereditaria sao classificadas como trombofilias secundarias. A principal causa
¢ a sindrome de anticorpos antifosfolipideos, mas existem outros fatores de risco, como traumas
e cirurgias, idade avancada, neoplasias malignas, uso de contraceptivos orais ou terapia
hormonal de substituicdo, hiperviscosidade, dentre outros (SILVA et al, 2010; HOFFBRAND,
2008). O diagnostico laboratorial das trombofilias envolvem a avaliagdo de protrombina, PC,
PS, antitrombina, plasminogénio, pesquisa de anticoagulante lupico e anticardiolipina e analise
genética para verificar mutacdes no FV e Fll, dependendo de caracteristicas clinicas de cada
individuo (SILVA et al, 2010; HOFFBRAND, 2008; SILVA et al, 2016).

3.4 IMPACTO DOS INTERFERENTES E VARIAVEIS PRE-ANALITICAS SOBRE 0OS
PARAMETROS LABORATORIAIS DA COAGULACAO SANGUINEA

Os resultados provenientes de laboratérios clinicos sdo utilizados para diagndstico,
tratamento e acompanhamento de doencas. Desta forma, todas as etapas envolvidas no processo
laboratorial devem ter critérios estabelecidos para erradicar erros que possam afetar a salide do
paciente (CAKIRCA, 2018; DIMESKI, 2008; GUDER, 2013) e a viabilidade econémica do
sistema de saude (FAVALORO, 2012).

Os testes que avaliam a hemostasia sdo frequentes e importantes para avaliar
trombofilias, acompanhar pacientes em terapia com anticoagulantes e como testes pré-
operatorios (RAO, 2000; ZHAO, 2018) e servirdo como base para decisdes clinicas (ZHAO,
2017). Portanto, resultados errbneos causam consequéncias deletérias aos pacientes
(LINSKENS, 2018).

Dentre as etapas pré-analitica, analitica e p6s-analitica, a primeira é a que possui maiores
relatos com ocorréncia de erros laboratoriais (CAKIRCA, 2018; FAVALORO, 2012; GUDER,
2013; LIPPI, 2019). Tal fase inclui desde a identificagdo correta do paciente e dos exames a
serem realizados até a fase analitica. As principais causas de erro na fase pré-analitica incluem
preparo do paciente, coleta, transporte, armazenamento e preparo das amostras (CAKIRCA,
2018; FAVALORO, 2012; LIPPI, 2019).
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Outra caracteristica que pode afetar os resultados laboratoriais € a presenca de
interferentes na amostra. Tais interferentes sdo classificados como exdgenos e endégenos. Os
interferentes exdgenos que afetam os resultados laboratoriais sdo aquelas substancias que néo
sdo provenientes do proprio paciente e podem ser citados tratamentos farmacologicos e
imunoterdpicos e aditivos (como anticoagulantes). Os interferentes endégenos mais comuns séo
lipemia, ictericia e hemolise (DIMESKI, 2008; SAIBABA, 1998).

Os interferentes enddgenos como hemolise, ictericia e lipemia, dependendo de seu grau,
podem afetar os resultados dos testes de avaliacdo da hemostasia por alterarem a transmisséo
da luz nos equipamentos utilizados (LIPPI, 2013). Devido a isso, muitas amostras S&o
rejeitadas, sendo necessario realizar nova coleta para analise (HARNANINGSIH, 2017; LIPPI,
2006; LIPPI, 2013).

A hemolise causa alteracdes nas amostras pela liberacdo de hemoglobina livre,
moléculas citoplasméticas e da membrana plasmatica, afetando a analise através de absorbancia
em analisadores oOpticos. A interferéncia de hiperbilirrubinemia ocorre principalmente por
sobreposicdo espectral, enquanto a presenca de lipemia gera dispersao da luz e interferéncia
direta na hemostasia pelas particulas lipidicas (LIPPI, 2013).

Evidéncias prévias apontam que a hemolise afeta algumas analises que avaliam a
coagulacdo. A presenca de hemdlise crescente (até 9,1%) em amostras de plasma causou
aumento de cerca de 20% no TP e de 15% na avaliacdo de D-dimero. Houve decréscimo de 5%
do TTPa e de 15% na determinacdo de fibronogénio, indicando que resultados seguros sao
obtidos apenas em amostras ndo hemolisadas (LIPPI, 2006). Resultados semelhantes foram
obtidos por Harnaningsih et al (2017), que confirmaram um significativo decréscimo no TTPa
com o aumento do nivel de hemdlise. O mesmo estudo evidenciou leves alteragdes no TT, sendo
que baixas concentracBes de hemoglobina (<0,8 g/dL) devido a hemdlise diminuiram um
pouco, mas significativamente, o tempo para formacéo da fibrina, e concentrac@es plasmaticas
de hemoglobina acima de 8 g/dL promoveram um aumento no TT.

De acordo com D’Angelo et al (2015), o descarte de amostras hemolisadas deve ser
avaliado, pois nem sempre causardo consequéncias clinicas aos pacientes. Apesar do TP ser
afetado pela presenca de hemdlise quando realizado de forma automatizada, o estudo
demonstrou que método manual nédo é afetado pela presenca de tal interferente. Da mesma
forma, o TTPa mostrou ndo ser afetado pela hemolise quando realizado manualmente. Para as
determinacbes de fibrinogénio houve decréscimo de 40% em mostra hemolisada (4 g/dL)
comparado com plasma controle, enquanto a determinacdo de D-dimero aumentou em 50% na

avaliagdo de amostra hemolisada (> 8 g/dL).
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A presenca de hemolise, lipemia e ictericia como interferentes nos resultados de TP,
TTPa e determinacdo de fibrinogénio foi verificada por diferentes metodologias em um estudo
realizado por Woolley et al (2016). De acordo com os pesquisadores, ndo houve consequéncias
na avaliacdo de TP e fibrinogénio, enquanto para o TTPa, algumas amostras hemolisadas
demonstraram resultados significantemente diminuidos, com diminuicao do tempo de formacao
da fibrina de 2,9% a 4%, dependendo do teste utilizado.

As dosagens de TTPa mostraram aumento de 8,6%, enquanto a determinacdo de D-
dimero mostrou niveis diminuidos (65%) em amostras hemolisadas em um estudo multicéntrico
realizado por Novelli et al (2018). O mesmo estudo, baseando-se em seus resultados, sugeriu
que amostras hemolisadas ainda podem ser utilizadas para realizar o TP, apesar de leve
aumento, sem afetar a qualidade do resultado. Montaruli et al (2020) demonstraram que a
hemolise espontanea pode afetar os resultados de TTPa, fibrinogénio e D-dimero, mas parece
ndo afetar o TP.

Os estudos que avaliam a interferéncia da hiperbilirrubinemia nos testes de coagulacéo
mostram resultados diversos que variam de acordo com a metodologia, equipamento utilizado
e grau de ictericia. Tempo de protrombina e tempo de trombina parecem ser mais afetados pela
ictericia, enquanto o TTPa mostra ndo sofrer alteracdo. A dosagem de fibrinogénio é afetada
quando em valores mais elevados de bilirrubina plasmatica (> 21,9 mg/dL) (LIPPI, 2013;
WOOLEY, 2016). Para Montaruli et at (2020), a hiperbilirrubinemia néo afetou
significativamente o ensaio de D-dimero nas condices testadas em ensaio
imunoturbidimétrico.

Apesar de varios estudos terem sido realizados na tentativa de verificar a influéncia da
presenca de interferentes, grande parte deles avalia o impacto da hemdlise nas analises, sendo
poucos 0s que pesquisaram a influéncia de niveis elevados de bilirrubina, sem mencionar se a
hiperbilirrubinemia seria total, direta ou indireta. Além disso, ainda ndo ha dados conclusivos
sobre os efeitos de concentragdes elevadas de bilirrubina, compativeis com hiperbilirrubinemia

na analise de D-dimero.

3.5 CARBAMILACAO DE PROTEINAS

A reacdo de carbamilacéo afeta proteinas, aminoacidos e peptideos através da interagao
irreversivel do cianato com grupos amino terminais de proteinas ou residuos de lisina em
cadeias polipeptidicas, gerando a-carbamil aminoacidos e e-carbamil-lisina (homocitrulina)
(BINDER, 2017; DELANGHE et al, 2017; JAISSON, 2011; JELKMANN, 2008; WANG et
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al, 2007). Desta forma, a homocitrulina atua como um biomarcador da carbamilacdo no
organismo (BINDER, 2017; DELANGHE et al, 2017). As proteinas carbamiladas possuem
desestabilizacdo nas suas estruturas secundaria e terciaria devido a neutralizacdo da carga
positiva do grupamento amino, que afeta as interacBes intramoleculares proteicas. A
consequéncia observada relaciona-se a alteracbes de conformacdo, estabilidade, em funcdes
enziméticas e hormonais (LONG et al, 2018), além de disfuncGes em respostas celulares
(BINDER, 2017; DELANGHE et al, 2017; JAISSON, 2011; JELKMANN, 2008; LONG et al,
2018; WANG et al, 2007).

O cianato, ndo reativo, é convertido rapidamente em &cido isocianico, que caracteriza-
se como um eletrdfilo reativo com afinidade por nucleéfilos de cadeia peptidicas (LAU, 2016).
No organismo, o cianato envolvido na reacdo € originado a partir da ureia ou é resultante da
oxidacdo do tiocianato pela mieloperoxidase (Figura 3) de neutrofilos, mondécitos e macrofagos
presentes em processos inflamatoérios e em placas ateroscleréticas (DELANGHE et al, 2017).
A concentracdo fisioldgica do acido isocianico é de cerca de 0,05 mM e em pacientes com
DRC avancada pode atingir 0,150 mM (BADAR et al, 2018; LAU, 2016). Dessa forma,
pacientes com DRC com hiperuremia ou com condi¢6es inflamatorias sdo mais susceptiveis a
carbamilacdo de proteinas (DELANGHE et al, 2017; JAISSON et al, 2011). Assim, a
ocorréncia de carbamilacdo em excesso pode predizer eventos clinicos em pacientes com
doenca renal (BINDER et al, 2017).
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Figura 3 - Representacdo da reacdo ndo enzimatica de carbamilacdo de um aminoéacido
primario ou um grupo sulfidrila livre de uma proteina, peptideo ou aminoacido com
acido isocianico (cianato), resultando em ligacao covalente irreversivel
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Fonte: adaptado de Delanghe et al, 2017.

A ureia pode atuar como agente de toxicidade direta em alguns tecidos, como o trato
digestorio, lesando o epitélio e alterando a microbiota; nos vasos, atingindo diretamente as
células endoteliais e afetando a apoptose de céulas musculares lisas e também pode levar a
resisténcia a insulina devido a disfuncdo causada em adipécitos. A carbamilacdo foi relatada
como uma consequéncia indireta causada pela ureia (LAU, 2016).

Na doenca renal cronica, a carbamilacdo relaciona-se com a fisiopatologia da doenca,
estando envolvida em caracteristicas como fibrose renal, aterosclerose e anemia, por afetar
diretamente a eritropoetina (LAU, 2016). Além disso, a reacdo de carbamilacao acaba afetando
proteinas com meia-vida mais longa, como o colageno, estando ligado ao processo de
envelhecimento ou a catarata ao atingir o cristalino (DELANGHE et al, 2017; LONG et al,
2018). A carbamilacdo j& demonstrou estar envolvida na patogenia da doenca arterial
coronariana (WANG et al, 2007), insuficiéncia cardiaca, diabetes mellitus (DRESCHLER et al,
2015; JAISSON et al, 2011), eritropoiese ineficaz e doencas autoimunes (LONG et al, 2018).

AlteragOes funcionais decorrentes da carbamilagdo na insulina, na eritropoetina, em atividades
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enzimaéticas, na lipoproteina de baixa densidade (LDL), no fibrinogénio (BINDER et al, 2017),
dentre outras, ja foram descritas (DELANGHE et al, 2017; JAISSON et al, 2011; WANG et al,
2007). A carbamilacéo de proteinas também foi sugerida como estando envolvida no processo
de alteracOes estruturais e funcionais de tecidos relacionado ao envelhecimento (GORISSE et
al, 2016).

A carbamilacdo do fibrinogénio ja foi demonstrada em pacientes com doenca renal. Os
dados do estudo sugerem que a carbamilacdo esteja associada com uma formacgédo anémala no
coagulo de fibrina e possa estar envolvida com as desordens hemostaticas em doencas
inflamatorias cronicas. O coagulo de fibrina mostrou-se com morfologia alterada, aumento de
resisténcia a fibrindlise e uma menor resisténcia mecénica, com maior chance de
desprendimento da parede vascular, podendo levar aembolia ou isquemia (BINDER et al, 2017;
DELANGHE et al, 2017). Além disso, o fibrinogénio carbamilado liga-se menos aos receptores
plaquetarios, desestabilizando o tampdo plaquetario, o que leva a uma maior tempo de
sangramento (DELANGHE et al, 2017). O fibrinopeptideo A, quando carbamilado, mostrou-
se com maior caracteristica quimioatrativa a neutréfilos, podendo aumentar a quantidade de
células inflamatorias em locais com depdsito de fibrina (BINDER et al, 2017).

Um estudo de Hilgartner (1975) avaliou alteragdes em proteinas da coagulacdo apés
incubacdo até sessenta minutos com concentracGes crescentes de cianato de sodio (10, 50 e 100
mM), pois 0 composto estava sendo avaliado quanto a falcizacdo da hemoglobina em pacientes
com anemia falciforme. Seus resultados demonstraram aumento do tempo de formacdo da
fibrina nos testes: tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial e tempo de trombina,
conforme a concentracdo de cianato de sodio e o tempo de incubacéo plasmatico foram maiores.
Seus resultados foram provenientes de ensaios de TTPa com ativacgao por kaolin e TP utilizando
tromboplastina a partir de cérebro de coelho. No estudo foi evidenciado decréscimo das
atividades dos fatores da coagulacédo V, X, VII, IX, X e XI.

Ensaios que avaliam proteinas carbamiladas geralmente empregam metodologias como
eletroforese capilar, cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ou nao a espectrometria
de massas, e enzimaimunoensaio (ELISA) (BINDER et al, 2017; DELANGUE et al, 2017,
DOLSCHEID-POMMERICH et al, 2015; LONG et al 2018).

Embora o estudo de Binder et al (2017) tenha avaliado o impacto da carbamilacédo do
fibrinogénio na formacdo e estabilidade da fibrina, e o estudo de Hilgartner (1975) tenha
verificado algumas alteragcGes em proteinas da coagulacdo, ainda faltam relatos consistentes
acerca da influéncia da carbamilagdo nos testes da coagulacdo atuais, utilizando kits com

reagentes padronizados e equipamentos automatizados utilizados em laboratorios de analises
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clinicas. Uma vez que individuos com doenca renal cronica ou com condicGes inflamatorias
prolongadas possuem maior probabilidade de sofrer reacGes de carbamilacdo e possiveis
alteracdes na sua hemostasia, estudos que evidenciem e esclarecam tais processos devem ser

realizados para melhor interpretacdo do resultados e manejo do paciente.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos foram separados em trés partes: PARTE | - INTERFERENCIA
DA ICTERICIA NOS NIVEIS DE D-DIMERO PLASMATICO ATRAVES DE ENSAIO
IMUNOTURBIDIMETRICO, PARTE Il — IMPACTO DA CARBAMILACAO IN VITRO
INDUZIDA PELA INCUBACAO DE CONTROLES COMERCIAIS COM CIANATO DE
POTASSIO SOBRE OS PARAMETROS LABORATORIAIS DA COAGULACAO e PARTE
I1l - RESULTADOS ADICIONAIS: CARBAMILACAO DE D-DIMERO
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4.1 PARTE | — INTERFERENCIA DA ICTERICIA NOS NIVEIS DE D-DIMERO
PLASMATICO ATRAVES DE ENSAIO IMUNOTURBIDIMETRICO

Os experimentos para a avaliacdo da interferéncia da ictericia na avaliacdo laboratorial
de D-dimero através de metodologia imunoturbidimétrica geraram resultados que foram
organizados num artigo no formato “Letter to the editor” que foi publicado no periddico Blood

Coagulation & Fibrinolysis, volume 32, nUmero 2, paginas 162-163 em 2021.
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To the Editor,

D-dimer is a soluble degradation product of cross-linked fibrin polymers [1]. Since D-dimer
is an indicator of coagulation activation and fibrinolysis, it is an important marker for the
diagnosis of deep venous thrombosis, pulmonary embolism, and disseminated intravascular
coagulation [1-3]. Currently, D-dimer levels are related to the prognosis of coronavirus disease
due to the novel severe acute respiratory syndrome coronavirus 2. Worsening health status is
accompanied by an increase in plasma D-dimer levels [4-8]. Evidence has revealed that errors
in pre-analytical processes may contribute to 60% to 80% of laboratory errors [9]. Hemolysis,
lipemia, and icterus are among the most common causes of interference. Thus, studies to
investigate the impact of pre-analytical variables on D-dimer levels are of interest.

We have read with interest the article written by Montaruli et al. [10] recently published in
Blood Coagulation and Fibrinolysis. The authors assessed the influence of spurious hemolysis,
icterus, and lipemia on different coagulation tests, including that for D-dimer. The investigators
assayed D-dimer levels on a Cobas t 511 coagulation analyzer (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany). D-dimer concentrations were found to be affected by hemolysis but not significantly
affected by lipemia and icterus.

In the present study, we explored the influence of icterus on plasma D-dimer levels in other
experimental conditions, as the presence of some endogenous interferences may alter the light
transmission in the equipment used for analysis [11,12]. Initially, five pools of citrated plasma
were obtained from healthy volunteers who underwent routine examinations at the Clinical
Analysis Laboratory at the University Hospital of Santa Maria, Santa Maria, RS, Brazil. The
study was approved by the local research ethics committee (number 11559119.4.0000.5346).

The in vitro experiments were conducted for each pool as follows: 200 pL of plasma was
incubated with 30 uL of D-dimer standard (Liatest®, Diagnostica Stago, Asniéres sur Seine,
France). The samples were then spiked with 50 uL of bilirubin solution (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) to obtain final concentrations of 0, 0.9, 1.9, 3.8, 7.5, 15, and 30 mg/dL. In
the blank, 50 pL. of TRIS HCI (pH 8.4) was added [13]. To reach a final volume of 300 pL, 20
puL of saline was added. All samples were homogenized and immediately analyzed. For
bilirubin concentrations of 0, 0.9, 1.9, 3.8, 7.5, 15, and 30 mg/dL, the final concentrations and
standard deviations of D-dimer in the pools were 802 ng/mL (219.5), 788 ng/mL (170.8), 696
ng/mL (207.9), 736 ng/mL (139.1), 774 ng/mL (120.1), 672 ng/mL (167.7), and 718 ng/mL
(105.7), respectively.
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Plasma D-dimer concentrations were measured based on immunoturbidimetric assays
performed using an STA Compact analyzer (Diagnostica Stago, Asniéres sur Seine, France)
according to the manufacturer's instructions. One-way analysis of variance for repeated
measures followed by Dunnett’s multiple comparisons test were performed to evaluate the
influence of icterus on plasma D-dimer levels. P < 0.05 was considered statistically significant.
Data were analyzed using GraphPad Prism® version 6.01 (GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA). No significant changes were observed among the D-dimer concentrations in the pools
containing bilirubin at final concentrations of 0.9, 1.9, 3.8, 7.5, 15, and 30 mg/dL, as shown in
Figure 1. D-dimer concentrations were 1.8% to 16.2% lower than the baseline value. However,
these differences were not statistically significant (P = 0.185). Thus, the results of the present
study corroborate the findings of Montaruli et al. [10] and indicate that the presence of bilirubin
in concentrations of up to 30 mg/dL do not significantly affect the determination of D-dimer
levels using the immunoturbidimetric method through the Stago assay. Therefore, D-dimer may
be used as a marker of fibrinolysis even in patients with liver disease without the risk of its

results being influenced by the presence of high concentrations of bilirubin.
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Figure Caption

Figure 1. Effects of bilirubin at different concentrations of plasma D-dimer levels. Data are

expressed as mean + SD. SD, standard deviation
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42 PARTE Il — IMPACTO DA CARBAMILACAO IN VITRO INDUZIDA PELA
INCUBACAO DE CONTROLES COMERCIAIS E POOL DE PLASMA COM CIANATO
DE POTASSIO E UREIA SOBRE 0S PARAMETROS LABORATORIAIS DA
COAGULACAO.

Os experimentos para a avaliagdo do impacto da carbamilacdo in vitro induzida pela
incubacdo de controles comerciais e pool de plasma com cianato de potassio e ureia geraram
resultados que foram organizados num artigo no formato “Letter to the editor” que sera
submetido para publicagdo sob o titulo: Potential effects of carbamylation on the prothrombin

time, activated partial thromboplastin time, and fibrinogen.
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1. Introduction

Carbamylation is an irreversible non-enzymatic post-translational modification that
occurs especially from the reaction between isocyanic acid, which is formed from urea
dissociation or thiocyanate oxidation by myeloperoxidase, and amino groups found in proteins
and peptides [1,2]. Carbamylation can occur in the blood and kidneys, and is involved in some
pathologies such as chronic kidney disease (CKD), cardiovascular disease, diabetes mellitus,
and autoimmune diseases [1,3,4,5,6]. Patients with CKD and hyperuremia or with
inflammatory conditions are more susceptible to protein carbamylation, and excess
carbamylation may predict clinical events in these patients [1,2].

With regard to blood clotting, carbamylation of fibrinogen was evaluated in patients
with CKD, and the study suggested that carbamylation is associated with abnormal formation
of fibrin clots and may be involved in hemostatic disorders in chronic inflammatory diseases.
The fibrin clot was shown to have altered morphology, increased resistance to fibrinolysis, and
lower mechanical resistance, with a greater chance of detachment from the vascular wall,
possibly leading to embolism or ischemia [1,7]. Furthermore, carbamylated fibrinogen binds
less to platelet receptors, destabilizing the platelet buffer and leading to a longer bleeding time
[1]. These findings allowed us to infer that carbamylation can affect different proteins involved
in hemostasis, influencing the results of associated laboratory tests. Although there is evidence
of the potential effect of carbamylation on clotting proteins, the data and information available
are still incipient. Therefore, new studies should be developed to verify the influence of
carbamylation on coagulation parameters. Hence, our study investigated the effects of
carbamylation induced by potassium cyanate (KOCN), a well-established carbamylating agent
used in in vitro models, and urea on prothrombin time (PT), activated partial thromboplastin
time (aPTT), and fibrinogen measured in commercial controls and pooled normal human

plasma.

2. Methods

The commercial controls STA Coag Control N and STA Coag Control P (Diagnostica
Stago, Asnieres Sur Seine, France) and the plasma pool obtained from healthy subjects
presenting normal coagulation parameters were used in this study. All tests were conducted in
triplicates. In vitro carbamylation was induced by the use of potassium cyanate (KOCN) or urea
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). KOCN solutions were prepared in PBS (0.1 mol/L, pH
7.4) to obtain final concentrations of 150 nM, 150 uM, and 150 mM [8]. The urea solutions

were tested at concentrations of 20, 100, and 500 mg/dL to reproduce a wide range of values
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associated with healthy and severe conditions. After adding these solutions to the commercial
controls and to the pool of human plasma, the samples were incubated at 37°C for 6 h to promote
in vitro carbamylation. Subsequently, the prothrombin PT, aPTT, and fibrinogen were
determined using the STA Compact Max analyzer (Diagnostica Stago, Asnieres sur Seine,
France) using the STA-NeoPTimal, STA-PTT Automate 5, and STA-Liquid Fib assays
(Diagnostica Stago, Asnieres sur Seine, France), respectively. This study was approved by the
Ethics Committee of the Federal University of Santa Maria (number 11559119.4.0000.5346).
The influence of in vitro carbamylation on PT, aPTT, and fibrinogen was analyzed by one-way
ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test. Statistical significance was set at P < 0.05. Data
were analyzed using GraphPad Prism® software, version 6.00; Windows Software, San Diego,
CA, USA).

3. Results

The results of PT, aPTT, and fibrinogen obtained after in vitro carbamylation induced
with KOCN in commercial controls and the human plasma pool are shown in Table 1. In
commercial controls, incubation with KOCN significantly reduced PT activity, prolonged
aPTT, and reduced fibrinogen concentration. The observed changes were more pronounced
when incubations were performed with the highest concentration of KOCN. Under this
condition, all results obtained on the automated analyzer were < 15% for PT, > 180 s for aTTP,
and < 30 mg/dL for fibrinogen. The changes observed in plasma pools were less pronounced.
PT activity was reduced after inbubation with KOCN 150 uM, while the highest concentration
of KOCN produced in the human plasma pool showed the same changes observed for the
commercial control. Additionally, commercial control and pooled human plasma samples were
incubated with different concentrations of urea to investigate their potential influence on
coagulation assays, as shown in Table 2. Interestingly, incubation with urea reduced PT activity
and prolonged aPTT at all concentrations tested in the commercial control. For the plasma pool,
these changes were observed only in incubations with the highest concentration of urea.

Fibrinogen was not influenced by variations in urea concentration under the conditions tested.

4. Discussion

The induced carbamylation, especially with KOCN, promoted significant changes in the
laboratory tests, that allowed us to infer that structural and functional changes may have
occurred in the proteins involved in hemostasis. Carbamylation affects proteins, amino acids,

and peptides through the irreversible non-enzymatic interaction of cyanate with protein terminal
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amino groups or lysine residues in polypeptide chains, generating a-carbamyl amino acids and
e-carbamyl-lysine (homocitrulline) [1,3,4,7,9]. As a result, carbamylated proteins undergo
destabilization in their secondary and tertiary structures, that affects protein intramolecular
interactions. It has been shown that this post-translational modification may promote changes
in conformation, stability, enzymatic and hormonal functions [6], and dysfunction in cellular
responses [1,3,6,7,9]. Additionally, functional changes due to carbamylation in insulin,
erythropoietin, enzyme activities, low-density lipoprotein (LDL)[10], and fibrinogen [7],
among others, have been described [1,3]. For these reasons, we speculate that carbamylation
may promote destabilization of the structure of proteins involved in hemostasis, including
clotting factors, in order to promote significant changes in PT, aPTT, and fibrinogen.

This study indicated that high concentrations of cyanate, that can be found in patients
with CKD, can affect the results of coagulation tests, such as PT, aPTT, and fibrinogen. The
increase in urea also promoted alterations in coagulation tests, but these alterations were more
discrete and occurred mainly when the urea concentration was very high, with values not
observed in clinical practice. The observed changes may have occurred because of
carbamylation in the coagulation proteins, which affects the function of these proteins and the
interpretation of laboratory results. Thus, patients with CKD and other conditions associated
with increased endogenous KOCN may show alterations in hemostasis as they are exposed to
the carbamylation reaction. The results found in this in vitro study can be complemented by
studies comparing healthy patients and patients with chronic kidney disease to evaluate possible
differences in coagulation parameters between the groups. Analysis of carbamylated proteins
or homocitrulline would aid in the detection of carbamylation involving coagulation proteins in

those subjects.
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Table 1. PT, aPTT, and fibrinogen values after the carbamylation induced with potassium

Cyanate.
PBS KOCN 150 nM KOCN 150 pM  KOCN 150 mM

STA Coag Control N

PT (%) 68.7 £ 0.6 67.3+0.6 67.3+0.6 <15™
aPTT (sec) 39.7+0.2 40.3+0.3" 40.5+0.2™ > 180"
Fibrinogen (mg/dL) 222+ 7 215+ 12 221 +11 <30™"
Plasma Pool

PT (%) 93.3+1.2 92.7+3.8 87.7+0.6" <15™
aPTT (sec) 38.8+0.1 38.8+0.3 38.3+05 > 180"
Fibrinogen (mg/dL) 406 + 17 397 +6 406 + 21 <30™

38

Data are expressed as mean + standard deviation (SD). PBS, Phosphate-buffered saline; PT,

*kk

Prothrombin time; aPPT, activated partial thromboplastin time. P < 0.05, “P < 0.01, and “P

< 0.001 compared to PBS group.

Table 2. PT, aPTT, and fibrinogen values after the carbamylation induced with urea.

PBS Urea 20 Urea 100 Urea 500
mg/dL mg/dL mg/dL

STA Coag Control P
PT (%) 32.7+0.6 32.3+0.6" 32.0+0.0° 30.3+0.6™
aPTT (sec) 749+13 75.8+2.0" 782277 81.7+1.0"
Fibrinogen (mg/dL) 110+1 108 + 2 110+ 2 103+5
Plasma Pool
PT (%) 93.3+1.1 92.3+21 94.0+1.0 88.7+ 0.6
aPTT (sec) 38.8+0.1 38.8+0.4 385+0.3 40.4+05"
Fibrinogen (mg/dL) 406 + 17 410+ 11 390+ 16 377+10

Data are expressed as mean + standard deviation (SD). PBS, Phosphate-buffered saline; PT,

Prothrombin time; aPPT, activated partial thromboplastin time. "P < 0.05, and ~P < 0.01

compared to PBS group.
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4.3 PARTE Ill - RESULTADOS ADICIONAIS: CARBAMILACAO DE D-DIMERO

4.3.1 Metodologia

4.3.1.1 Modelo Experimental da Carbamilagéo in Vitro

Os ensaios in vitro de carbamilacdo foram baseados no modelo proposto por Binder et
al (2017) e utilizaram controle comercial STA-Coag Control (Diagnostica Stago, Ashiére sur
Seine, Franca) e controle comercial de D-dimero (Liatest, Diagnostica Stago, Asniéres sur
Seine, Franca) que foram expostos a solucdo de cianato de potassio (KOCN) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) em tampao fosfato salino PBS 0,1 M pH 7,4 em diferentes concentraces:
0 mM, 25 mM, 50 mM e 100 mM. As amostras foram incubadas a 37°C por 6 horas e 0s
parametros da coagulacdo foram imediatamente analisados.

4.3.1.2 Efeitos da Carbamilacdo Sobre D-Dimero

Para avaliar o efeito da carbamilacdo sobre a anélise de D-dimero, foi utilizado controle
comercial de D-dimero (Liatest, Diagnostica Stago, Asniéres sur Seine, Franca). Apds a
reconstitui¢do do controle conforme indicacdo do fabricante, foi feita a incubac¢do com solucéo
de KOCN em tampdo fosfato salino (PBS) (0,1M, pH 7,4) em diferentes concentracdes com o
objetivo de atingir concentragdes finais de 0 mM, 25mM, 50 mM e 100 mM, sendo cada
concentragéo preparada em triplicata. As amostras foram incubadas em estufa a 37° por 6 horas
e as analises foram realizadas em equipamento STA-Compact (Diagnostica Stago, Asniére sur
Seine, Franca) utilizando o kit STA- Liatest D-Di Plus (Diagnostica Stago, Asniere sur Seine,
Franca) pelo método imunoturbidimétrico. Todas as analises laboratoriais foram conduzidas de
acordo com as especificacdes do fabricante e seguindo métodos padrdes. Os resultados das

amostras expostas ao cianato de potassio foram comparadas com amostras ndo expostas.
4.3.1.3 Anélise Estatistica
Os dados foram expressos em média + desvio padrdo ou porcentagens. A influéncia da

exposicdo ao cianato in vitro nos testes de coagulacdo foram analisados por ANOVA de uma

via, seguido por teste de Tukey. Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente
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significativos. Os dados foram analisados usando GraphPadPrism® versdo 6.00 para Windows
(Software GraphPad, San Diego, CA).

4.3.2 Resultados

Na anélise de D-dimero os resultados encontrados apos incuba¢do com KOCN nas
concentragdes de 25, 50 e 100 mM foram 96%, 81% e 79% do valor encontrado na amostra ndo
exposta ao KOCN (Figura 4). Os valores medios (desvio-padréo) foram, respectivamente, 0,57
ng/mL (0,07), 0,55 ng/mL (0,03), 0,46 ng/mL (0,04) e 0,45 ng/mL (0,05) e sendo o valor de
P<0,05 (P=0,0324) na andlise estatistica, os resultados sdo considerados significativamente
diferentes entre si, mostrando uma tendéncia de queda na quantificacdo do analito conforme a

concentracdo de KOCN aumenta.

Figura 4 - Resultados obtidos na avaliacao de D-dimero apds incubacdo com KOCN nas
concentracgdes de 0, 25, 50 e 100 mM.

D-dimero
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5 DISCUSSAO

Dada a importéncia da avaliacdo de parametros da coagulacdo para o diagndstico,
tratamento e acompanhamento de pacientes, a seguranca e confiabilidade de resultados
fornecidos por laboratoérios clinicos é imprescindivel. Para tanto, a investigacdo de fatores
interferentes em tais exames é essencial (CAKIRCA, 2018; LIPPI, 2019).

O presente trabalho avaliou a interferéncia de concentracdes elevadas de bilirrubina
indireta na dosagem de D-dimero, verificando que concentrac6es de bilirrubina indireta até 30
mg/dL ndo afetariam a dosagem do analito, sendo confidvel sua analise em pacientes com
alteracdo hepética com ictericia ou outras condi¢Ges que levem a ictericia pela elevacdo da
bilirrubina indireta.

Outra caracteristica possivel de causar alteracdo em exames que avaliam a hemostasia
é a reacdo da carbamilacdo. A modificacdo ocorre pela presenca do cianato, proveniente do
metabolismo da ureia e de processos inflamatérios, afetando biomoléculas como proteinas, que
alteram sua estrutura e sua funcdo, levando a processos patolégicos (BINDER, 2017,
DELANGHE et al, 2017).

Os controles da coagulacdo expostos ao cianato de potassio e a ureia causaram
diminuicdo da atividade do TP e prolongamento do TTPa conforme a concentragdo do cianato
aumentou. A determinagdo de fibrinogénio foi diminuida de forma significativa apenas na
concentracdo de 150 mM de KOCN. Ao utilizar pool de plasma como amostra, a atividade do
TP foi diminuida nas duas concentracdes mais elevadas de cianato, enquanto TTPa e
fibrinogénio sofreram alteracdo apenas na concentracdo mais elevada do agente carbamilante.

A incubacdo dos controles da coagulacdo com ureia ndo afetou a avaliacdo do
fibrinogénio, mas promoveu alteracdo das analises de TP e TTPa de forma significativa. As
amostras de plasma mostraram alteracao apenas na concentracdo mais elevada de ureia, pouco
compativel com o encontrado nos pacientes.

As alteracdes observadas no estudo sdo compativeis com a alteracdo das proteinas
envolvidas na coagulagéo promovidas pela carbamilagéo, pois a desestabilizagéo das estruturas
secundarias e terciarias proteicas afeta sua funcéo biologica (LONG et al, 2018).

A exposicao de controles de coagulacdo ao cianato de potassio em quatro concentracdes
(0, 25, 50 e 100 mM) foi realizada a fim de avaliar as consequéncias na avaliacdo do D-dimero.
A anélise da exposicdo do D-dimero as crescentes concentragGes de cianato mostrou valores de

concentragdo pouco, mas significativamente, decrescentes.
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O D-dimero, um produto de degradacdo da fibrina, foi avaliado por método
imunoturbidimétrico, utilizando anticorpos contra D-dimero. Os resultados que mostraram uma
diminuicdo na quantificacdo de D-dimero conforme a concentracdo de KOCN aumentou podem
evidenciar que os D-dimero formados sofreram alterac6es moleculares de tal forma que que a
ligagdo com os anticorpos reagentes ndo tenha ocorrido na mesma extensdo. A possibilidade da
carbamilacdo do D-dimero in vivo pode fornecer resultados falsamente diminuidos naqueles
pacientes em que se deseja avaliar a fibrindlise (FAVRESSE et al, 2018; LINKINS, 2017;
STANG, 2013).

Os resultados demonstram que a exposi¢do de proteinas envolvidas na coagulacdo ao
cianato prejudicam a formacéo da fibrina, com maior tempo para a formacdo do coagulo. Além
disso, a andlise de D-dimero pode falsamente informar um valor menor pelo método
imunoturbidimétrico, gerando interpretacdo incorreta sobre a situacdo clinica do paciente.

O conhecimento das alteracGes que sdo possiveis de serem observadas nos parametros
da coagulacédo devido a reacdo de carbamilacdo é importante para a avaliagdo de pacientes com
doenca renal crbnica ou condicBes inflamatorias que os predispdem a maior chance de
exposicdo ao cianato proveniente do metabolismo de ureia ou tiocianato, uma vez que suas
proteinas, incluindo as da coagulacdo, tem maior chance de serem afetadas. Essas alteragdes
podem interferir no processo hemostatico natural e/ou na interpretacdo dos resultados
laboratoriais, levando a consequéncias clinicas e relacionadas ao tratamento.

Uma vez que os parametros laboratoriais da hemostasia sao utilizados para avaliacéo de
coagulopatias e tromboses e as proteinas da coagulacdo pode sofrer alteracdes pela presenca de
cianato, é possivel sugerir que pacientes com maior probabilidade de sofrerem reagdes de
carbamilacdo, como aqueles com doenca renal cronica ou processos inflamatérios crénicos
possam apresentar alteracdes nos resultados laboratoriais de parametros da coagulacao, seja por
diminuicdo da funcdo de proteinas envolvidas na coagulacdo ou alteragdes moleculares que
impedem a determinagdo correta, como no caso do D-dimero. Assim, seus resultados de TP,
TTPa, fibrinogénio e D-dimero devem ser avaliados com mais cautela, pois podem vir a
desenvolver consequéncias clinicas ou ter interpretagdes incorretas que levam a tratamentos

inadequados devido as alteracGes observadas no presente estudo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstrou que a determinacdo de D-dimero ndo € afetada pela
hiperbilirrubinemia quando concentraces de bilirrubina estdo até 30 mg/dL. Desta forma,
pacientes com doenca hepatica podem ter sua fibrindlise monitorada através do D-dimero.

O cianato de potassio, um agente carbamilante, ao ser incubado com plasma controle
diminuiu a determinacéo de fibrinogénio na concentracdo de 150 mM e diminuiu a atividade
do TP e prolongou o TTPa em todas as concentracdes testadas. A incubacdo de KOCN com
pool de plasma mostrou as mesmas alteracbes na concentracdo mais elevada do agente
carbamilante para PT, TTPa e fibrinogénio. Além disso, a atividade do TP também diminuiu a
concentragdo de 150 uM.

A incubacéo do controle da coagulagdo com ureia em concentragdes crescentes (20, 100
e 500 mg/dL) diminuiu a atividade do TP e prolongou o TTPa, enquanto a analise de
fibrinogénio néo foi afetada. A incubacdo da ureia com o pool de plasma afetou apenas o TP e
TTPa na concentracdo mais elevada de ureia, sem ter afetado a determinacéo de fibrinogénio.

O controle comercial de D-dimero, apds incubagdo com KOCN em concentragdes de
KOCN até 100 mM, apresentou alteracdo significativa ao ser comparado com amostra ndo
exposta ao cianato.

Assim, pacientes com possibilidade de sofrerem carbamilacdo de proteinas da
coagulacdo por DRC ou doencas inflamatdrias devem ser avaliados quanto a possibilidade de
sofrerem eventos hemostaticos e ter uma correta interpretacdo do TP, TTPa e fibrinogénio. Ja
a avaliacdo da fibrindlise através do D-dimero é confidvel em casos de hiperbilirrubinemia;
porém, apresenta potencial de ser influenciada em situacdes onde a carbamilacdo possa estar

presente.
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