UNIVERSIDADE DA BEIRA INTERIOR
Ciéncias da Saude

Estudo da Antiagregacado Plaquetar através da
Técnica PFA-100 em Pacientes com Doenca
Cardiovascular

Jéssica Xastre Perpétuo

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em

Medicina
(2° ciclo de estudos)

Orientador: Doutor Vitor Branco

Covilha, Abril de 2013



Estudo da Antiagregacéo Plaquetar através da Técnica PFA-100 em Pacientes com Doenca Cardiovascular



Estudo da Antiagregacéo Plaquetar através da Técnica PFA-100 em Pacientes com Doenca Cardiovascular

Dedicatoria

Aos meus pais e @ minha irmd, pelo amor incondicional,
pelo apoio e coragem que sempre me transmitiram.

Sem eles ndo seria possivel!

ifi



Estudo da Antiagregacéo Plaquetar através da Técnica PFA-100 em Pacientes com Doenca Cardiovascular



Estudo da Antiagregacéo Plaquetar através da Técnica PFA-100 em Pacientes com Doenca Cardiovascular

Agradecimentos

Ao Doutor Vitor Branco, o meu orientador, pela disponibilidade, ajuda e serenidade em todas

as fases da concretizacao desta dissertacao.

A Doutora Rosa Saraiva por me ter disponibilizado todos os artigos cientificos que eu

necessitava e pelo apoio concedido.

Aos meus pais pela presenca assidua em todas as fases da minha vida, pelo carinho e

dedicacao.

A minha irma, pela compreensao e ajuda.

Aos meus amigos, em especial a Helena, a Inés Ferreira e a Inés Nabais, amigas e confidentes
de todos os momentos. Recordo com saudades todos os momentos que passamos juntas ao

longo destes seis anos!

As minhas colegas de casa, Inés e Rute, pelo apoio nos momentos mais dificeis da realizacdo

desta tese.

A Lara, a minha pequena sobrinha, que mesmo sem saber, me deu tanta forca e coragem para

finalizar este trabalho.

A mim!



Estudo da Antiagregacéo Plaquetar através da Técnica PFA-100 em Pacientes com Doenca Cardiovascular



Estudo da Antiagregacéo Plaquetar através da Técnica PFA-100 em Pacientes com Doenca Cardiovascular

Resumo

As doencas cardiovasculares representam uma importante causa de mortalidade e
morbilidade precoce no mundo inteiro. O papel da antiagregacao plaquetar tem tido uma
importancia clinica crescente no tratamento destes pacientes e a sua actividade e o seu uso
tem sido alvo de varias pesquisas. O efeito farmacologico das classes de antiagregantes
plaquetares caracteriza-se por, mediante o seu mecanismo de accao, produzirem um efeito
na fisiologia da hemostase primaria, com consequéncias clinicas que sdo conhecidas, mas a
correlacao do efeito laboratorial com o efeito terapéutico ainda é objecto de investigacdo. O
estudo da agregacao plaquetar, inserido no estudo mais global da hemostase primaria, é hoje
efectuado através de diversos métodos laboratoriais, alguns dos quais introduzidos na pratica

clinica corrente.

O objectivo do presente trabalho é descrever os principais métodos laboratoriais aplicados na
avaliacdo da actividade dos antiagregantes plaquetares, com principal atencao sobre a
técnica Platelet Function Analyser (PFA-100) e investigar a sua potencial correlacdo com a

clinica e terapéutica.

Seguiu-se com a metodologia de revisao sistematica de literatura. Sdo descritos os métodos
de Agregometria, Tromboelastometria, VerifyNow Assay® (Rapid Platelet Function Analyser -
RPFA) e Platelet Function Analyser® (PFA-100) [Siemens]. Discutiu-se os resultados obtidos
por testes PFA-100 de amostras sob o efeito de diversos antiagregantes plaquetares e

discutiu-se a sua potencial utilizagdo em situacdes clinicas.

Conclui-se que a técnica PFA-100 é (til na monitorizacdo do tratamento com os inibidores da
glicoproteina llb/llla, mostrando diferencas na fase de recuperacdo dos diferentes agentes.
Relativamente aos inibidores P2Y;,, varios estudos evidenciaram o uso limitado da técnica
PFA-100 na sua monitorizacdo. Em contraste, alguns estudos mostraram a utilidade do teste
para estudo de um subconjunto de pacientes com AVC, tratados com clopidogrel e para
prever resultados adversos em doentes, apos intervencao percutanea nos membros inferiores.
Verificou-se um sinergismo nos efeitos antiagregantes plaquetares do acido acetilsalicilico e
do clopidogrel, quando usados em conjunto. O teste tem sido, igualmente, amplamente usado
para detectar resisténcias ao acido acetilsalicilico e correlacionar este facto com futuros
eventos adversos nos doentes. Assim, a técnica PFA-100 torna-se um método promissor no
estudo da antiagregacao plaquetar mas ainda sao necessarios mais estudos para permitir

concluir a sua utilidade em situacoes clinicas.
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Abstract

Cardiovascular diseases are a major cause of premature mortality and morbidity worldwide.
Antiplatelet therapy has a growing role in the treatment of these patients and their activity
and their use have been the subject of several studies. Different classes of platelet inhibitors
are characterized by their mechanism of action, produce an effect on the physiology of
primary hemostasis, with known clinical results. The correlation between laboratory effect
and therapeutic result is still subject to research. The study of platelet aggregation, inserted
in the study of global primary hemostasis, can be done by various laboratory methods, some

of which are introduced in current clinical practice.

The purpose of this paper is to describe the laboratory methods more frequently used in the
assessment of antiplatelet activity, a focus on Platelet Function Analyzer technique (PFA-100)

and to investigate its potential therapeutic correlation.

The methodology followed was a systematic review of literature. The methods described are
Aggregometry, Thromboelastography, VerifyNow Assay® (Rapid Platelet Function Analyzer -
RPFA) and Platelet Function Analyzer® (PFA-100) [Siemens]. Studies of PFA-100 in different

clinical settings are reviewed.

It was concluded that the technique PFA-100 is useful in monitoring the treatment with the
inhibitors of glycoprotein lIb / llla, showing differences in the recovery phase of the different
drugs. For the P2Y,; inhibitors, several studies have found little effect on PFA-100 monitoring.
Some studies have shown that the PFA-100 is useful to study a subset of stroke patients
treated with clopidogrel and for predicting adverse outcomes in patients following
percutaneous interventions of the lower limbs. There was a synergism in the effects of
antiplatelet with acetylsalicylic acid and clopidogrel, when used together. The test has been
also used to detect resistance to acetylsalicylic acid and correlating this with future clinical
events in patients. Thus, the technique PFA-100 becomes a promising method to study
antiplatelet therapy but more studies are needed to conclude their usefulness in clinical

situations.

Keywords

Platelet aggregation inhibitors, Platelet function tests, Coronary thrombosis, Cerebrovascular

diseases, Cerebral infarction.
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1. Introducao

As doencas cardiovasculares representam uma importante causa de mortalidade e
morbilidade precoce no mundo industrial, tendo vindo a tornar-se um problema crescente em
diversos paises em vias de desenvolvimento. As plaquetas desempenham um papel importante
na formacdo do trombo arterial, sendo responsaveis pelas manifestacbes agudas da
aterosclerose (sindromes coronarios agudos, doenca arterial periférica e doenca
cerebrovascular) e pelas complicagdes tromboticas em endoprdoteses coronarias (stents)
[1,2,3,4]. Assim, a antiagregacdo plaquetar tem tido uma importancia clinica crescente
nestas doencas, tornando-se a pedra angular do tratamento. Varios ensaios clinicos
mostraram que a combinacdo do acido acetilsalicilico com um antagonista do receptor P2Yq;
(por exemplo, o clopidogrel) traz beneficios clinicos nestes pacientes, principalmente em

doentes coronarios [5, 6, 7].

Varios estudos laboratoriais tém relatado uma resposta plaquetar altamente variavel em
pacientes tratados tanto com o clopidogrel como com a aspirina [8]. Nos Ultimos anos, o
conceito de resisténcia a aspirina tem sido amplamente enfatizado na literatura médica
embora a sua definicdo ainda seja incerta [8]. Menos conhecido do que a resisténcia a
aspirina, mas certamente melhor caracterizada, é a questdao da “resisténcia ao clopidogrel”,
que é, provavelmente causada por alteracées no metabolismo, que reduzem a formacao do
metabolito activo do clopidogrel [8]. Tem sido mostrado que os pacientes que nao evidenciam
uma inibicao suficiente das plaquetas durante a terapia estdo em maior risco de sofrer

eventos vasculares adversos, no futuro [8].

Assim, para além do estudo dos resultados terapéuticos destes tratamentos, em ensaios
clinicos, é util o estudo dos efeitos farmacologicos in vitro, em utilizacao terapéutica real, a
fim de assegurar a dosagem Optima e o beneficio clinico para os pacientes. O estudo da
agregacao plaquetar, inserido no estudo mais global da hemostase primaria é hoje efectuado
através de diversos métodos laboratoriais, alguns dos quais introduzidos na pratica clinica
corrente. O considerado “padrao ouro” para a avaliacio da funcdo plaquetar é a
agregometria baseada na medicdo turbidométrica da agregacao plaquetar. Esta técnica mede
a transmissao de luz resultante do agregado de plaquetas, apo6s a adicdo do reagente. Este
teste apresenta alguns inconvenientes: é bastante laborioso, requer um controlo de qualidade
cuidadoso e um grau elevado de especializacao por parte de quem desempenha a técnica e

interpreta os resultados. Assim houve interesse em desenvolver novas técnicas laboratoriais

[9].

Em 1995, desenvolveu-se um teste simples, rapido e que nao requer formacao especializada,

o analisador da funcao plaquetar, PFA-100. O teste é bastante (til como ferramenta de
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rastreio para investigar possivel doenca de von Willebrand e outros distirbios plaquetares,

mas também tem sido proposto como sendo adequado para a deteccao da resposta aos

diversos antiagregantes plaquetares, tais como os inibidores da glicoproteina lIb/llla, a

aspirina e as tienopiridinas [9].

1.1 Objectivos:

Esta revisao da literatura tem os seguintes objectivos:

Descrever a fisiologia da hemostase primaria.

Descrever resumidamente os farmacos modificadores da hemostase.

Descrever os principais métodos de estudo laboratorial da hemostase primaria e
mais detalhadamente a técnica PFA-100.

Analisar os trabalhos publicados sobre a avaliacao laboratorial da agregacao
plaquetar (hemostase primaria) no contexto do tratamento da doenca
cardiovascular.

Analisar os trabalhos publicados avaliando os efeitos farmacologicos (curvas de
dose-efeito, duracdo dos efeitos, avaliacdo das resisténcias) dos diversos

antiagregantes plaquetares, utilizando a técnica PFA-100.
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2. Metodologia

A metodologia utilizada foi uma pesquisa bibliografica exaustiva das informacdes mais actuais
existentes na base de dados PubMed (http:// www. pubmed. com). Foram ainda utilizadas
algumas publicacdes listadas nos artigos obtidos. A pesquisa foi feita com as seguintes
palavras-chave: “antiplatelet”, “PFA-100”, combinado com “Aspirin”, “Clopidogrel”, “Aspirin

resistance” e “Aspirin variability” e “VerifyNow” combinado com “Aspirin” e “Clopidogrel”.

Aquando da pesquisa, nao houve restricao de data nem de idioma.
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3. Papel das plaquetas na hemostase
primaria e na aterotrombose

As plaquetas desempenham um papel crucial na hemostase primaria, prevenindo a perda de
sangue devido a uma lesdo vascular, mas sao também responsaveis pela formacdo de trombos
patogénicos, associados as manifestacoes agudas da aterosclerose, tais como os sindromes
coronarios agudos (angina instavel (Al), enfarte do miocardio sem supradesnivelamento de ST
(IAMSEST), enfarte do miocardio com supradesnivelamento de ST (IAMEST), acidente vascular
cerebral (AVC), acidente transitorio isquémico (AIT) e doenca arterial periférica) [1, 2, 3, 4].
A aterosclerose desenvolve-se dentro da intima das artérias de grande e médio calibre e pode
ser influenciada pelo comportamento, pelo ambiente, pelos factores bioquimicos e pelos
factores genéticos [2]. A caracteristica patologica da aterosclerose é uma disfuncao
endotelial, que é marcada pela expressao, pelas células endoteliais, de moléculas de adesao
celular e pelo aumento da permeabilidade endotelial para lipoproteinas, leucocitos e outros
mediadores inflamatorios [2]. A composicao das placas e a inflamacao localizada contribui
decisivamente para a instabilidade da placa e para a sua ruptura/erosao, que expoe o sangue
circulante a um ambiente altamente trombogénico e que provoca a activacao inadequada das
plaquetas, levando a formacdo de trombos [10]. Os trombos podem levar a oclusdo do fluxo
de sangue nas artérias e a isquemia e enfarte de 6rgaos vitais, sendo responsaveis pelas

manifestacdes clinicas da aterosclerose [11].

A activacdo das plaquetas é fundamental para a hemostase e para a formacao de trombos
patologicos, pois as plaquetas sdo o constituinte primario de trombos oclusivos nos sitios de
ruptura ou erosao das placas ateroscleréticas [11]. A sua activacdo é gerada em trés etapas:
(1) uma fase de iniciacao que envolve a adesao das plaquetas, (2) uma fase de extensao que
inclui a activacao, o recrutamento adicional e a agregacao de plaquetas, e (3) uma fase de
perpetuacao caracterizada pela estimulacdo de plaquetas e formacdao de coagulos de

estabilizacao [12].

Sob condicdes fisioldgicas, as plaquetas circulam no sangue num estado de repouso e a sua
activacao é inibida por factores libertados pelas células endoteliais, incluindo o 6xido nitrico
(NO) e a prostaglandina I, [12]. No entanto a lesao endotelial desencadeia o recrutamento e a
adesdo de plaquetas. Na fase de iniciacdo da hemostase primaria, a adesao de plaquetas nos
locais de lesdao vascular é mediada por um processo de multiplos passos que envolve a
interaccdo de plaquetas com a matriz subendotelial que contém varias macromoléculas
adesivas, incluindo o factor de von Willebrand (VWF), que se liga ao receptor GP |b-V-IX das
plaquetas, e o colagénio que interage com o receptor GP VI [1]. Estas interacoes permitem a

activacao das plaquetas aderentes.
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Figura 1: Activacao das plaquetas nos locais de lesao vascular. O contacto inicial das plaquetas com a
matriz extracelular subendotelial é mediado pelo factor de von Willebrand com o receptor GPIb-V-IX,
seguido da activacdo do receptor GPVI pelo colagénio. Isto resulta na libertacdo de ADP, TXA; e
trombina, que reforca a adesao das plaquetas e a formacao e libertacao adicional de mediadores,
originando, assim, o recrutamento de mais plaquetas, para o crescimento do tampao hemostatico. MEC
indica matriz extracelular; Fg, Fibrinogénio. Adaptado da referéncia [1].

Durante a fase seguinte de activacao plaquetar, na fase de extensao, plaquetas adicionais sao
recrutadas e activadas mediante uma variedade de mediadores que sao produzidos pelas
plaguetas. Estes factores incluem adenosina difosfato (ADP), tromboxano A; (TXA;) e
trombina, sendo este o mais potente. A activacao das plaquetas pelo ADP é mediada por dois
receptores: o P2Y; e P2Y{;. TXA, é produzido a partir do acido araquidénico, pela
ciclooxigenase 1 (COX-1) e é libertado pelas plaquetas aderentes, amplificando a adesao das
mesmas pela ligacao aos receptores TPa e TPB [1]. ADP e TXA; sao responsaveis, para além do
recrutamento da circulacao de plaquetas, da promocao da alteracao da forma das plaquetas e
da secrecao de granulos citoplasmaticos [13]. A trombina activa as plaquetas por ligacdo ao
PAR-1 (activado por concentracdes muito pequenas de trombina) e ao PAR-4 que requer
concentracoes muito maiores de trombina do que o receptor PAR-1 [14]. A trombina medeia a
formacao de fibrina pelo fibrinogénio, contribuindo para a formacao de uma rede de fibras
elasticas que consolida o tampéo plaquetar, transformando-o em tampao hemostatico. O

fibrinogénio liga-se com alta afinidade a integrina GPIIb/llla, agregando as plaquetas [13].

Na fase de perpetuacao, os trombos ricos em plaquetas e a cascata de coagulacao culminam

na geracao de um tampao de plaquetas estabilizado pela fibrina, nos locais da lesao [13].

Por Gltimo, uma breve referéncia sobre a trombose de endopréteses coronarias (stents). A
trombose de stents pode ser classificada como aguda (<24 horas apds o procedimento),
subaguda (24 horas a 30 dias apds o procedimento), tardia (31 dias a um 1 ano apds o

procedimento) e muito tardia (apés um 1 ano do procedimento) [15]. Alguns factores que
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explicam a trombose de stents foram identificados. Entre eles constam as caracteristicas do
paciente (idade avancada, interrupcao prematura da terapia antiagregante plaquetar,
resisténcia aos antiagregantes plaquetares, diabetes mellitus, doenca renal cronica e baixa
fraccdo de ejecao do ventriculo esquerdo), caracteristicas da lesdo e caracteristicas do
procedimento. Em contrapartida, os factores de risco para o desenvolvimento de trombose de
stents muito tardia nao foram ainda bem definidos. Uma possivel explicacdo para tal

ocorréncia é um atraso na formacao do endotélio das artérias coronarias, apos a colocacao do

stent [15].
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4. Visao global da terapia antiagregante
plaquetar

As doencas cardiovasculares representam a primeira causa de mortalidade e morbilidade
precoce no mundo industrial e tém se tornado um problema crescente em diversos paises em
vias de desenvolvimento. Assim, os antiagregantes plaquetares tém actualmente um lugar

major desde a fase aguda, em associacdo ou nao as estratégias de reperfusao [16].
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Figura 2: Mecanismo de accdo dos antiagregantes plaquetares. Adaptado da referéncia [17].

A combinacdo do acido acetilsalicilico (AAS) com um antagonista do receptor P2Yy;
(clopidogrel ou prasugrel) tem vindo a demonstrar eficacia clinica na reducdo da mortalidade

e morbilidade nos pacientes com doencas relacionadas com a aterosclerose [16].
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O acido acetilsalicilico (AAS) ou aspirina (ASA) € um inibidor irreversivel da COX-1, reduzindo
a producao de TXA;. Ao prevenir a formacao de TXA;, AAS diminui a activacao e a agregacao
plaquetar [13]. Numerosos estudos clinicos e meta-analises documentaram e comprovaram os
beneficios do acido acetilsalicilico em pacientes com sindrome coronario agudo (SCA). Um
estudo, com 1266 homens com angina instavel, mostrou o efeito protector do AAS contra o
enfarte agudo do miocardio [18]. Outro estudo pesquisou o beneficio do AAS na reducao de
eventos isquémicos, nos pacientes submetidos a intervencdo percutanea [19]. Uma reducao
significativa de eventos vasculares (enfarte de miocardio, AVC...) foi observada em pacientes
tratados com AAS, mas, no entanto, o seu uso aumentou o sangramento gastrointestinal e as
hemorragias extracranianas [20]. Uma recente meta-analise demonstrou que o AAS reduz o
risco de eventos vasculares oclusivos, inclusive o enfarte agudo do miocardio, acidente
vascular cerebral isquémico, angina instavel e estavel e as complicagées trombdticas e

embolicas da doenca arterial periférica e da fibrilhacao auricular [21].

Os antagonistas do receptor P2Y;; incluem a ticlopidina, o clopidogrel, o prasugrel e o
ticagrelor e outros farmacos ainda em fase experimental (cangrelor e elinogrel). A
ticlopidina, o clopidogrel e o prasugrel, representam trés geracdes de tienopiridinas que
inibem de forma irreversivel o receptor P2Y;,. Recentemente, antagonistas reversiveis do
receptor P2Y;, tém sido alvo de varias pesquisas, € o caso do ticagrelor (recentemente
aprovado), do cangrelor (em fase Ill de investigacao) e do elinogrel (em fase Il de

investigacao) [13].

A ticlopidina representa a primeira geracao de tienopiridinas. E metabolizado pelo citocromo
P450 e deve ser tomada oralmente, duas vezes ao dia [13]. No estudo TASS (Ticlopidine
Aspirin Stroke Study), a ticlopidina mostrou ser um pouco mais eficaz que o AAS para prevenir
o risco de AVC. [22]. A ticlopidina apresenta importantes efeitos adversos tais como
hemorragia, neutropenia e trombocitopenia. Por isso, foi substituida pelo clopidogrel que
apresenta eficacia comparavel a ticlopidina, apos o implante de stent coronario, mas sem os

riscos referidos anteriormente [23].

O clopidogrel é um pro-farmaco, metabolizado pelo citocromo P450, no figado, para produzir
o seu metabolito activo e deve ser tomado diariamente [13]. A eficacia clinica do clopidogrel
foi demonstrada em diversos estudos. Foi demonstrado que é mais eficaz do que a aspirina,
como terapia Unica antiagregante plaquetar na prevencao secundaria de pacientes com
doenca vascular aterosclerdtica (CAPRIE) [24]. Em combinacdao com o AAS, mostrou efeitos
benéficos em pacientes com IAMSEST, IAM (CURE e COMMIT) e submetidos a intervencao
percutanea (PCI-CURE). No entanto, o risco de hemorragias graves é maior nos pacientes
tratados com clopidogrel [5, 6, 7]. Um dos grandes problemas do clopidogrel é a variacao

interindividual na resposta plaquetar. Isto deve-se a factores genéticos (polimorfismos do
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CYP450,etc), interacgdes farmacologicas (com os inibidores da bomba de protdes, por

exemplo), factores celulares e factores clinicos proprios do paciente (obesidade,etc) [4].

O prasugrel é uma tienopiridina de terceira geracao, aprovada em 2009 na Europa e nos EUA
[13]. Mostrou efeitos antiagregantes mais potentes e consistentes, menor variabilidade
interindividual na resposta plaquetar e inicio mais rapido do que o clopidogrel [25, 26].
Demonstrou beneficios clinicos em pacientes diabéticos e em pacientes com IAMEST que
tenham realizado uma intervencdo percutanea (TRITON-TIMI) [27, 28]. Contudo o prasugrel
mostrou algumas limitacdes: aumento do risco de eventos hemorragicos, baixos beneficios
para pacientes que tenham tido um AVC ou um AIT e ndo é recomendado em pacientes com

mais de 75 anos ou com menos de 60 kg [13].

O ticagrelor representa uma nova classe de antagonistas de P2Y,;, inibindo de forma reversivel
o receptor, tendo sido aprovado em 2010. Mostrou eficacia clinica em pacientes com
sindromes coronarios e em comparacao com o clopidogrel, exibe um grau mais elevado de
inibicdo de plaquetas, é mais rapido e tem um efeito mais consistente nas plaquetas
(DISPERSE - 2). Contudo, apresenta alguns riscos como a ocorréncia de dispneia e pausas

ventriculares [29, 30, 31].
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Tabela 1: Agentes antiagregantes plaquetares orais aprovados pela FDA. COX-1, Ciclooxigenase-1; FDA.

US Food and Drug Administration. Adaptado da referéncia [13].

Farmaco Alvo | Mecanismo Posologia Limitacoes Aprovacao
de accéo
Aspirina COX-1 Accao Diariamente - Fraco antiagregante plaquetar 1998
directa

Irreversivel

Ticlopidina | P2Yq, Accao Duas vezes ao | - Mais efeitos colaterais do que 1991
indirecta dia o clopidogrel
Irreversivel
Clopidogrel | P2Y,, Accao Diariamente | - Variabilidade de resposta 1997
indirecta plaquetar interindividual
Irreversivel
Prasugrel P2Y4; Accao Diariamente - Maior risco de eventos 2009
indirecta hemorragicos do que o
Irreversivel clopidogrel

- Contraindicado em pacientes
com AVC ou AIT

- Nao recomendado em
pacientes com mais de 75 anos

e com menos de 60 Kg

Ticagrelor P2Y, Accao Duas vezes ao | - Dispneia e pausas 2010
directa dia ventriculares
Reversivel

A terapia antiagregante plaquetar apresenta, contudo, diversas limitacoes: o risco residual de
eventos tromboticos, o risco de eventos hemorragicos e a variabilidade de resposta. O risco
residual de eventos tromboticos deve-se ao facto do AAS e dos antagonistas da P2Y;; inibirem
unicamente as vias do TXA; e do ADP. No entanto, varias vias estdo envolvidas na activacao
das plaquetas, permanecendo activas na presenca dos agentes antiagregantes actuais. Isto
aumenta o risco de eventos tromboticos em pacientes, permitindo a activacdo plaquetar
continua por agonistas potentes, tais como a trombina, expondo os pacientes a um maior
risco de mortalidade e morbilidade. Outra limitacao substancial tem sido o risco de eventos
hemorragicos devido ao facto dos agentes antiagegantes (AAS e antagonistas P2Y;;)

interferirem em duas vias essenciais para a hemostase primaria. Por fim, como ja referido
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anteriormente, a variabilidade interindividual na resposta plaquetar é outra limitacao
importante. Isto deve-se ao facto dos agentes antiagregantes plaquetares nao terem
capacidade de inibir completamente as vias do ADP e do TXA,, devido a varios factores tais
como: factores genéticos, celulares ou causas clinicas do paciente [32]. Tem sido amplamente
enfatizado os conceitos de “resisténcia a aspirina” e de “resisténcia ao clopidogrel”, na
literatura médica. Nao ha actualmente nenhuma definicao padronizada ou amplamente aceite
para definir o conceito de resisténcia. Uma definicdo exata de “resisténcia” com base na
fisiologia ainda ndo estd esclarecida mas parece estar associada a ocorréncia de eventos
clinicos futuros associados a oclusdo vascular [33]. A resisténcia a aspirina deve-se a varios
mecanismos entre os quais: polimorfismos da COX-1 e interacgdoes farmacoldgicas com anti-
inflamatoérios nado-esterdides (ibuprofeno) [8]. Apresenta-se, a seguir, os mecanismos

responsaveis pela variabilidade de resposta plaquetar do clopidogrel.

Tabela 2: Mecanismos responsaveis pela variabilidade de resposta plaquetar do clopidogrel. Adaptado da

referéncia [32].

e Polimorfismo do MDR1
Factores Genéticos e Polimorfismo do CYP
e Polimorfismo do P2Y,

e Polimorfismo do GPllb/llla

e Renovacao plaquetar acentuada
Factores Celulares e Aumento da exposicdo do ADP

¢ Reducdo da actividade de CYP

e Regulacao excessiva do receptor

P2Y;,

e Falha na prescricao
Factores Clinicos e Baixa adesao

e Uso de baixas dosagens

e Interac¢des medicamentosas

o Diabetes Mellitus

e Sindromes coronarios agudos

e Elevado indice de massa corporal

Em resumo, apesar dos comprovados beneficios clinicos da actualidade, os agentes
antiagregantes plaquetares orais estdao associados a diversas limitacoes. Assim, torna-se
necessario desenvolver novos agentes antiagregantes plaquetares, que permitam reduzir os

eventos isquémicos sem risco de eventos hemorragicos.

Dois novos antagonistas reversiveis do receptor P2Y, tém sido alvo de varias pesquisas, o
cangrelor e o elinogrel. O cangrelor € um potente inibidor competitivo do receptor P2Y;, que
€ administrado por via intravenosa e rapidamente atinge uma inibicdo quase completa do

ADP, inibindo assim a agregacao plaquetar. O elinogrel pode ser administrado tanto por via

11
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oral como por via intravenosa e é um potente inibidor do receptor P2Y;,, atingindo

rapidamente uma quase completa inibicao plaquetar [34, 35].

Os agentes antiagregantes plaquetares que visam inibir o receptor PAR-1 podem fornecer uma
inibicdo plaquetar mais abrangente e beneficios clinicos incrementais, sem aumento do risco
de sangramento. Portanto, a inibicao do receptor PAR-1 representa uma abordagem racional
para o desenvolvimento de novos agentes antiagregantes plaquetares. Dois inibidores do PAR-

1 estao actualmente em desenvolvimento: Atopaxar (E555) (Eisai) e Vorapaxar (SCH530348)

(MerK) [4].

Tabela 3: Agentes antiagregantes plaquetares em investigacao. Adaptado da refereréncia [13].

Farmaco Alvo Mecanismo de | Admistracao Posologia Investigacao
accao
Cangrelor P2Y,, Accao directa, Intravenoso Bolus ou Fase llI
Reversivel Infusao
Elinogrel P2Y4, Accao directa | Intravenoso ou | Duas vezes ao Fase Il
Reversivel Oral dia
Vorapaxar PAR-1 Competitivo Oral Diariamente Fase llI
(SCH 530348) Reversivel
Atopaxar PAR-1 Competitivo Oral Diariamente Fase Il
(E5555) Reversivel

Por Gltimo, uma breve referéncia aos inibidores da glicoproteina IlIb/llla (abciximab,
eptifibatide e tirofiban) que actuam na via final da activacao das plaquetas. Estudos em
doentes programados para intervencdo coronaria percutanea mostraram que uma combinacao
de inibidores da glicoproteina IIb/llla intravenosos com aspirina e heparina esta associada a
uma maior reducdo da morte e do infarte do miocardio, do que com a aspirina e a heparina
sozinhos. As principais limitacbes destes farmacos sao o risco de hemorragia e de

trombocitopenia [36].
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5. Métodos de estudo laboratoriais da
hemostase primaria

5.1 Agregometria

A técnica de agregometria baseada na medicao turbidométrica da agregacao plaquetar , foi
desenvolvida em 1960 e revolucionou a capacidade de identificar e diagnosticar alteracdes

na funcao plaquetar [9].

3
|

Figura 3: Agregdémetro de 4 canais baseado na medicao turbidométrica da agregacao plaquetar em

amostras de plasma rico em plaquetas. Adaptado da referéncia [37].

Nesta técnica o sangue é centrifugado a forca suficientemente baixa para se obter plasma
rico em plaquetas. O plasma resultante é agitado numa cuvete a 37 °C, entre uma fonte de
luz e uma célula fotoeléctrica de medicao. De acordo com esta metodologia, as plaquetas sao
expostas a agentes agregantes, tal como o ADP ou o colagénio, que estudam o estado
funcional dos distintos elementos que participam na funcao plaquetar. O agregado de
plaquetas resultante aumenta a transmissdo de luz, que é detectada e registada em funcao
do tempo, apos adicao do reagente. O padrao agregométrico resultante permite identificar o
defeito funcional: défice ou anomalia das glicoproteinas de membrana, defeitos do

armazenamento ou secrecao dos granulos ou metabolitos [9, 37].
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Figura 4: Tracado agregometrico em plasma rico em plaquetas activado por
colagénio como agente agonista. Adaptado dareferéncia [37].

Uma grande quantidade de informacdo valiosa pode ser obtida através da agregometria,
embora o teste seja trabalhoso, requeira um controlo de qualidade cuidadoso e um grau
elevado de especializacdo por parte de quem desempenha a técnica e interpreta os
resultados. Para além disto, existe uma certa dificuldade em padronizar os estudos de
agregometria entre os diferentes laboratorios. Conscientes de esta problematica, existem
uma série de esforcos para melhorar a padronizacdo da técnica, incluindo novas orientagoes
[9, 37]. Algumas limitacoes adicionais tém se verificado no uso desta técnica. A agregometria
turbidométrica subestima tanto a intensidade como a duracdo do efeito dos antagonistas do
receptor GPIIb/llla [38]. Para além disto, a técnica é relativamente insensivel tanto para a
deteccdo de agregados pré-existentes como para o controlo da fase inicial da agregacao, nao
se recomendando a utilizacdo desta técnica para identificacdo de pacientes com trombose
[39]. Por fim, estes estudos orientam sobre os defeitos funcionais das plaquetas, mas o

diagndstico preciso da disfuncao plaquetar requer a utilizacao de outras técnicas [37].

Em resposta as dificuldades acima referidas, foi desenvolvido uma nova técnica de medicao
da agregacao plaquetar por impedancia eléctrica. Neste método, o sangue total é agitado a
37 °C entre dois eléctrodos de platina fixados a uma distancia fixa. As plaquetas aderem aos
eléctrodos, com adesao adicional dos agregados de plaquetas, apds adicao dos agonistas. A
deposicao de plaquetas sobre os eléctrodos origina variacdes eléctricas que sdo registadas
eletronicamente. Esta técnica supera o método classico de agregometria, para monitorizar a

terapia antiagregante plaquetar [9].
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5.2 Tromboelastografia - TEG

A tromboelastografia (TEG) € um método laboratorial, originalmente descrito em 1948,
permitindo uma avaliacao global do processo de iniciacao, formacao, estabilizacao e lise do
coagulo. As alteracdes viscoelasticas que ocorrem durante a coagulacdo sdo registadas,
fornecendo uma representacao grafica do processo de polimerizacao de fibrina e também da

forca do coagulo [9].

A amostra de sangue é colocada a 37 °C numa cuvete, sendo que dentro dela é suspenso um
pino conectado a um sistema de deteccdao. Os movimentos de rotacao da cuvete sao
transmitidos para o pino e o grau de rotacdo do pino é convertido num sinal eléctrico que é
monitorizado através de um registador grafico. A amostra de sangue é colocada na cuvete e a
medida que se forma o coagulo, as fibras de fibrina ligam as paredes da cuvete ao pino
aumentando a magnitude do sinal, enquanto que durante a lise do coagulo as ligacdes entre a
cuvete e o pino sao quebradas e o sinal cai. O dispositivo ROTEM ® (Tromboelastometria) é
uma adaptacao do TEG em que a cuvete permanece imovel e o pino é que roda directamente

na amostra. Os resultados obtidos sdo essencialmente idénticos ao TEG [9].

Este método tem sido usado, principalmente na avaliacao pré-operatdria, especialmente em
trauma e em transplante hepatico. E Gtil, igualmente, para previsdo de eventos

tromboembolicos em pacientes cirlrgicos e para rastreio de alteracdes da coagulacao [9].

Os trabalhos iniciais usando esta técnica ndo mostraram alteragdes nos parametros
tromboelastograficos, apos a ingestao de acido acetilsalicilico [9]. Recentemente, com as
modificagdes implementadas, com a associacio de ADP e acido araquidonico, esta
metodologia laboratorial mostrou ser um método Gtil para a avaliacio da terapia
antiagregante plaquetar. Contudo observa-se a necessidade de trabalhos adicionais para

comprovar a eficacia desta técnica para estudo dos antiagregantes plaquetares [40].
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5.3 VerifyNow Assay® (Rapid platelet function analyser - RPFA)

Este dispositivo surgiu no contexto da monitorizacao do bloqueio dos receptores das plaquetas
por parte dos antiagregantes plaquetares. Dados clinicos sugerem que € necessario um
bloqueio de mais de 80 % dos receptores das plaquetas para atingir eficacia clinica com estes
agentes. Assim torna-se imperioso a monitorizacdo da terapéutica antiagregante plaquetar, a
fim de assegurar a dosagem oOptima e beneficio clinico para os doentes em risco de
desenvolver complicacdes isquémicas. Como ja referido anteriormente, a agregometria € uma
técnica morosa, dispendiosa, exige um grau de conhecimento técnico e um controlo de
qualidade elevado. Assim tornou-se necessario desenvolver um método simples, barato e
rapido [9].

Figura 5: VerifyNow Assay®. Adaptado da
referéncia [41].

Este teste permite controlar a terapia antiagregante plaquetar, sendo que trés dispositivos
foram desenvolvidos. Um deles foi desenvolvido para testar os antagonistas da GPllb/Illa. O
principio baseia-se na utilizacado de cartuchos descartaveis com esferas de fibrinogénio e um
activador de plaquetas (Peptideo activador do receptor de trombina - PART) que vai
contactar com uma amostra de sangue inserida no cartucho. O PART activa as plaquetas, o
que resulta na exposicao e ligacdao do fibrinogénio aos receptores GPIIb/llla das plaquetas que
ndao foram bloqueados com o farmaco. Os resultados da percentagem de inibicdo dos
receptores ficam disponiveis em poucos minutos. Existem outros dois cartuchos, um para
testar a aspirina e outro para antagonistas do receptor P2Y,,, respectivamente, com acido

araquidénico e ADP [9].

Este método mostrou ser Gtil no estudo da antiagregacao plaquetar e estudos recentes

comprovam este facto [42-48].
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Relativamente as tienopiridinas, um recente estudo mostrou que 48,5 % dos 99 pacientes
submetidos a intervencdo coronaria percutanea estudados, nao apresentavam resposta
plaquetar ao clopidogrel, demonstrando que a técnica VerifyNow permite detectar
eficazmente a resposta plaquetar ao clopidogrel [42]. Outro estudo avaliou 57 pacientes com
IAM submetidos a intervencao coronaria percutanea e medicados com clopidogrel. Este estudo
avaliou a resposta plaquetar ao clopidogrel em 3 momentos: no hospital, 30 dias e 6 meses
apos a intervencdo coronaria percutanea. Verificou, respectivamente, alta reactividade
plaquetar em 38,6%, 28,1% e 33,3% dos pacientes, demonstrando, assim, que a alta
reactividade plaquetar parece ser relativamente estavel até aos 6 meses apos o IAM [43].
Para além do estudo do clopidogrel, outras tienopiridinas mais recentes tém sido alvo de
estudos com esta técnica, entre as quais o ticagrelor e o prasugrel [44,45]. Relativamente ao
ticagrelor, a técnica demonstrou ser eficaz para avaliar os efeitos deste farmaco nas
plaquetas e identificar reactividade plaquetar elevada com o tratamento [44]. Relativamente
ao prasugrel, foi demonstrado, em pacientes com SCA, que a reactividade plaquetar apds o

tratamento era mais baixa com o prasugrel do que com o clopidogrel [45].

Relativamente a aspirina, recentes estudos detectaram resisténcias a este farmaco e
correlacionaram este facto com futuros eventos adversos [46, 47]. Um estudo em 106
pacientes com AVC isquémico mostrou que a resisténcia a aspirina € comum nestes pacientes
e associa-se a um aumento de mortalidade a curto e a longo prazo [46]. Outro estudo seguiu,
durante pelo menos 4 semanas, 314 pacientes com SCA, tratados com 75-300 mg de aspirina.
Dos 314 pacientes, 30 (9, 6 %) apresentaram resisténcia a aspirina e esta resisténcia estava

associada a eventos cardiacos adversos [47].

A combinacdo da aspirina com o clopidogrel também foi estudada, pela técnica VerifyNow
[48]. Um estudo demonstrou que os pacientes que mantinham uma alta reactividade
plaquetar com o tratamento aspirina e/ou clopidogrel apresentavam um nimero mais elevado
de trombose de stents. Esta resisténcia podia ser melhorada aumentando a dose dos

antiagregantes plaquetares [48].
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5.4 Platelet Function Analyser® - PFA-100

5.4.1 Descricdo da técnica

O tempo de sangria ou tempo de hemorragia é uma prova que permite a avaliacdo global da
hemostase primaria e é a Unica prova que se realiza in vivo. Esta prova é considerada uma
prova imprecisa e invasiva. Desenvolveu-se, em 1995, um teste simples, rapido e que nao
requer formacao especializada, o analisador da funcao plaquetar PFA-100. Esta técnica leva a
cabo um tempo de sangria in vitro, possibilitando uma informacao similar ao tempo de sangria
in vivo de uma forma mais confidvel e mais sensivel para detectar potenciais alteracoes da
hemostase primaria. Para além de revelar alteracdes a nivel da hemostase, permite (tal como
o tempo de hemorragia in vivo) uma contagem completa de plaquetas e hematocrito no

sangue [37].

Figura 6: PFA-100 - Analisador da funcao
plaquetar. Adaptado da referéncia [60].

Este sistema consiste numa bomba de aspiracdo controlada por um microprocessador e uns
sensores que detectam alteracdes nas pressdes de aspiracao. A pressao negativa constante
aspira a amostra de sangue citratado (anticoagulado), desde um reservatério de amostra
através dos capilares e da abertura de uma membrana, onde as plaquetas estdo sujeitas a
tensoes de corte elevadas. O sangue que circula pelo capilar contacta com uma abertura
central (150um de diametro) de uma membrana recoberta com colagénio e ADP (cartucho
Col-ADP) ou colagénio e adrenalina (cartucho Col-EPl). A presenca destes estimulos
bioquimicos e as taxas de cisalhamento elevadas, resultam na activacdo das plaquetas,
agregacao e, lentamente, na construcao de um tampao de plaquetas estavel na abertura,

diminuindo assim gradualmente o fluxo sanguineo, parando-o finalmente. O sistema PFA-100
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determina o tempo desde o inicio do teste até o tampao de plaquetas fechar o orificio. Este
intervalo de tempo é chamado tempo de fecho (CT). O tempo de fecho é um indicador da

capacidade hemostatica das plaquetas na amostra de sangue analisada [37].

PFA-100"Test Cartridge before and after a test

before after

aperture
150 uMm platelet

i aggregate
m —— membrane

Collagen
+

epinephrine S

apill
capiliary or ADP SAIISSY. SIS IS Y,

flash
membrane

Figura 7: Principio do método PFA-100: A amostra de sangue anticoagulado é aspirada a partir de um
reservatorio para um capilar e contacta com a abertura de uma membrana. As plaquetas aderem,
activam-se e finalmente formam um agregado de plaquetas. O instrumento calcula o tempo desde o
inicio do ensaio até a formacdo do tampao hemostatico que obstrui a abertura, a isto designamos o
tempo de fecho. Adaptado da referéncia [60].

Relativamente aos valores de referéncia, o tempo de fecho maximo fornecido pela técnica é
de 300 segundos. Considera-se que qualquer valor superior a 250 - 300 segundos seja
equivalente a incapacidade de encerramento da abertura central da membrana. Os valores de
referéncia para o tempo de obturacdo para dadores saudaveis oscilam entre os 71-118
segundos para os cartuchos de Col-ADP e entre os 85 e 165 segundos para os cartuchos de Col-
EPI. Estes valores apresentam algumas variacoes nas diferentes publicacoes, embora sejam

bastante semelhantes [49].
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5.4.2 Variaveis externas

O tempo de fecho é uma indicacdo de disfuncdo plaquetar mas este tempo ndo é especifico
para qualquer doenca nado devendo ser usado para efeitos de rastreio geral sem o
conhecimento de outras variaveis que influenciam o ensaio. Apresenta-se a seguir algumas

das variaveis que podem alterar o tempo de fecho, na técnica PFA-100.

Um estudo, realizado com 309 dadores de sangue saudaveis, avaliou o efeito do sexo, do
tabagismo e dos contraceptivos orais. Nem o sexo nem o uso de contraceptivos orais tiveram
qualquer efeito sobre a hemostase primaria. Um valor ligeiramente mais elevado no tempo de
fecho do cartucho Col-EPI foi observado nos fumadores relativamente aos nao fumadores

(este efeito foi mais pronunciado no sexo feminino relativamente ao sexo masculino) [50].

Outro ensaio realizado em 62 individuos aparentemente saudaveis, nao evidenciou diferenca
significativa do tempo de fecho entre homens e mulheres e também ndo mostrou diferencas
significativas entre os mais jovens e os mais velhos do que 55 anos, apesar de existir uma
tendéncia para valores mais curtos em homens mais velhos (mais de 55 anos)
comparativamente aos homens mais novos. Neste estudo nao houve correlacdo significativa
entre o tempo de fecho e o hematdcrito, a contagem de plaquetas ou de leucocitos [51]. Os
neonatos apresentam valores de tempo de fecho menores do que os adultos saudaveis, devido

a concentracoes maiores de vWF [52].

Relativamente aos dadores de plaquetas, estes apresentam um tempo de fecho prolongado
devido provavelmente a diminuicdo da formacdo de tromboxano e a doacdo frequente de
plaquetas [53]. O sistema ABO também influencia o tempo de fecho, sendo que os individuos
com grupo O de sangue apresentam um tempo de fecho maior, devido, provavelmente, a

menores niveis de VWF no plasma [54].

Um hematdcrito baixo, uma baixa contagem de plaquetas e de leucocitos podem

correlacionar-se com elevados tempos de fecho [49].

Um estudo de K.W.von Pape et al, realizado com 214 pacientes, apds interrupcao da terapia
com 100 mg/dia de aspirina, mostrou que a analise da funcdao plaquetar, através da técnica
PFA-100, depende fortemente da concentracdo de citrato de sodio utilizado para
anticoagulacdo da amostra de sangue, recomendando-se o uso de 0,129 M de citrato de sodio

[55]. Ja o uso da heparina nao influencia o tempo de fecho [56].
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Tabela 4: Teste PFA-100 em pacientes apds interrupcao da terapia ASA vs grupo de controlo sem uso de
ASA - Relacdo entre o tempo de fecho nos dois cartuchos e o citrato de sédio usado como
anticoagulante. Adaptado da referéncia [55].

CT in secondes, median (5-95 percentiles)

Patients, days after cessation of ASA
Controls <1 day 1-2 days 2-3 days 3-4 days

Sample size (n) 80 65 30 20
Coll/Epi-cartridge
SC 0.129 M 297 289 263 176 142
(84-156) (153-300) (108-300) (102-300) (77-300) (87-288)
p=<0.001 p=<0.001 p<0.001 p<0.001 p=0.022
SC 0.106 M 114 273 162 139 136 121
(76-132) (106-300) (87-300) (86-300) (68-296) (79-280)
p<0.001 p<0.001 p=0.001 p=0.028 ns
Coll/ADP-cartridge
SC0.129 M 89 96 97 90 84 82
(59-119) (67-159) (60-159) (64-155) (62-212) (63-124)
ns ns ns ns ns
SC 0.106 M 89 84 83 78 71 75
(41-107) (57-129) (55-145) (56-130) (54-138) (56-117)
ns ns ns ns ns

* p values of median CTs were calculated between the respective control group and the patients for both types of cartridges and anticoagulants
" ns, non-significant (p>>0.05).

Relativamente aos doentes com cirrose e com doenca urémica, o tempo de oclusao
apresenta-se prolongado, devido, provavelmente, a anemia apresentada por estes pacientes
[57].

A dieta também pode influenciar o tempo de fecho. O consumo de alimentos ricos em
flavonoides (o vinho tinto, o cacau e o chocolate, por exemplo) pode prolongar o tempo de
fecho do cartucho Col-EPI [54].

Chakroun et al mostraram, em pacientes com doenca cardiovascular tratados com aspirina,
que o tempo de fecho na técnica PFA-100 é altamente influenciado por altos niveis
plasmaticos de vWF [58]. O tempo de fecho, em pacientes com doenca coronaria aguda
tratados com aspirina, esta bastante encurtado, devido ao facto destes pacientes
apresentarem valores mais elevados de VWF no plasma [8]. A necrose do miocardio pode
explicar o aumento de VWF e consequentemente os curtos tempos de oclusao em ambos os

cartuchos [54].
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Figura 8: Relacao entre o factor von Willebrand e o tempo de fecho nos cartuchos de Col-ADP e Col-EPI.
Adaptado da referéncia [58].

Se o teste for normal, é altamente provavel que o paciente ndo tenha qualquer defeito grave
da funcdo plaquetar e nao sera necessario a realizacdo de outros testes. No entanto, os
resultados normais nao podem excluir sempre defeitos leves na funcao plaquetar. Assim se a
suspeita de algum defeito plaquetar for elevado, recomenda-se a realizacao de mais meios
complementares de diagnostico. A técnica PFA-100 é Gtil como um sistema de rastreio para a
funcao plaquetar, qualquer valor anormal deve ser, igualmente, mais plenamente

investigado, visto nao diagnosticar, nem ser especifico para qualquer desordem em particular
[54].
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5.4.3 Uso clinico

A técnica PFA-100 é uma ferramenta relativamente recente para investigacdo da hemostase
primaria e tem mostrado a sua utilidade na avaliacdo e no diagnostico de varias entidades
clinicas. O teste é bastante Gtil como ferramenta de rastreio para investigar possivel doenca
de von Willebrand e outros disturbios plaquetares, tais como defeitos na secrecao de
plaquetas [49]. Também mostrou a sua utilidade e potencial no acompanhamento da terapia
com desmopressina usada em varios distirbios plaquetares [49]. Mais recentemente, a técnica
PFA-100 tem mostrado interesse para estudo de diferentes classes de antiagregantes
plaquetares, entre os quais, os inibidores da glicoproteina lIb/llla, as tienopiridinas e a

aspirina [49]. E neste aspecto que esta monografia se vai concentrar.

Relativamente a terapéutica com os inibidores da GPIIb/llla, varios estudos evidenciaram a
eficacia do uso da técnica PFA-100 na monitorizacdo do tratamento com estes agentes
antiagregantes. Mostrou-se um aumento do tempo de fecho em ambos os cartuchos (Col-EPI e
Col-ADP) em pacientes que tomavam inibidores da GPlIb/llla [56, 59-61]. Madan et al
concluiram, num estudo com 250 pacientes tratados com abciximab ou eptifibatide durante
intervencao coronaria percutanea, que existem diferencas entre os diferentes agentes na fase
de recuperacdo. Pacientes tratados com eptifibatide mantém uma inibicdo plaquetar
profunda, 4 a 6 horas apds a interrucdo do tratamento, mantendo-se até as 24 horas apos
descontinuacdo do farmaco. Enquanto que com o abciximab, se observou uma recuperacao da
funcao plaquetar a partir das 12 horas apds descontinuacdo do farmaco, sendo que a maior
parte dos pacientes apresentavam resultados de tempo de fecho normais, as 24 horas. Estes
achados sugerem uma importante distincdo entre ocupacao e funcao de receptores do
abciximab, isto é, enquanto 58 % dos receptores estavam ocupados, 61 % dos pacientes

apresentavam valores normais de tempo de fecho, na técnica PFA-100, apos 24 horas [59].

Tabela 5: Tempo de fecho medido durante a terapia com os inibidores da GPllb/llla. Adaptado da
referéncia [59].

Median CT, s % Nonclosure % Abnormal % Normal
n (%) n (%) n (%)

Timepoints (25th, 75th)

Abciximabt
Baseline 21 85 (73, 100) 0 12 (6) 198 (94)
10 min 21 300 (300, 300) 206 (98) 3(1) 2(1)
4h 25 300 (300, 300) 25(100) 0 0
12h 177 300 (300, 300) 165(93) 6(3) 6(3)
24 h 183 107 (20, 300) 50 (27) 21 () 112(61)
Eptifibatidet
Baseline 23 85(72, 93) 0 3(13) 20 (87)
10 min 23 300 (300, 300) 23 (100) 0 0
4h 19 300 (300, 300) 19 (100) 0 0
24 h 12 300 (210, 300) 9(75) 0 3 (25)

For each fimepoint, the number of patients with valid samples is indicated (Pts). CT, Closure time; Nonclosure, dosure time =300 seconds; Abnormol, closure fime =130
seconds but <300 seconds; Normal, closure time <130 seconds

*Only the first 25 patients treated with abciximab hod a 4-hour sample measured, os part of pharmacodynamic comparison with platelet aggregation and receptor occu-
pancy studies."’

tAnticoagulont for patients treated with obciximob wos sodium citrate. For patients treated with eptifibatide, data shown for PPACK specimens only.
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Outro estudo de Mandan at al demonstrou o mesmo facto, em que, enquanto 58 % dos
receptores de abciximab estavam ocupados, 72 % dos pacientes ja tinham um tempo de
fecho normal (<130s) no fim das 24 horas [60]. Foi igualmente demonstrado, que os pacientes
que nao atingiam o maximo de inibicdo plaquetar no fim dos 10 min podiam ter um risco

aumentado de eventos cardiacos adversos ao longo dos proximos 6 meses [59].

Quanto as tienopiridinas, numerosos estudos mostraram que a técnica PFA-100 nao é eficaz
na monitorizacao de pacientes tratados com clopidogrel ou ticlopidina [62-66]. Em contraste,
alguns estudos mostraram que a técnica PFA-100 é (til no estudo de um subconjunto de
pacientes com AVC, tratados com clopidogrel [67]. Grau et al realizaram um estudo com 31
pacientes, com historia de AVC, que foram tratados com aspirina ou clopidogrel, ou com
ambos os farmacos, durante 4 semanas. Observaram, que o tempo de fecho com o cartucho
de Col-EPI estava prolongado com a aspirina e com a aspirina mais o clopidogrel, comparado
com o clopidogrel em monoterapia. O tempo de fecho com o cartucho Col-ADP estava
igualmente aumentado com o uso combinado da aspirina e do clopidogrel, comparado com a

aspirina e com o clopidogrel em monoterapia [67].

Figura 9: Tempo de fecho no cartucho Col-EPI com a técnica PFA-100 com o tratamento com
aspirina, clopidogrel e ambos. Adaptado da referéncia [67].

Awpirin + Clopidogrel

Figura 10: Tempo de fecho no cartucho Col-ADP com a técnica PFA-100 com o tratamento com
aspirina, clopidogrel e ambos. Adaptado da referéncia [67].
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Estes achados mostram um sinergismo nos efeitos antiagregantes plaquetares da aspirina e do
clopidogrel, quando usados em conjunto [67]. Este sinergismo foi detectado em outros
estudos, inclusive num estudo de Mueller et al, realizado em 154 pacientes com doenca
cardiovascular [66]. Em contraste, outros estudos evidenciaram que em doentes submetidos a
angioplastia coronaria percutanea, a combinacdo da ticlopidina com a aspirina ndo aumentou

o tempo de fecho no cartucho Col-ADP comparado com a aspirina em monoterapia [56].

A técnica PFA-100 mostrou-se igualmente eficaz a prever resultados adversos em doentes
apos intervencao percutanea nos membros inferiores. Um estudo de Ziegler et al, seguiu,
durante os 12 meses apods a realizacdo da angioplastia, um grupo de 98 pacientes com doenca
arterial obstrutiva periférica e mostrou que os pacientes que nao respondiam ao clopidogrel
(tempo de fecho curto) tinham um elevado risco de desenvolver complicagcbes apds a

realizacao da angioplastia nos membros inferiores [68].

Tabela 6: Relacao entre a recorréncia de doenca e a resposta a terapia antiagregante plaquetar.
Adaptado da referéncia [68].

Houve recorréncia Nao houve recorréncia

Terapia com Nao-responderam (n=5) 0 5

ASA (n=52) Responderam (n=47) 13 34

Terapia com Nao-responderam (n=11) 6 5
clopidogrel Responderam (n=23) 3 20

(n=34)

Terapia Nao-responderam (n=0) 0 0
combinada Responderam (n=12)

(n=34)

A técnica PFA-100 foi proposta para analisar o efeito plaquetar da aspirina e mostrou ser uma
técnica relativamente sensivel para o seu estudo. Nos pacientes que ingeriram aspirina o
tempo de fecho no cartucho de Col-EPI estara prolongado, ao contrario do tempo de fecho no

cartucho de Col-ADP que sera menos afectado [69,70].

Esta técnica tem sido usada cada vez mais para estudo dos efeitos da aspirina em pacientes
com doenca cardiovascular, tais como sindromes coronarios agudos, doenca arterial periférica

ou doenca cerebrovascular, como se passa a descrever.

Como referido anteriormente, maltiplas variaveis influenciam o estudo, entre as quais a dose
de aspirina usada. Um estudo realizado com 129 pacientes com doenca cerebrovascular
evidenciou que os pacientes tratados com baixa dose de aspirina (162mg/dia) tinham funcoes

plaquetares normais comparadas com as dos pacientes medicados com alta dose de aspirina
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(2325 mg/dia) [71]. As diferentes formulacdes de aspirina usadas também mostraram
alteracoes a nivel da funcao plaquetar. Os pacientes tratados com aspirina revestida
apresentaram tempos de fecho menores comparado com os pacientes medicados com aspirina

nao revestida [71].

81/162 mg 325 mg Coated  Uncoated
Aspirin Dose/Preparation

Grafico 1: Diferencas entre as duas doses de aspirina e as duas
preparacbes de aspirina, no tempo de fecho. Adaptado da
referéncia [71].

Estes dados foram recentemente confirmados por um estudo realizado em 159 pacientes da
cardiologia, tratados com 100 mg/dia ou 300 mg/dia de aspirina. Foram observadas
diferencas na inibicdo plaquetar de acordo com a dose usada. A prevaléncia de inibicdao
plaguetar incompleta nos pacientes tratados com 100 mg/dia de aspirina foi
significativamente superior (30,4 %), em comparacao com os doentes tratados com 300
mg/dia (13.8 %) [72].

Tabela 7: Relacao entre os factores clinicos e laboratoriais e os resultados da técnica PFA-100 dos
grupos de pacientes que receberam 100 mg/dia e 300 mg/dia de aspirina. Adaptado da referéncia [72].

Aspirin 100 mg/day (n=79) Aspirin 300 mg/day (n=80)
n % Mean+SD n % Mean+SD

Age (years) 61.5+10.3 60.3+9.4
Sex (Females) 42 34 425
Hypertension 50 49 61.3
Diabetes mellitus 18 26 325
Hyperlipidemia 53 46 57.5
Coronary artery disease 37 45 56.3
Statin 35 37 46.3
ACE inhibitors 21 18 22.5
Beta-blocker 25 33 413
Calcium channel blockers 19 15 18.8
Hemaoglobin (g/dl) 13.7+1.6 18.7:1.7
PFA-100 results
Platelet count (x10%/Kmm?) 244,350 235,760
Incomplete platelet inhibition 24 304 11
CEPI closure time (sec) 229476 259465
CEPI closure time >300 sec 37 46.8 50

ACE: Angiotensin converting enzyme; CEPI: Collagen/epinephrine; PFA: Platelet function analyzer
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Outra investigacdo, em doentes com doenca arterial periférica, ndo mostrou alteracdes

significativas na funcao plaquetar entre as diferentes doses usadas (100 mg e 300mg) [73].

Relativamente a duracdo dos efeitos plaquetares da aspirina, um estudo realizado em
pacientes voluntarios que tomaram 300 mg/dia ou 75 mg/dia, demonstrou uma tendéncia
para aumento do sangramento persistente durante 5 dias e nao houve alteracdes significativas

entre as doses (75 mg e 300 mg) [74].

—— Closure time

r
-
;;

Figura 11: Média do prolongamento dos testes de cada individuo (tempo de sangramento e de oclusao)
em cada ponto de tempo medido. Adaptado da referéncia [74].

Usando a técnica PFA-100, percentagens elevadas de resisténcia a aspirina foram referidas ao
analisar os diferentes tempos de fecho. Referem-se alguns estudos que comprovaram este

facto.

Num estudo realizado em 202 pacientes com enfarte agudo do miocardio verificou-se que em
35 % dos pacientes tratados com aspirina em monoterapia nao se verificou aumento do te mpo
de fecho; o mesmo aconteceu em 40 % dos pacientes com a combinacao da aspirina e
varfarina [75]. Outro estudo demonstrou, num grupo de 325 pacientes com doenca
cardiovascular (doenca arterial periférica, doenca vascular cerebral e pacientes cardiacos),
que 5 a 9 % dos pacientes apresentavam resisténcia completa a aspirina enquanto 23 % tinham
uma resposta parcial [76]. Um estudo realizado em 40 pacientes com doenca coronaria
também detectou 9 pacientes resistentes a aspirina (22,5 %), 4 dos quais se tornaram
sensiveis apos alteracdo da dose da aspirina [77]. Uma investigacdo em doentes com doenca
arterial periférica também demonstrou que 40 % dos pacientes apresentavam resisténcias
[73]. Este dado foi refutado noutro estudo que demonstrou que a prevaléncia de resisténcia

em doentes com doenca arterial periférica era baixa, embora houvesse discrepancia entre o
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método PFA-100 e a agregometria [78]. Diferencas entre os dois métodos foram descritas em

outros estudos [79].

A bibliografia refere que o aumento da resisténcia a aspirina leva a um aumento de eventos
adversos no futuro. Um estudo em pacientes com enfarte do miocardio encontrou um nimero
maior de eventos adversos recorrentes nos pacientes que nao responderam a aspirina,
relativamente aos que responderam (36% versus 24 %), embora estas diferencas nao fossem

estatisticamente significativas [75].

Tabela 8: Eventos clinicos adversos de acordo com o grau de resposta a
aspirina. Adaptado dareferéncia [75].

Responders Non-responders  p
n (%) n (%)

Non-fatal myocardial 4/46 87 3725 0.691
infarction or
thromboembolic stroke
Revascularization 9/46 19.6 9/25 0.128
Any clinical non-fatal event 11/46 239 9/25 0.280

n
1y

Number of patients suffering a clinical event in the group of patients treated
with aspirin alone (n=71), after a mean observation period of 4 years.
p values refer to differences between responders and non-responders.

Outro estudo demonstrou que a ocorréncia de eventos cardiovasculares adversos em
pacientes que tenham realizado intervencdo coronaria percutanea era maior nos que
mantinham reactividade residual de plaquetas [80]. Uma recente meta-analise mostrou que
0s pacientes que sdo resistentes a aspirina (caracterizados como tendo um tempo de fecho
curto no cartucho Col-EPI) estdo em maior risco de sofrer eventos isquémicos recorrentes
relativamente aos pacientes sensiveis a aspirina [81]. Contudo foram detectados alguns
estudos que refutam esta ideia. Foram seguidos, durante 56 meses, 129 pacientes
consecutivos com AVC e AIT e avaliou-se a correlacao entre a resisténcia a aspirina e os novos
eventos tromboticos, nestes pacientes. Novos eventos tromboticos ocorreram em 19
pacientes (14,7 %), quatro com resisténcia a aspirina (15,4 %) e 15 sem resisténcia a aspirina
(14.6%). Este estudo concluiu que a resisténcia a aspirina determinada pela técnica PFA-100
nao prevé novos eventos tromboticos nestes pacientes [82].0utro estudo acompanhou durante
dois anos e meio, um grupo de 97 pacientes com doenca arterial coronaria, que estavam a
tomar 160 mg/dia durante um més ou mais de aspirina. O aumento da resisténcia a aspirina
nao foi associado com eventos adversos futuros, entre os quais, a morte, o enfarte agudo do

miocardio ou um evento vascular isquémico [83].

Muitos destes estudos sao demasiado pequenos para tirar conclusdes significativas e por isso

sdo necessarios grandes estudos prospectivos para determinar se a técnica PFA-100 é (til para
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predizer eventos adversos, para determinar decisdes terapéuticas sobre a terapia com

aspirina ou para elaboracao de recomendacdes clinicas.

29



Estudo da Antiagregacéo Plaquetar através da Técnica PFA-100 em Pacientes com Doenca Cardiovascular

6. Conclusao

A realizacao deste trabalho, permitiu estudar os principais métodos laboratoriais usados para
estudo da antiagregacao plaquetar e, consequentemente rever alguns aspectos essenciais da
hemostase primaria e dos antiagregantes plaquetares, pedra angular do tratamento da
doenca cardiovascular, causa de elevada mortalidade e morbilidade em todo o mundo. Foi
proposto, nesta dissertacao, dar a conhecer um novo método de estudo in-vitro da hemostase
primaria, a técnica PFA-100 e alertar para o seu possivel uso no estudo da antiagregacao
plaquetar. Com este trabalho, pretende-se, também, transmitir a importancia do estudo
laboratorial dos efeitos de diversos antiagregantes plaquetares, pois a resisténcia a estes
farmacos tem se tornado uma realidade crescente e preocupante, em pacientes com doenca

cardiovascular.

Deste trabalho resulta a verificacdo que a técnica PFA-100 é um teste simples, rapido e que
ndao requer formacdo especializada por parte dos profissionais de salde. Esta técnica,
relativamente recente, mostrou-se Util como ferramenta de rastreio para a avaliacao e
diagnostico de diversas entidades clinicas relacionadas com a hemostase primaria. Para além
disso, pode fornecer dados para o estudo dos farmacos antiagregantes plaquetares, entre os

quais os inibidores da glicoproteina llIb/llla, a aspirina e as tienopiridinas.

Conclui-se que a técnica PFA-100 é (til na monitorizacdo do tratamento com os inibidores da
glicoproteina lIb/llla, mostrando diferencas na fase de recuperacao dos diferentes agentes.
Relativamente as tienopiridinas, varios estudos evidenciaram o uso limitado da técnica PFA-
100 na sua monitorizacao. Em contraste, alguns estudos mostraram a utilidade do teste para
estudo de um subconjunto de pacientes com AVC, tratados com clopidogrel e para prever
resultados adversos em doentes, apos intervencao percutanea nos membros inferiores.
Verificou-se um sinergismo nos efeitos antiagregantes plaquetares do acido acetilsalicilico e
do clopidogrel, quando usados em conjunto. O teste tem sido, igualmente, amplamente usado
para detectar resisténcias ao acido acetilsalicilico e correlacionar este facto com futuros

eventos adversos nos doentes.

A técnica PFA-100 torna-se um método promissor na avaliacdo da antiagregacdo plaquetar
mas ainda sdo necessarios mais estudos para permitir concluir a sua utilidade em predizer
eventos adversos, para determinar decisdes terapéuticas sobre a terapia ou para elaboracao

de recomendacoes clinicas.

Assim, torna-se pertinente a realizacdo de futuras investigacdes em tematicas de possivel

interesse pratico e académico. Segue-se a seguinte proposta:
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a) Realizar um estudo em doentes coronarios do Centro Hospitalar da Cova da Beira sob
antiagregacao plaquetar (aspirina, tienopiridinas e tirofiban) que tivessem realizado
intervencao percutanea. Este estudo consistiria em retirar uma amostra de sangue
destes pacientes e estudar, através da técnica PFA-100, o estado de antiagregacao
plaquetar no momento da angioplastia, 1 ano, 2 anos e 3 anos apds o SCA. Este estudo
prospectivo teria como objectivo estudar os efeitos da terapia antiagregante
plaquetar na hemostase primaria destes pacientes e relacionar estes efeitos com

eventuais eventos adversos.
O presente estudo espera, com os resultados apresentados, ter contribuido para a reflexao

sobre a importancia do estudo laboratorial da antiagregacdo plaquetar, inclusive com a
técnica PFA-100.
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