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Resumo

Arantes FBB. Efeito dos anticoagulantes sobre a agregabilidade plaquetaria:
acao da heparina de baixo peso molecular Enoxaparina, e do inibidor direto da
trombina Dabigatrana [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Séao Paulo; 2018.

Introducao: A interacido entre os anticoagulantes e a agregabilidade plaquetaria
€ complexa. Dados laboratoriais prévios mostraram que a dabigatrana aumenta
a excregao urinaria de metabdlito do tromboxano, indicando efeito de ativagao
de plaquetas. Posteriormente, dados do estudo RELY sugeriram que a
dabigatrana 150mg poderia aumentar o risco de infarto do miocardio em
pacientes com fibrilagao atrial.

Objetivos: Comparar a influéncia da Dabigatrana e Enoxaparina na
agregabilidade plaquetaria.

Métodos: Estudo prospectivo, intervencionista, realizado em pacientes com
doencga arterial coronariana (DAC) crénica em uso de aspirina em baixas
doses. Os individuos foram inicialmente designados para dabigatrana 150mg,
2x/dia, por 5 dias, seguido por um periodo de washout de 30 dias e depois para
exoxaparina 1mg/kg, 2x/dia, por um periodo adicional de 5 dias. Os testes de
funcao plaquetaria foram realizados no inicio e apds cada fase de intervencéo,
usando agregometria de sangue total por Impedancia elétrica (MEA) (objetivo
primario), ELISA para determinacdo quantitativa de tromboxano B2 (TXB2),
Verify Now Aspirin e testes de coagulacéo (objetivos secundarios).

Resultados: Em comparagcdo com os valores basais, a dabigatrana aumentou a
agregabilidade plaquetaria avaliada pelo teste MEA-ASPI (+5U + 241),
enquanto a enoxaparina diminuiu a agregabilidade plaquetaria (-6U = 22,2),

p=0,012 para a comparagao entre os grupos ). O mesmo padrao foi observado
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usando o ensaio TXB2 (+2pg/mL para dabigatrana, -13pg/mL para
enoxaparina, p = 0,011). Nao houve diferencas significativas entre os dois
grupos em relagao aos demais testes. Individualmente, a enoxaparina diminuiu
significativamente a agregabilidade plaquetaria por TXB2 [33 (16,5 - 95)pg/mL
vs. 20 (10-52) pg/mL, respectivamente, p = 0,026), mas nao foram observadas
diferengas significativas individuais com a dabigatrana em relagao aos valores
basais.

Conclusbes: Em relagdo a agregabilidade plaquetaria, ha um efeito oposto
significativo da dabigatrana (aumento) em comparagdo com a enoxaparina
(diminuicéo). Individualmente, foi observada uma diminuicdo significativa na
agregabilidade plaquetaria apenas com a enoxaparina, quando comparada

com valores basais.

Descritores: dabigatrana, enoxaparina, doenca arterial coronariana, aspirina,

agregabilidade plaquetaria
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Arantes FBB. Influence of dabigatran and enoxaparin on platelet aggregation in
patients with stable coronary artery disease [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2018.

Background: The interaction between anticoagulants and platelet aggregation is
complex. Previous laboratory data have shown that dabigatran increases
urinary thromboxane metabolite excretion, indicating platelet-activating effect.
Thereafter, data from RELY trial suggested that dabigatran 150mg could
enhance the risk of myocardial infarction in atrial fibrillation patients.
Objectives: To compare the influence of Dabigatran and Enoxaparin on platelet
aggregation.

Methods: Prospective, interventional study conducted in chronic coronary artery
disease (CAD) patients taking low-dose aspirin. Subjects were assigned initially
to dabigatran 150mg bid for 5 days followed by a washout period of 30 days
and then to exoxaparin 1mg/kg bid for an additional 5 days period. Platelet
function tests were performed at baseline and after each intervention phase
using multiple electrode aggregometry (MEA) (primary endpoint), ELISA for
plasma quantitative determination of thromboxane B2, Verify Now Aspirin and
coagulation tests as secondary endpoints. Results: In comparison with the
baseline values, dabigatran increased platelet aggregation evaluated by MEA-
ASPI test (+5U £ 24.1), whereas enoxaparin decreased platelet aggregation (-
6U+t 22.2), p=0.012 for the comparison between the groups). The same pattern
was observed using theTxB2 assay (+2pg/mL for dabigatran, -13pg/mL for
enoxaparin, p=0.011). There were no significant differences between both
groups regarding the VerifyNow Aspirin or the other platelet function and

coagulation tests utilized. Individually, enoxaparin significantly decreased
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platelet aggregation by TXB2 [33 (16,5 - 95) pg/mL vs. 20 (10-52) pg/mL,
respectivamente, p = 0.026) but no significant differences were observed with
dabigatran when individually compared to baseline. Conclusions: Regarding
platelet aggregation, there is a significant opposite effect of dabigatran
(increase) in comparison with enoxaparin (decrease). Individually, a significant
decrease in platelet aggrebability was observed with enoxaparin, but no

significant differences were observed with dabigatran.

Descriptors: dabigatran, enoxaparin, coronary artery disease, aspirin, platelet

aggregation.
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1.1 Breve histérico dos anticoagulantes

Por mais de 60 anos, a disponibilidade de anticoagulantes orais tem
tornado possivel a prevencdo primaria e secundaria efetiva do
tromboembolismo arterial e venoso em diferentes contextos clinicos. O maior
desafio ao uso de anticoagulantes, no entanto, é avaliar adequadamente o
beneficio da prevencdo de eventos tromboembdlicos em relagdo ao risco de
complicagbes hemorragicas e, eventualmente, de possiveis efeitos paradoxais
protrombéticos.

A histéria da descoberta e desenvolvimento dos anticoagulantes tem
aspectos peculiares. O efeito anticoagulante da heparina foi descoberto por
McLean em 1915, um estudante do Hospital Johns Hopkins, durante uma
investigacado sobre os efeitos procoagulantes da cefalina, fosfolipideo
produzido pelas plaquetas em caes.’

A varfarina, por outro lado, foi descoberta como agente causal de um
disturbio hemorragico em bovinos, recorrente na década de 30, passando a ser
comercializada como raticida.?

Na década de 50 o Coumadin®, nome comercial da varfarina, passou a
ser utilizado como anticoagulante oral em humanos para tratamento de
diferentes situagdes clinicas. Historicamente, data de 1955 um dos primeiros
usos da varfarina no contexto das sindromes isquémicas miocardicas instaveis
(SIMI), no tratamento do infarto agudo do miocardio do entado presidente norte-

americano Dwight Eisenhower. "2
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Atualmente, os anticoagulantes estao disponiveis na forma parenteral,
sendo os principais as heparinas, a bivalirudina (inibidor direto da trombina) e o
fondaparinux (pentassacarideo sintético que inibe seletivamente o fator Xa); e
por via enteral, os antagonistas da vitamina K (AVK) e os novos

anticoagulantes orais (NACO) (Figura 1).2

Colageno extravascular

Lol | © | @) © | @ | «

Plaqueta

g

Rivaroxabana*
Apixabana*

[ Ativacao da GP libllla J

Agregagao
plaquetarla

____________ TROMBO
Bivalirudina
Dabigatrana*

FIBRINA

Figura 1- Atuagao dos anticoagulantes no processo de hemostasia.

Legenda: *NACO; AVK — antagonistas da vitamina K; FT- fator tecidual; AT — antitrombina;
HNF — heparina nao fracionada; HBPM — heparina de baixo peso molecular; TXA2 -
tromboxano A2; GPIIbllla — glicoproteina libllla

1.2 Heparinas

A heparina nao fracionada (HNF) é um polianion de carga elevada,
composto por cadeias de 18 a 50 sacarideos, com peso molecular de 15.000

Daltons (Da). A atividade anticoagulante apresentada pela heparina resulta da
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ligacdo desta com um inibidor da serino protease, a antitrombina (AT). Tal
ligacdo acarreta alteragdo conformacional na molécula de AT resultando no
aumento da inibicdo da trombina (fator Ila) e de outras serino proteases
envolvidas na coagulacdo sanguinea.*

A heparina promove, ainda, inibigdo dos fatores de coagulagao Xl, X,
IX ativados e do complexo ‘fator tecidual — fator Vlla’, promovendo alteracbes
laboratoriais do tempo de protrombina (TP), do tempo de tromboplastina parcial
ativado (TTPa) e do tempo de trombina (TT).°

Por conta, fundamentalmente, da dificuldade de manutencdo da
heparinizagdo em niveis terapéuticos, surgiu a idéia de se desenvolver
compostos de mais facil manuseio e, se possivel, mais eficazes. Nos anos de
1970, o professor Carl Peter Dietrich iniciava estudos que permitiram isolar a
heparina de baixo peso molecular.t A despolimerizagdo da HNF levou a
obtencdo de compostos heterogéneos, de mais baixo peso molecular (peso
meédio inferior a 8.000 Da), que receberam o nome genérico de heparinas
fracionadas ou de baixo peso molecular (HBPM). Semelhante a HNF, cerca de
um terco das cadeias da HBPM tém o sitio para ligagdo de pentassacarideos
para a antitrombina, mas, ao contrario da HNF, apenas cadeias com 18 ou
mais unidades de sacarideos ligam-se & trombina.”

Assim, as HBPM tém baixa atividade antitrombinica, mas mantém a
capacidade de inativar o fator Xa (proporgao anti-Xa e anti-lla de 2:1 a 4:1).
Portanto, laboratorialmente, somente alteram o TTPa quando utilizadas em
altas doses e, devido as suas caracteristicas farmacologicas, permitem

dispensar a monitoragdo na maioria dos pacientes, com exceg¢ao de gravidas,
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obesos e pacientes com disfungdo renal, nos quais a dosagem de anti-Xa

ativado, se disponivel, é indicada.®

1.3 Anticoagulantes orais

Durante os ultimos 60 anos, os antagonistas orais de vitamina K, como
a varfarina e a femprocumona, tém sido os principais anticoagulantes orais
prescritos. A varfarina, derivada do 4-hidroxicoumarin, atua inibindo a vitamina
K epoxido-redutase, suprimindo, assim, a sintese eficaz de formas
biologicamente ativas dos fatores de coagulagao dependentes da vitamina K
(I, V11, IX e X), bem como dos fatores reguladores da coagulagéo, as proteinas
CeS.?

No entanto, seu impacto na prevengao de fenébmenos trombdticos tem
sido dificultado por varias limitacdes que comprometem sua eficacia e
segurancga. Dentre elas:

e inconstancia farmacocinética e farmacodindmica com inicio de agao
lento e imprevisivel, o que geralmente tende a prolongar a
hospitalizagado e aumentar os custos do tratamento;

e grande variabilidade individual na resposta a diferentes dosagens e
estreita janela terapéutica, o que demanda acompanhamento regular
da anticoagulagao e resulta em complexos esquemas de prescrigao de
dosagens individuais;

e interagcdes medicamentosas e alimentares, com necessidade constante

de orientacdo sobre a necessidade de monitorizacdo de rotina devido
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ao aumento no risco de hemorragia ou trombose, quando fora da janela

terapéutica.

Como consequéncia das limitagdes ao uso dos AVK, a qualidade do
controle da anticoagulagdo é frequentemente subdétima entre aqueles que
recebem o tratamento e muitos pacientes em risco de tromboembolismo
permanecem grandes periodos fora da faixa terapéutica.'®"

Além disso, apenas 50% dos pacientes com FA em risco de acidente
vascular encefalico (AVE), que sao elegiveis para a terapia anticoagulante, séo
tratados com um AVK por contraindicagdes sociais ao uso ou por inseguranga
da equipe assistente.’*"?

Tais desafios levaram ao desenvolvimento de novos anticoagulantes

orais buscando melhores perfis farmacodindmico e farmacocinético (Tabela

1).3.14

Tabela 1 - Comparacao entre AVK e NACO.
Inicio de acao Lento Rapido
Dose Variavel Fixa
Efeito alimentar Sim Nao
Interagdo medicamentosa Muitas Raras
Monitorizagao Sim N&o (incerto)
Meia-vida Longa Curta
Antidotos™ Sim Sim
Posologia 1x ao dia 1-2x ao dia

AVK=antagonistas da vitamina K; NACO=novos anticoagulantes orais.
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Os estudos multicéntricos randomizados controlados “Apixaban for
Reduction of Stroke and Other Thromboembolic Events in Atrial Fibrillation
(ARISTOTLE) trial”, “Randomized Evaluation of Long-Term Anticoagulation
Therapy (RE- LY) trial”"” e “Rivaroxaban Once Daily Oral Direct Factor Xa
Inhibition Compared With Vitamin K Antagonism for Prevention of Stroke and
Embolism Trial in Atrial Fibrillation (ROCKET AF)” comprovaram a nao
inferioridade e a seguranga do uso no longo prazo dos NACO apixabana,
dabigatrana e rivaroxabana, quando comparados a varfarina, na prevencgao de

eventos tromboembdlicos em pacientes portadores de FA (Tabela 2).

Tabela 2 - Comparacao dos diferentes NACO em relacao a varfarina
quanto aos desfechos de eficacia e seguranca

Dabigatrana Dabigatrana

Caracteristica Rivaroxabana Apixabana
(110mg) (150mg)
Eficacia Nao Inferior Superior N&o Inferior Superior
AVE isquémico Similar Reducao Similar Similar
AVE ~ ~ ~ ~
hemorragico Reducéo Reducéo Reducéo Reducao
Sapgramento Reducao Similar Similar Reducgao
maior
IAM Similar Aumento Similar Similar
Posologia 2x/d 2x/d 1x/d 2x/d
TFT(mediana) 67% 67% 58% 66%

Eficacia = AVE ou eventos embdlicos sistémicos; AVE= acidente vascular encefalico;
IAM=infarto agudo do miocardio TFT — tempo em faixa terapéutica no brago varfarina;
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De especial interesse no presente estudo, a Dabigatrana € um inibidor
direto da trombina (IDT), unico medicamento oral dessa classe liberado para
uso clinico.®

O produto é um IDT univalente que se liga ao sitio ativo da trombina,
inativando seu efeito. A trombina possui um sitio ativo e dois exositios de
ligacao secundarios: o exositio 1 liga-se a substratos, como a fibrina no trombo;
e o exositio 2 é o dominio de ligagdo a heparina.™

Os IDTs bloqueiam a atividade da trombina livre no plasma e também
daquela ligada ao trombo. A atividade anticoagulante da heparina, por sua vez,
depende do complexo heparina-antitrombina, o qual ndo consegue se ligar ao
conjunto fibrina-trombina presente nos coagulos, perpetuando o risco de
trombose e constituindo uma vantagem importante dos IDTs sobre as

heparinas (Figura 2)."
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Trombina solavel
Heparina : ! -
1

oo ommommmmmmmes ! Sitio Ativo
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_______________________ ,, \
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Figura 2 - Mecanismo de acao dos inibidores diretos da trombina comparados
com a heparina. Legenda: IDT — inibidor direto da trombina; EXS- exositios. Adaptado
de Di Nisio, NEJM 2005."°

Assim, a dabigatrana dificulta a conversao do fibrinogénio em fibrina, a
amplificagdo com retroalimentagdo positiva da ativacdo da coagulagédo, a
reticulagdo dos monémeros de fibrina e a ativagado das plaquetas.18

Seu pico plasmatico é atingido em 1,5 a 3 horas e a meia vida
plasmatica, apos administracéao de dose unica oral, € de aproximadamente 8
horas e de 14 a 17 horas apds multiplas doses, tendo o produto excrecao

renal.’®
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Este medicamento foi testado inicialmente em dois grandes estudos de
fase Ill: no estudo RE-MODEL,? nas doses de 150mg 2 x ao dia e 220 mg 1 x
ao dia, teve eficacia e seguranga semelhante a enoxaparina na prevencéao de
trombose venosa em pacientes submetidos a cirurgia de implante de protese
de joelho. Isso levou a sua aprovacéo pelas autoridades competentes e inicio
da comercializacdo do mesmo, inclusive em nosso meio.

Ja no estudo RE-LY", Connolly e cols. compararam Dabigatrana, nas
doses de 110 e 150 mg 2 x ao dia, com a varfarina, tendo como meta a
prevencdo de eventos tromboembdlicos em pacientes portadores de FA
cronica. O estudo demonstrou que a dabigatrana, na dose de 150 mg, foi
significativamente superior a varfarina em relagcdo a incidéncia de AVE
isquémico; além disso, diminuiu também a incidéncia de AVE hemorragico, o
que também foi observado com outros NACO. Nesta dose, a incidéncia de
sangramentos maiores foi similar a varfarina. Por outro lado, a Dabigatrana na
dose de 110 mg foi tdo eficaz quanto a varfarina na prevengdo de
tromboembolismo arterial, com diminuigdo significativa na incidéncia de

eventos hemorragicos.

1.4 Principais estudos que testaram anticoagulantes em pacientes

com sindromes isquémicas miocardicas instaveis

As heparinas sdo importantes terapias adjuvantes no tratamento das
SIMI. Historicamente as evidéncias quanto ao uso de HNF como adjuvante ao
fibrinolitico em pacientes com infarto agudo do miocardio com elevagdo do

segmento ST (IAMCEST) datam da década de 80, com base nos estudos
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GISSI-2?" e ISIS-3%2, que utilizaram a HNF de forma subcutanea.
Posteriormente, o estudo GUSTO-I?®> comparou a HNF intravenosa (bolus de
5.000 Ul seguida de infusdo continua de 1.000 Ul/h, ajustando o TTPa para 60
a 85 segundos) com a HNF subcutdanea da maneira utilizada nos estudos
GISSI-2 e ISIS-3 anteriormente citados.

O importante estudo que forneceu dados de eficacia e seguranga para
o uso das heparinas no IAMCEST foi o EXTRACT-TIMI 25%*, o qual demonstrou
a superioridade da HBPM (no caso a enoxaparina) em relagdo a HNF, em
pacientes tratados com fibrinoliticos. Além da evidente comodidade posolégica
da HBPM, morte e infarto do miocardio recorrente nao fatal (desfecho primario
de eficacia) aos 30 dias foram menores no grupo enoxaparina as custas de
aumento discreto, porém significativo, na incidéncia de sangramento maior
(1,4% vs 2,1%, p < 0,001). Importante salientar que o beneficio liquido foi
significativamente favoravel a HBPM.

Em relagdo a pacientes com SIMI sem supradesnivel do segmento ST,
ao final da década de 80 Théroux e cols. demonstraram que tanto a terapia
isolada com acido acetilsalicilico (AAS) ou HNF, assim como a associagao de
ambas, reduziram significativamente a ocorréncia de IAM em pacientes com
angina instavel, quando comparada ao grupo placebo.?

Anos mais tarde, o estudo SYNERGY?® randomizou 10.027 pacientes
com SIMI de alto risco e programados para estratégia invasiva precoce, para
receberem enoxaparina ou HNF. O objetivo primario - desfecho composto de
morte por todas as causas ou infarto do miocardio em 30 dias apds a
randomizacdo — foi semelhante entre os grupos, demonstrando néo

inferioridade da enoxaparina em relagdo a HNF. Andlise secundaria em
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pacientes que utilizaram apenas um tipo de heparina durante a hospitalizagao
demonstraram beneficio significativo com o uso da HBPM, em relagédo a HNF.

Em relagdo aos NACO, alguns estudos testaram os mesmos em adigéo
a dupla antiagregacao plaquetaria (DAPT) em pacientes com SIMI.

O APPRAISE-2?" randomizou 7.392 pacientes, em média 6 dias apos
o inicio de sintomas compativeis com SIMI, para uso de apixabana ou placebo.
O estudo foi interrompido por significativo aumento de sangramentos maiores,
sem beneficio significativo em termos de eventos isquémicos. A dose da
apixabana utilizada foi a mesma testada no contexto da fibrilagédo atrial ( 5mg, 2
vezes ao dia), o que explicaria 0 excesso de sangramentos graves.

O emprego da rivaroxabana em populagdo semelhante foi avaliado no
estudo ATLAS ACS2-TIMI 51.2 Os pacientes foram randomizados para:
rivaroxabana 2,5mg, rivaroxabana 5mg e placebo (ambas as doses 2 vezes ao
dia e bem inferiores aquelas testadas no contexto da fibrilagdo atrial). A dose
de 2,5mg foi a que apresentou melhores resultados, com redugéo relativa de
16% no desfecho composto de morte cardiovascular, IAM e AVE (p=0,007) ao
final do seguimento de 2 anos, inclusive com redugéo significativa de o&bito
cardiovascular (RR 0,66; p=0,005) e obito por qualquer causa (RR 0,68;
p=0,004). Do ponto de vista de seguranga, 0 grupo rivaroxabana apresentou
aumento significativo na incidéncia de sangramentos n&o relacionados a
cirurgia cardiaca (RR 3,46; p<0,001), porém sem aumento significativo na
incidéncia de sangramentos fatais (p=0,45).22 Como no ha autorizagdo de uso
pelas autoridades brasileiras (ao contrario das Europeias)®*®, nio ha
recomendagao formal das diretrizes brasileiras sobre o produto (nessa

indicacéo).>3"32
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Com relacdo aos inibidores orais da trombina, a dabigatrana foi
avaliada contra placebo apds SIMI somente em relagdo ao desfecho primario
de sangramento, em uso concomitante com dupla antiagregacao plaquetaria,
no estudo de fase 2 RE-DEEM.*® Nesse trabalho foi evidenciado significativo
aumento na incidéncia de sangramentos nas diferentes doses avaliadas (50mg,
75mg, 110mg e 150mg). Interessantemente, a avaliagdo do desfecho
secundario de eficacia para IAM né&o fatal foi numericamente, porém né&o
estatisticamente, maior em todas as doses de dabigatrana, especialmente de

110mg (1,7%) e 150mg (2,3%), quando comparado com placebo (1,1%).3

1.5 Efeito dos anticoagulantes sobre a agregabilidade plaquetaria

1.5.1 Interacao entre os principais fatores de coagulacao e as plaquetas

O sistema de coagulagdo foi, por muito tempo, considerado como
sendo constituido apenas por fatores de coagulagédo e plaquetas. Atualmente,
sabe-se que o mesmo € multifacetado, extremamente balanceado, com a
participacdo de componentes celulares e moleculares. O processo de
coagulagédo sanguinea se inicia com a exposi¢ao do fluxo sanguineo a células
que expressam fator tecidual. Uma vez combinado com o FT, o fator VIl é
ativado (FVlla). O complexo FT/FVlla ativa o fator X e fator IX. O fator Xa,
permanecendo na superficie celular juntamente com o fator V, convertem uma
pequena quantidade de protrombina em trombina, que participa
fundamentalmente da fase de ampliagdo do trombo.**

A adesdo de plaquetas ao colageno subendotelial € mediada pelo
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receptor de colageno plaquetario especifico (glicoproteina la/lla) e o fator de
vonWillebrand (FVW), os quais formam ligagdes entre plaquetas e fibras de
colageno. Além disso, a ativagao induzida pelo colageno gera a liberagdo de
acido araquidonico dos fosfolipideos da membrana plaquetaria, o qual é
transformado em tromboxano A2 (TXA2) através da conversao enzimatica pela
ciclooxigenase 1 ( COX-1).

A seguir, a trombina, formada pela cascata de coagulagdo, ativa as
plaquetas por meio do receptor acoplado a proteina G na membrana
plasmatica plaquetaria, o receptor ativado por protease-1 (PAR-1). Essa
interacdo resulta em liberagdo do conteudo dos granulos de armazenamento
(ADP, colageno, entre outros). Tais agentes, agonistas agregadores, somados
a trombina e ao TXA2, modificam o complexo glicoproteico GPIIb/llla de modo
que esse receptor tenha maior afinidade pelo FvW e pelo fibrinogénio, gerando
o agregado plaquetario.®

As plaquetas ativadas liberam, ainda, fator V na sua forma
parcialmente ativada o qual € completamente ativado pela trombina e/ou fator
Xa. As plaquetas ativadas tém agora fatores ativados Va, Vllla e IXa em sua

superficie.*®

A fase final, de propagagao do trombo, é caracterizada pela producao
de complexos tenases e protombinases (Va+Xa) que sdo agrupados na
superficie das plaquetas ativadas. O complexo protrombinase intensifica
importantemente a produgdo de trombina, que converte o fibrinogénio soluvel
em fibrina e também ativa o fator estabilizador da fibrina, fator Xlll, para formar

o coagulo de fibrina hemostatico (Figuras 1 e 3).%
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INICIACAO Célula |

T doo FT
( endotélio) expressando o FT

Trombina

(lia)
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( na superficie das
plaquetas ativadas)

Complexo

PROPAGACAO protrombinase

( plaquetas ativadas)
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Figura 3 - Cascata de coagulagao: modelo baseado em interagéo entre os

fatores de coagulacgao, superficie das plaquetas e células endoteliais.
Legenda: FT: fator tecidual; FvW:fator de vonWillebrand; Col: colageno; TXB2: tromboxano

B2. ADP: adenosina difosfato

1.5.2 Evidéncias sobre possivel interacao entre anticoagulantes e

agregabilidade plaquetaria

Considerando-se a complexa relagdo entre plaquetas e fatores de

coagulagao no processo de hemostasia, desde ha muito se especula sobre
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eventual interagao e possiveis efeitos proagregantes entre os anticoagulantes e
a agregacao plaquetaria.

Em pacientes coronariopatas, nos quais o uso de antiplaquetarios e
anticoagulantes tem indicacao rotineira, tal relagdo segue ainda controversa.
Os poucos estudos publicados sobre o assunto demonstram resultados
conflitantes: enquanto alguns sugerem efeito inibitério da heparina sobre a
funcdo plaquetaria, outros apontam que a heparina poderia promover um
aumento na ativagdo plaquetaria. Este efeito seria aparentemente mais
evidente com a heparina nao fracionada, mas foi também identificado com o
uso de diferentes preparacdes de heparinas de baixo peso molecular.¢-°

Xiao e Theroux compararam HNF versus HBPM em 43 pacientes
portadores de angina instavel quanto a funcao plaquetaria e observaram: no
grupo que utilizou dose terapéutica de HNF, houve aumento na circulagao de
plaquetas ativadas e hiperresponsividade plaquetaria ao estimulo com o
agonista adenosina difosfato (ADP) e peptideo ativador do receptor da
trombina (TRAP) (p<0,001).%°

Quando comparadas entre si, a heparina néo fracionada apresenta, de
maneira recorrente em diferentes cenarios, efeitos proagregantes plaquetarios
quando comparada com HBPM ou com controles.*"*? Montalescot e cols
demonstraram que as HBPM reduziam a liberacdo do FVW no plasma quando
comparado com HNF.*?

Mais recentemente, Anand e cols. avaliaram a fung¢ao plaquetaria em
resposta a outro inibidor direto da trombina, a bivalirudina, em comparacéo a
HNF em pacientes submetidos a intervencédo coronariana percutdnea em uso

de clopidogrel. Foi observado que ndo sé a heparina levou a aumento na
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adesividade plaquetaria induzida por cisalhamento, in vivo, como tal fenbmeno
foi comprovado morfologicamente por avaliagdo de microscopia eletronica
(ME). Nessa, observou-se intensa formacado de pseuddpodes, sugestiva de
ativacao plaquetaria. Os pacientes que foram expostos a bivalirudina, por sua
vez, apresentaram reducdao na funcdo plaquetaria e mantiveram plaquetas
discoides - portanto, inativas - 8 ME.*

Porém a consequéncia clinica da interacdo entre anticoagulantes e
agregabilidade plaquetaria permanecia desconhecida. No estudo RE-LY", um
dado potencialmente muito importante chamou a atengdo da comunidade
cientifica: a incidéncia de infarto do miocardio no grupo que recebeu
Dabigatrana 150mg duas vezes ao dia foi de 0.74% ao ano, superior a do
grupo que recebeu warfarina (0.53% ao ano - RR 1.38, 95% IC, 1.00-1.91,
p=0.048).""

Frente aos resultados do estudo RE-LY, os autores publicaram uma
carta ao editor um ano apds a publicagdo do artigo original, identificando 81
novos eventos de eficacia e seguranga ndo reportados no trabalho original.
Desses, 28 eram diagnodstico de IAM silencioso, pré-definido como
aparecimento de novas ondas Q ao ECG e né&o reportados durante o decorrer
do estudo RE-LY. Apesar da alteragao no risco relativo para IAM relacionado a
Dabigatrana 150mg [RR: 1,38 (1.00-1.91), p= 0,048] para [RR: 1,27 (0,94—
1,71), p= 0,12], os autores declararam que ndo houve mudanga na concluséo
original do estudo.*

Anos mais tarde, Hohnloser e cols. publicaram subanalise dos eventos
isquémicos miocardicos do RE-LY (angina instavel, parada cardiaca, morte

cardiovascular e IAM) e concluiram novamente que nao houve aumento
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significativo nos mesmos.*°

Em posterior seguimento dos pacientes em uso de dabigatrana 110 ou
150mg por uma média de 2,3 anos, o estudo RELY-ABLE corroborou a baixa
taxa de IAM de 0,72%/ano e 0,69%/ano, respectivamente, compativel com
valores publicados na reanalise do trabalho original.*

Ao mesmo tempo, revisdo abrangente de dados individuais de

pacientes dos estudos em fibrilacado atrial e TEV, realizada com o patrocinio da
prépria Boehringer-lngelheim®, concluiu haver um efeito mais protetor da
varfarina, mas ndo da enoxaparina, em comparagdo com a dabigatrana, na
prevencao do infarto do miocardio em muiltiplos contextos clinicos.*’

Outra analise de subgrupo do Re-LY foi publicada no mesmo ano,
avaliando os 6952 pacientes que fizeram uso concomitante de aspirina ou
clopidogrel durante algum periodo do estudo (em média 66% do tempo do
estudo), seja como prevengao primaria ou secundaria para DAC. De maneira
instigante, observou-se que, apesar da dose de 150mg da dabigatrana manter
a reducdo de AVE isquémico e embolia sistémica em relacdo a varfarina, seu
efeito antitrombdtico se tornou atenuado e nado estatisticamente significativo
quando avaliados os pacientes com e sem uso de antiplaquetarios (RR 0.59; IC
95% 0,4-0,86 e RR 0.94; IC 95% 0,66-1,34, respectivamente).*®

Corroborando tais achados, metanalise publicada em 2014, composta
por 14 ensaios clinicos randomizados, demonstrou que o uso da dabigatrana
aumenta o risco de infarto agudo do miocardio quando comparado a todos os
tratamentos (varfarina, enoxaparina e placebo — RR 1,34 IC 95% 1,08-1,65, p=

0,007). Contudo, tal resultado se deu especialmente as custas da comparagao
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com a varfarina, gerando na ocasiao discussdo sobre o efeito protetor da
mesma sobre o IAM contra possivel efeito proagregante da dabigatrana.49

O estudo de fase 2 PETRO, que antecedeu o RE-LY, ja havia sugerido
possivel ativagdo plaquetaria pela dabigatrana, o que teoricamente causaria
aumento paradoxal no risco de trombose. Os autores demonstraram aumento
estatisticamente significativo de aproximadamente 20% na excregdo do
tromboxano B2 urinario apds doze semanas de uso de todas as doses de
dabigatrana avaliadas, quando comparadas com varfarina. Interessantemente,
esse efeito ndo foi observado em pacientes em uso de acido acetilsalicilico.>

O possivel efeito proagregante plaquetario dos IDTs poderia ser
explicado pelo constante estimulo da trombina como agonista plaquetario,
ultrapassando a capacidade de bloqueio dos medicamentos.’

No estudo RE-ALIGN, foram observados constantes eventos
trombdticos relacionados a dabigatrana, quando comparada a varfarina, em
pacientes portadores de valva mecanica. Os investigadores especularam que o
possivel mecanismo seria 0 excesso de trombina gerado pela exposi¢cao do
sangue a superficie artificial da valvula e do anel de sutura, sobrecarregando a
capacidade de bloqueio da dabigatrana.?

Ainda nesse sentido, um grupo de investigadores analisaram amostras
de plasma de pacientes em uso de VKA versus dabigatrana e observaram
niveis maiores de pico de trombina no grupo IDT.*® Esse achado poderia
explicar o potencial efeito protetor em relagcdo ao sangramento, principalmente
relacionado a diminuicdo do AVC hemorragico, e o aumento dos eventos

tromboticos, portanto 1AM, relacionados ao uso da dabigatrana.
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Em resumo, os estudos prévios que analisaram eventuais interagdes
entre heparinas e agregabilidade plaquetaria apresentaram resultados
conflitantes, sdo de maneira geral antigos, por vezes com metodologias nao
mais utilizadas, e desenvolvidos em modelos sujeitos a muitos fatores externos
que poderiam influenciar os resultados obtidos. Por outro lado, no caso da
dabigatrana, ha evidéncia clinica de aumento da incidéncia de eventos
isquémicos em pacientes com fibrilagdo atrial, sem que exista qualquer
publicagdo, do que seja do nosso conhecimento, que tenha demonstrado
explicacéo satisfatoria para o achado.

Assim, o objetivo do presente estudo foi o de comparar, em pacientes
coronariopatas crénicos em uso de AAS, a agregabilidade plaquetaria apds o

uso de dabiagatrana e enoxaparina.



2. Objetivos
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2.1 Objetivo primario

Comparar, em uma populacédo de pacientes com DAC crdnica em uso
de aspirina, os efeitos da enoxaparina e da dabigatrana sobre a agregabilidade

plaquetaria avaliada pelo teste Multiplate® Aspirin (MEA-ASPI).

2.2 Objetivos secundarios

a. Analisar os efeitos individuais da enoxaparina e do dabigatran
sobre a agregabilidade plaquetaria pelo MEA-ASPI.

b. Analisar o efeito da enoxaparina e da dabigatrana sobre a
agregabilidade plaquetaria analisadas pelos seguintes métodos:
VerifyNow®  Aspirin, Multiplate® TRAP, TXB2 sérico,
agregometria dptica induzida por ADP e adrenalina.

c. Avaliar os efeitos da enoxaparina e da dabigatrana sobre o
coagulograma e sobre parametros de coagulagdo obtidos pelo
tromboelastograma.

d. Correlacionar o objetivo primario do estudo com os marcadores
inflamatorios IL-6 e PCR-us.

e. Analisar a incidéncia de maus respondedores nos grupos
dabigatrana e enoxaparina no total da populagdo e nos sub-
grupos de pacientes diabéticos ou ndo, com idade = 65 ou < 65

anos, e do sexo feminino ou masculino.



3. Meétodos
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3.1 Desenho do Estudo

Estudo prospectivo, aberto, no qual pacientes coronariopatas crénicos,
estaveis, em acompanhamento ambulatorial e em uso de acido acetilsalicilico,
foram avaliados inicialmente quanto aos seus critérios de elegibilidade. Todos
0s pacientes selecionados receberam as mesmas medicagdes, em cada fase
do estudo, de forma que cada individuo foi controle de si mesmo. Este
protocolo foi devidamente registrado no clinicaltrials.gov sob o identificador

NCT02389582.

3.2 Plano do estudo

3.2.1 Critérios de inclusao

- Idade >18 anos;

- Doenca arterial coronaria crénica, definida pela presencga de infarto do
miocardio e/ou angioplastia coronaria e/ou cirurgia de revascularizagao
do miocardio prévios, e/ou cineangiocoronariografia revelando
obstrucédo de pelo menos 50% do didmetro em um ou mais vasos
epicardicos;

- Uso atual de AAS.
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3.2.2

Critérios de exclusao

- Uso prévio, nos ultimos 7 dias, de outro antiagregante plaquetario que
nao o AAS, ou uso de anticoagulante oral a qualquer tempo;

- Sangramento interno ativo;

- Gravidez ou mulher em idade fértil que nao estivesse usando método
contraceptivo confiavel,

- Hemoglobina <10g/dL ou Hematdcrito < 30%, Hematdcrito >50%,
Plaquetas < 100.000/mm® ou > 500.000/mm3, taxa de filtracdo
glomerular < 40 mL/minuto/1,73m? pelo método MDRD; **

- Realizagao de intervengao coronaria percutanea (ICP) ha menos de
30 dias se utilizado stent convencional, ou 365 dias se utilizado stent
farmacoldgico;

- Cirurgia de revascularizagdo do miocardio nos ultimos 90 dias;

- Fibrilacao atrial;

- Sindrome Isquémica Miocardica Instavel com ou sem supradesnivel
do segmento ST nos ultimos 60 dias;

- Neoplasia maligna conhecida;

- Presenca de ulcera péptica em atividade nos ultimos 60 dias ou
hemorragia digestiva alta em qualquer época da vida;

- Recusa em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido

(TCLE).
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3.2.3 Avaliacao médica e cronologia

A primeira visita, agendada por contato telefénico, foi realizada no
momento da inclusdo do paciente. Nessa oportunidade foram realizadas:

i Anamnese;

i. Exame fisico;

iii. Preenchimento de questionario com caracteristicas demograficas,
histéria médica pregressa e medicagdes de uso prévio;

iv. Checagem da aderéncia do paciente ao uso prévio de AAS por,
pelo menos, sete dias, ja que este era um importante critério para inclusao do
paciente no estudo;

v. Coleta de amostras sanguineas para as analises previstas.

Posteriormente, todos os pacientes foram orientados e receberam as
mesmas medicacbes nas doses efetivas preconizadas, em cada fase do
estudo.

Cada individuo foi controle de si mesmo e seguiu o0 cronograma de 4

visitas, conforme fluxograma da figura 4.
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VISITA INICIAL (T0)

- Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
- Anamnese e exame fisico
Coleta de exames para:
- Testes de agregabilidade plaquetaria
- Outros testes (hemograma com contagem de plaquetas, coagulograma, dosagem de
TGO, TGP, creatinina, uréia, glicemia, hemoglobina glicada e perfil lipidico )

Orientagdo e prescrigdo do

dabigatrana 150mg BID
por 5 dias

v
VISITA 2 - DABIGATRANA (Td)

- Anamnese e avaliagédo de efeitos adversos
- Testes de agregabilidade plaquetaria e testes de coagulagao (3 horas apés ultima
dose do medicamento)

VISITA 3
Orientacgao e prescricdo da Enoxaparina 1mg/kg/dia BID por 5 dias
Confirmagao do uso adequado da aspirina no periodo

VISITA 4 ENOXAPARINA (Te)
- Anamnese e avaliagdo de efeitos adversos
- Testes de agregabilidade plaquetaria e testes de coagulagao (4 horas apés ultima
dose do medicamento)
- Anti-Xa

Figura 4 - Fluxograma de visitas e procedimentos do estudo.
Legenda: Os valores dos testes de cada fase foram denominados TO (basal), Td (apds
dabigatrana) e Te (apds enoxaparina). BID: 12/12horas;

A dabigatrana foi fornecida em comprimidos de 150mg, a serem
utilizados por via oral de 12/12 horas.

A enoxaparina foi utilizada na dose de 1mg/kg, por via subcutédnea a
cada 12 h., salvo em pacientes acima de 75 anos, quando a dose foi diminuida
para 0,75 mg/kg de 12/12 h. Todos os pacientes foram orientados quanto a
técnica de aplicacdo do medicamento e receberam a primeira dose pelo
investigador durante a visita 3.

Para avaliagao de aderéncia foi fornecido uma tabela de checagem aos
pacientes, além de orientado que os mesmos trouxessem as cartelas e
seringas para contagem final da medicag&do. Os pacientes receberam a dose
exata de Dabigatrana e Enoxaparina para uso durante 5 dias (10 doses de

cada medicagao), considerando-se a estabilidade da dabigatrana em torno de 3
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dias adicionados 2 dias por adequacdo temporal em relacdo aos finais de

Semana.

3.2.4 Descricao sucinta dos principais testes laboratoriais

a. Agregometria de sangue total por Impedancia elétrica pelo
método Multiplate® (Multiple Electrode Aggregometry - Roche
Diagnostics) - MEA: técnica que mede a agregometria do sangue total pela
avaliagao da impedancia elétrica entre dois eletrodos imersos no sangue total,
5 minutos apdés a adicdo de um agonista. O aumento da impedancia se
correlaciona com a quantidade de agregados plaquetarios que se depositam
nos eletrodos apés a adicdo do agonista. A medida que a reacdo ocorre, é
desenhado um grafico da impedancia elétrica conforme o tempo da reacao, de
modo que a agregometria € avaliada pela area sob a curva (AUC), onde quanto
maior a AUC, maior a agregabilidade para o reagente utilizado. A
agregabilidade plaquetaria foi iniciada utilizando acido araquidonico (ASPltest,
0,5 mM), ou peptideo ativador do receptor de trombina (MEA-TRAP-6,
TRAPtest, 32 yM) utilizando reagentes fornecidos pelo fabricante (Dynabyte,
Munique, Alemanha). O aumento da impedancia devido a fixagdo das
plaquetas nos eletrodos foi continuamente medido para cada unidade de
sensor durante um periodo de 6 minutos. Os dados foram transformados em
unidade arbitraria (UA) e tragados como duas curvas de agregabilidade
separadas em funcdo do tempo. A agregabilidade medida por MEA foi
quantificada como a area sob a curva de agregabilidade (AUC, [AU * min]).

Alternativamente, o software do analisador permite a expressao de valores de
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AUC em [U], onde 10 [AU * min] correspondem a 1 [U], unidade usada no
presente trabalho. Valores abaixo de 40U indicam inibicdo adequada da COX-1
pela aspirina no ASPltest.*

b. Agregometria 6ptica: realizado em plasma rico em plaquetas,
preparado por centrifugagdo de amostras de sangue a 250 x g por 10 min.
Estudos de agregacdo foram realizados por agregdmetro Chrono-log® 6ptico
(Chrono-log® Corporation, EUA), utilizando como agonistas 5uM de ADP e
epinefrina.

c. VerifyNowAspirin® (VFN) (Accumetrics, Inc., San Diego,
California, USA): utiliza o acido araquidénico como agonista para avaliagao da
agregabilidade plaquetaria por meio de deteccdo Optica. Aliquotas das
amostras de sangue total sdo colocadas em cartuchos contendo uma
preparacdo padrao liofilizada de fibrinogénio e &cido araquidénico. A medida
que a agregacao ocorre, o sistema converte a luminosidade transmitida em
Unidades de Reacdo a aspirina (URA). Quanto maior a agregagdo maior o
resultado em URA. Valores >550 URA indicam resisténcia ao AAS pelo VFN
Aspirin® > 550 URA.*®

d. ReoRox® (MediRox AB): tromboelastograma que avalia
propriedades viscoelasticas do sangue sob condi¢cdes de baixo cisalhamento.
Usa-se uma cubeta em que se acrescenta uma amostra de sangue total de
0,36 mL que oscila com um angulo de 4° 45'. Cada rotagao dura 10”. Um pino é
suspenso na amostra de sangue por um fio de torcdo e é monitorado para
movimento. O torque da cubeta é transmitida ao pino imerso apds a
agregabilidade plaquetaria ter ocorrido, ligando a cubeta ao pino. A forga da

ligacdo das plaquetas com a fibrina afeta a magnitude do movimento dos pinos.



Métodos 30

O resultado é, portanto, diretamente relacionado a for¢ga do coagulo formado.
Com a retragdo e lise do coagulo, os lagos entre fibrina e plaquetas sao
quebrados e a transferéncia de movimento diminui. O movimento de rotacado do
pino é convertida de sinais eletromecanicos para um sinal elétrico que é exibido
como um tragado. O grafico formado fornece as seguintes informacoes:

o tempo de coagulagao (TC), isto €, o periodo desde o inicio da analise
até o inicio reconhecivel da formagéo de coagulos;

e tempo de formacao do coagulo (TFC), isto €, o intervalo de tempo desde
o inicio da formacgao do coagulo até se atingir uma amplitude de 40 mm,;

e angulo alfa (SLOPE), isto €, o angulo entre a linha central e uma
tangente a curva através do ponto de amplitude de 20 mm;

e maxima firmeza do coagulo (MCF), que corresponde a amplitude
maxima da curva registrada.

e. Tromboxano B2 sérico: 4 ml do sangue total no tubo com citrato
de sodio a 3.2% foi centrifugado e incubado a 37°C por 2 horas e depois
congelado a 80°C negativos. Posteriormente as amostras foram analisadas
através do método ELISA®. O TXB2 é o principal metabdlito inativo do TXA2 no
plasma, assim como o 11-dehydro TXB2 & o principal metabdlito urinario.
Avalia, portanto, uma via final comum da agregabilidade plaquetaria e detecta
indiretamente a inibicdo da COX-1 pela aspirina. A dosagem do TXB2 sérico e
a do 11-dehydro TXB2 urinario podem ser feitos pelo método ELISA®.

f. Proteina C reativa ultrassensivel: quantificada por meio de
anticorpos monoclonais, pelo método de imunonefelometria de detecgéo

ultrassensivel em equipamento automatizado BN |l Systems, utilizando o kit
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CARDIO PHASE hs CRP (Siemens Healthcare Diagnostics Products, Marburg,
Alemanha).

g. Interleucina-6: amostras de sangue total em tubo com CS a 3,2%
foram centrifugadas a 300rpm, sendo coletadas aliquotas de soro e depois
congeladas a 80°C negativos. Posteriormente, a IL-6 foi determinada no soro
dos pacientes com a utilizagdo do método de quimiluminescéncia (ensaio
imunométrico sequencial de fase sélida, de enzimas quimico-luminosas),
utilizando o aparelho IMMULITE 1000 (Siemens Healthcare, Llamberis,

Gwynedd, Inglaterra). A sensibilidade do teste é de 2 pg/mL.

3.3 Analises estatisticas

3.3.1 Calculo amostral

Considerando uma diferenga entre as drogas de 34% no valor de

agrega plaquetaria e uma dispersao de 20%, erro a=0,05 e poder de 80%, o

tamanho da amostra € de 28 pacientes, acrescentado-se 10% para eventuais

perdas.*

3.3.2 Analise Estatistica

Variaveis quantitativas foram avaliadas em relacdo a sua distribuicdo
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As variaveis com distribuicdo normal s&o

representadas por média e desvio padrdo e comparadas pelo teste T de
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Student Pareado. Dados ndo paramétricos sao representados por mediana e
percentis (25-75) e comparados pelo Teste de Wilcoxon.

Para as variaveis qualitativas (categéricas) foi desenvolvido estudo
descritivo estimando as propor¢des de cada categoria. A correlagao entre tais
variaveis foi realizado por meio do coeficiente de correlagdo de Spearman. A
andlise de interagdo entre subgrupos pré-especificados foi realizada por
regressao logistica.

Os valores de p< 0,05 (bicaudal) foram considerados estatisticamente
significantes. O programa utilizado nas analises estatisticas foi o SPSS 24.0

(Microsoft, Chicago, EUA).

3.4 Financiamento

Este estudo foi financiado pela Fundagcdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de S&o Paulo (FAPESP), processo numero 2012/11750-8. Nao houve
qualquer participagao da fonte patrocinadora no desenho, execugao ou analise

estatistica dos resultados obtidos.

3.5 Questoes Eticas

Este protocolo estda de acordo com as recomendagdes contidas na
declaragéo de Helsinki e foi aprovado, juntamente com o TCLE, pela Comisséo
Cientifica do Instituto do Coracdo (InCor-HCFMUSP) e pela Comissao de Etica
em Pesquisa do Hospital das Clinicas/Faculdade de Medicina da USP, antes

do inicio do estudo.



4. Resultados
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4.1 Selecao dos pacientes

No periodo de agosto de 2013 a abril de 2015 foram analisados
randomicamente 86 prontuarios eletrénicos de pacientes selecionados a partir
dos bancos de dados da Unidade de Coronariopatia Aguda do
InCor/HCFMUSP, conforme critérios de incluséo e exclusdo. Desses, 55 foram
excluidos por ndo contemplarem os critérios de inclusdo, 6 se negaram a
participar do estudo e 18 apresentavam dados incompletos no prontuario que
nao permitiam contato com os mesmos. Foram entdo incluidos no total 31
pacientes, tendo havido duas exclusdes apds a visita inicial (basal) devido a
plaquetopenia e doenca renal crénica com TFG < 40 mL/min/1,73m?. Tais
critérios de inclusdo nao faziam parte da historia médica conhecida dos

pacientes durante a visita 1 (Figura 5).

Pacientes elegiveis no banco de dados da
unidade de coronariopatia aguda (n=86 )

Exclusdes (n=55)

Critérios de exclusdo [n= 31)
__________ - MNegaram-se a participar (n= &)
Dados insuficientes [n=18)

v

Selecdo (n=31)

Visita 1
(n=31)
Exclusdes [m= 2}
Critérios de exclusio apos resultados
—————————— - laboratoriais
r
Visita 2

Dabigatran (n=29)

!

Visitas 3 e 4

Enoxaparina (n=29)

Figura 5 - Fluxograma de selec¢do dos pacientes.
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4.2 Caracteristicas basais da populacao

As caracteristicas basais da populagao incluida na presente analise
estdo sumarizadas na tabela 3. A idade média dos pacientes foi de 63 anos
(sendo 69% do sexo masculino), e apresentavam IMC médio de 29 kg/m?. Em
relacdo aos antecedentes médicos, hipertensdao estava presente em 79,3%,
dislipidemia em 86,2%, e diabetes em 48%. Setenta e cinco por cento dos
pacientes relatava historia pregressa de angioplastia e 27% de cirurgia de
revascularizacdo. As medica¢des de uso prévio também estdo descritas na

tabela 3.

Tabela 3 - Caracteristicas basais dos pacientes na visita 1

Variavel Pacientes (n=29)
Caracteristicas gerais
Género masculino (%) 20 (69,0%)
Idade* (anos) 6318
IMC* (kg/m?) 29+4
PAS* (mmHg) 130,025
PAD' (mmHg) 80 (70-90)
FC* (bpm) 6518
Histéria Médica
DRC (%) 4 (13,8%)
DM (%) 14 (48,3%)
HAS (%) 23 (79,3%)
DLP (%) 25 (86,2%)
Tabagismo (%) 11 (37,9%)
ICP prévia (%) 22 (75,9%)
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Tabela 3 - Caracteristicas basais dos pacientes na visita 1 (Continuacao)

CRM prévia (%)
IAMCEST (%)
IAMSSST (%)
Al (%)

Tabela 3 (continuacao)

8 (27,6%)
13 (44,8%)
16 (55,2%)
7 (24,1%)

Resultados de exames laboratoriais

HbA1c' (%)
Hemoglobina® (g/dL)
Leucécitos*/mm®
Plaguetas/mm?®
Creatinina* (mg/dL)
Uréia’ (mg/dL)

ALT' (mg/dL)

AST' (mg/dL)
Glicose' (mg/dL)
Colesterol' (mg/dL)
HDL* (mg/dL)

LDL' (mg/dL)
Triglicérides' (mg/dL)

6,2 (5,9-7,5)
14,6 (14,4-15,8)
7128 + 1750
220000 + 58000
1,06 + 0,23
34 (29-38)
35 (28-44)
24 (20-28)
114 (108-137)
147 (124-178)
39,79 + 10,95
75 (59-110)
111 (103-205)

Medicamentos

Estatina (%)
Betabloqueador (%)
IECA (%)
Metformina (%)

Insulina (%)

29 (100%)
26 (89,7%)
19 (65,5%)
12 (41,4%)
6 (20,7%)

Legendas: IMC- indice de massa corpérea, PAS- pressao arterial sistélica, PAD- pressao arterial

diastolica, FC- frequéncia cardiaca, DM- Diabetes Mellitus, HAS- hipertenséo arterial sistémica,

DRC- doenga renal crénica (TFG <60 mI/min’1,73m2), DLP- dislipidemia, ICP- intervengao coronaria

percutanea, CRM- cirurgia de revascularizagdo miocardica, IAMCEST - infarto agudo do miocardio

com elevacdo do segmento ST; IAMSST- infarto agudo do miocardio sem elevagdo do segmento

ST, Al- angina instavel, HbA1c- hemoglobina glicada, ALT — alanina aminotransferase, AST —

aspartato aminotransferase; LDL- lipoproteina de baixa densidade (low density lipoprotein); HDL-

lipoproteina de alta densidade (high density lipoprotein); IECA- Inibidor da enzima conversora de

angiotensina.

* média e desvio padrdo; " mediana e percentis 25/75
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Quanto aos exames laboratoriais, os resultados das analises
hematimétricas estavam dentro da normalidade. A média da hemoglobina foi
de 14,6g/dL e de plaquetas 220.000/mm?. Os parametros de funcgdo renal
utilizados (uréia e creatinina) mostraram valores de 34(29-38)mg/dL (mediana)
e de 1,06 + 0,23mg/dL (média), respectivamente. O perfil lipidico mostrou
valores proximos as metas de controle, visto que 100% da populacéo referia
uso de estatinas.”’

A mediana de hemoglobina glicada foi de 6,2%, sendo que 20% dos

pacientes eram insulinodependentes.

4.3 Comparacao da agregabilidade plaquetaria entre os grupos

dabigatrana e enoxaparina

a) Objetivo principal do estudo- Agregabilidade plaquetaria pelo MEA-
ASPI

a.1) Como se nota na figura 6, em comparagdo com o basal a

dabigatrana aumentou a agregabilidade em 5U+24,1 e a enoxaparina diminuiu

a agregabilidade plaquetaria em 6U £ 22,2 (p=0,012, IC 95% 2,4 a 18,1).

b) Objetivos secundarios do estudo
b.1) Respostas individuais- Agregabilidade plaquetaria pelo MEA-ASPI:
b.1.1) A dabigatrana: apesar do aumento numérico na média da
agregabilidade plaquetaria com o uso da dabigatrana, a diferenca em relagéo

ao basal nio foi significativa (Figura 7).



Resultados 38

b.1.2) A enoxaparina: ao contrario do observado com o uso da
dabigratana, notou-se diminuicdo numérica (porém também nao significativa)

na média da agregabilidade plaquetaria com o uso da enoxaparina (Figura 7) .

MEA- ASPI TROMBOXANE B,
(V) (pg/ml)
15
10 p= 0,01 2 p= 0,01 1&
1 [

5

® Dabigatrana
m Enoxaparina

-10

Diferenga da agregabilidade comparado ao basal
(=]

Figura 6 - Diferenca da agregabilidade plaquetaria em relagdo aos valores

basais de acordo com o uso da dabigatrana ou da enoxaparina. ‘teste T-Student

pareado; 4teste de Wilcoxon
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80 p=0,16
(1C95% -2,5 a 14,4)
70 { p= 0,34 p=0,012 ‘
(IC95% -13,5 a 4,9) (1C95% 2,4 a 18,1)
]
€0 ! |
43,9
50
40 33,6
30
20
10
0
Basal Dabigatrana Enoxaparina

Figura 7 - Resultados da agregabilidade plaquetaria pelo Multiplate® Aspirin

(U): valores médios basal e apds o0 uso da dabigatrana e da enoxaparina.

b.2) Agregabilidade plaquetaria pelos demais testes- TXB2

b.2.1) Como se nota na figura 6, em comparagdo com o basal a
dabigatrana aumentou a mediana da agregabilidade plaquetaria pelo TXB2 em
2 pg/mL, e a enoxaparina diminuiu a mesma em 13 pg/mL (p=0,026).

Nao havia diferenga significativa entre o grupo dabigatrana quando
comparado individualmente com o valor basal pelo TXB2; porém ao final do
seguimento, o grupo dabigatran apresentou agregabilidade plaquetaria média
significativamente maior do que o grupo enoxaparina (p=0,026. Ainda,
isoladamente a enoxaparina diminuiu significativamente a agregabilidade

plaquetaria pelo TXB2 quando comparada aos valores basais.
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p=0,026

150 0=0,602 p=0,011

130

110
90
70
50

30 33 35
1 20

10

-10 Basal Dabigatrana Enoxaparina

Figura 8 - Resultados da agregabilidade plaquetaria pelo Tromboxano B2
(pg/ml): valores de mediana basal e apdés o uso da dabigatrana e da

enoxaparina.

b.3) Agregabilidade plaquetaria por outros testes

Como se nota na Tabela 4, ndo foram detectadas diferencas
significativas entre os grupos dabigatrana e enoxaparina, apesar de diminuigéo
estatisticamente significativa nos valores da agregabilidade plaquetaria quando
analisada a resposta a enoxaparina isoladamente pelo método de agregometria

optica utilizando ADP como agonista.
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Tabela 4 - Testes plaquetarios: comparacao entre Dabigatrana e

Enoxaparina

Teste Basal Dabigatrana Enoxaparina T0-Td TO-'I:e Td-Te
MEA-ASPI* 39,6 £ 21 43,9+ 24 33,6 +£22 0,345 0,160 0,012
TXB2 33(16,5- 95) | 35(19,5-90) 20 (10 -52) 0,602 0,026 0,011
VFN* 543+ 73 544 + 75 530 £ 60 0,375 0,290 0,231
MEA-TRAP* 102 £ 26 102 £ 22 105 + 39 0,746 0,766 0,728
AO ADP' 81 (76 - 86) 82 (76 - 86) 79 (74 - 85) 0,804 0,033 0,103
o enalina® 48 £ 27 4725 a9x20 | 0888 0778 | 0641

Legendas: VFN: VerifyNow”, MEA: Multiplate® (Multiple Electrode Aggregometry); AO:

agregometria oOtica; TXB2: tromboxano B2; Td: dabigatrana; Te: enoxaparina, TO: basal

"média e DP mediana e (p25-p75)

b.3) Avaliagcao da coagulagao e cinética do coagulo

Como se nota na Tabela 5, a avaliagdo do coagulograma mostra que

houve aumento significativo no valor de mediana do RNI (razdo de normatizagao

internacional) no grupo dabigatrana em relagao ao grupo enoxaparina [1,3 (1,2 -

1,5) versus 1(1,0 - 1,1), p<0,001].

Foi observado, ainda, aumento na média da relacdo do tempo de

tromboplastina ativado (RTPA), tanto no grupo dabigatrana (1,95 + 0,5) quanto

no grupo enoxaparina (1,35 + 0,18), quando comparados ao grupo basal (1,01 +

0,11, p<0,001), com auséncia de diferengas significativas entre os grupos

dabigatrana e enoxaparina (Figura 9). O valor dosado de anti-Xa apds o uso da
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enoxaparina estava dentro da faixa terapéutica estimada pelo laboratério local

(1 0,39).

Tabela 5 - Resultados do coagulograma pelo RNI e RTPA: valores basal e

apods o uso da dabigatrana e da enoxaparina.

p

Teste Basal Dabigatrana Enoxaparina T0-Td T0-Te Td-Te
RNI' 1 1,3(1,2-1,5) 1(1,0-1,1) p<0,001 0,071 p<0,001
RTPA* 1,01 £ 0,11 1,95+0,5 1,35+0,18 p<0,001 | p<0,001 | p<0,001

Td: dabigatrana; Te: enoxaparina, TO: basal; média e DP'" mediana e (p25-p75)

Além disso, quando avaliados quanto a cinética do coagulo, os

pacientes do grupo dabigatrana apresentaram aumento no tempo de coagulagéo

e no tempo de formagdo de coagulo; ja o grupo enoxaparina apresentou

aumento significativo na maxima firmeza do coagulo, porém dentro dos valores

de referéncia para normalidade (Tabela 6).

Tabela 6 - Avaliacao da cinética do coagulo

Basal . . p
1 Dabigatrana  Enoxaparina
ROTEM (mg‘g,';" * | (médiatDP) (média+Dp) | 1014 TO-Te  rq4re
TC 31+8 95 + 35 30,78 | <0,001 0741  <0,001
TFC
87 + 22 175 + 51 80 + 21 <0,001 0,159  <0,001
SLOPE | 429+ 78 133 + 62 131 £ 61 025 093 0,880
MFC | 1707+491 | 1796+386  1999+527 | 0,377 0020 0,027

Legendas: TC: tempo de coagulacao (valor normal (VN): 24 a 54seg); TFC: tempo de formacgao
do coagulo (VN: 61 a 139 seg); MFC: maxima firmeza do coagulo (VN: 1039 a 2825 Pa); Td:

dabigatrana; Te: enoxaparina, TO: basal
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b.4) Correlagdo entre o objetivo primario do estudo e marcadores

inflamatorios

Os marcadores inflamatérios dosados foram a PCR ultrassensivel e a
IL-6. Quando se comparou os valores apds o0 uso de dabigatrana e de
enoxaparina houve diferenga estatisticamente significativa apenas apos

enoxaparina em relagao aos valores basais para IL-6 (Tabela 6).

Tabela 7 - Comparacao dos marcadores inflamatérios (PCR e IL-6)

Testes Basal Dabigatrana Enoxaparina P
TO-Td  TO-Te Td-Te
IL-6 1,93 (0 - 6,8) 1,82 (0 - 4,6) 0,73 (0 - 15) 0,084 0,009 0,078
PCR us 0,99 (0-3) 1,11 (0,4 - 3,2) 1,35 (0,1- 18,6) 0,387 0,466 0,439

Legendas: interleucina 6; PCR us: proteina C reativa ultrassensivel. Medianas (p25-75); Td:

dabigatrana; Te: enoxaparina, TO: basal

Ademais, quando se analisou a variagdo dos marcadores inflamatérios
e dos testes de agregabilidade apdés as medicagdes, ndo foi encontrada
correlacdo entre IL6 e/ou PCRus relacionada a intervencdo do estudo em
relacdo ao objetivo principal (agregabilidade plaquetaria via MEA-ASPI) (Tabela

7).
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Tabela 8 - Correlacao entre a variacao dos marcadores inflamatérios e do

MEA-ASPI apés dabigatran e apds enoxaparina.

MEA-ASPI
Basal Dabigatran Enoxaparina

PCR us TO Is -0,160 -0,121 0,028
p 0,339 0,534 0,883

IL-6 TO Is -0,94 -0,250 0,036
p 0,629 0,190 0,855

PCR us Td Is -0,054 0,044 0,134
p 0,104 0,821 0,487

IL-6 Td Is -0,266 -0,177 0,121
p 0,163 0,359 0,530

PCR us Te Is -0,200 -0,247 0,064
p 0,421 0,197 0,740

IL-6 Te Is -0,007 -0,326 0,129
p 0,970 0,085 0,505

Legendas: PCR us: proteina C reativa ultrassensivel; IL-6: interleucina-6; p: valor de p;

rs: coeficiente de Spearman. Td: dabigatrana; Te: enoxaparina, TO: basal

b.5) Analise de subgrupos e maus respondedores a aspirina

Foram analisados trés subgrupos pré-especificados (diabéticos e nao
diabéticos, idade = 65 ou < 65 anos e sexo feminino ou masculino) em relagao
ao objetivo primario, considerando valores MEA-ASP > 40U ( maus
responderores a aspirina) nos grupos dabigatrana e enoxaparina. Os trés
grupos apresentaram proporg¢des equivalentes de maus respondedores (basal
41,4%, versus 51,7% dabigatrana, p=0,72; basal 41,4% versus 27,6%
enoxaparina, p=0,56; e dabigatrana 51,7% versus 27,6% enoxaparina, p=0,17.)

Como se nota na figura 10, apesar de numericamente haver um maior risco
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com o uso do dabigatran nos pacientes do sexo feminino, idosos e diabéticos,
nenhum dos valores de p-interagcdo atingiram valor estatisticamente

significativo.

T;::[ Td Te  OR(35%IC)  pinteragio
- 10 057 050 133(026-687) o211
= 15 033 050 0.67(013-342) -
» 17 080 080 0.75(012:4,84) 0879
. 07 040 020 2.00(031-128) '
Diabetes
Mao
; - 12 053 040 133 (026-675)
Sim = 13 047 060 0.78(0,15-394) 0,302

00625 2,125 2,25 25 1 2 ¢ ]

Favorece Dabigatran Favorece Enoxaparina

Figura 9 - Analise de subgrupos em relagéo a valores de MEA-ASPI > 40U.
Legenda: Td: dabigatrana; Te: enoxaparina



5. Discussao
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No presente estudo, diferengas significativas foram observadas quanto
a resposta da dabigatrana e da enoxaparina em relacdo a agregabilidade
plaquetaria, com melhor perfil sendo demonstrado para a enoxaparina, tanto
pelo método MEA-ASPI (meta principal do estudo), quanto pelo método do
TXB2.

Quando analisados de forma individual, nossos achados né&o
mostraram diferengas significativas na agregabilidade plaquetaria induzida pela
dabigatrana em relagdo aos valores basais. Esses dados vém ao encontro de
publicagcdes mais recentes que, ao contrario das evidéncias anteriormente

comentadas'474

, sugerem seguranga do uso da dabigatrana em pacientes
portadores de SIM|.%%%

Isso ocorre pois o uso concomitante de antiagregantes plaquetarios
com a dabigatrana parece neutralizar seu possivel efeito protrombético. Estudo
recente mostrou que, quando associado ao clopidogrel, o efeito antiplaquetario
do AAS, monitorado pela agregabilidade plaquetaria induzida pelo &acido
araquidénico, nao foi afetado pelo uso da dabigatrana ou da rivaroxabana.®
Esse achado é compativel com outros estudos que avaliaram o efeito sobre a
reatividade plaquetaria e a cinética do coagulo resultante do uso conjunto da
dabigatrana com DAPT. Neles, ndo foram observadas diferengas significativas
na atividade plaquetaria, tampouco na estrutura do coagulo, apos o uso da
dabigatrana.®’ 2

No cenario clinico, recentemente o estudo RE-DUAL PCI avaliou a

terapia antitromboética dupla com dabigatrana e um inibidor P2Y12 versus
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terapia tripla com varfarina mais DAPT em pacientes com fibrilacdo atrial ndo
valvular que foram submetidos a ICP. O desfecho composto secundario de
eficacia para eventos tromboembdlicos ndo mostrou diferenga entre os grupos
de terapia, sugerindo que o tratamento antiplaquetario sinérgico pode superar o
possivel efeito ativador de plaquetas da dabigatrana.63

Adicionalmente, NOSsos achados demonstraram reducao
estatisticamente significativa nos niveis de TXB2 apds exposicdo a
enoxaparina, tanto em relagdo aos valores basais quanto aqueles ap6s o uso
da dabigatrana. Essa possivel agcao protetora da enoxaparina, poderia ser
explicada pelo seu bloqueio de outros fatores de coagulagdo, além da
trombina, contribuindo para o efeito antitrombético mais adequado. No entanto,
pouco se sabe ainda sobre o possivel efeito antiagregante plaquetario da
enoxaparina.*0:646°

Estudos realizados em diferentes cenarios, incluindo pacientes
submetidos a intervencado coronariana percutanea, mostraram atenuacao da
reatividade plaquetaria pela HBPM, quando comparada a HNF.?®®" Aggarwal e
cols. avaliaram a atividade plaquetaria em pacientes coronariopatas, por meio
da ativacao da Gp lIb/llla, utilizando citometria de fluxo. Os autores observaram
diminuicdo dos parametros avaliados em sangue tratado com HBPM quando
comparado a HNF, sugerindo via adicional de inibicdo a agregabilidade
plaquetaria pela enoxaparina.®’

Do ponto de vista clinico, uma metanalise que incluiu, entre outros,
estudos que compararam a enoxaparina contra a dabigatrana, ndo mostrou
vantagem, do ponto de vista de incidéncia de eventos isquémicos, com 0 uso

da enoxaparina. A grande heterogeinedade nas doses do IDT usadas para
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comparagao (50 a 220mg/dia), no entanto, pode ter influenciado a neutralidade
dessa analise.*

No presente estudo, quando a funcao plaquetaria induzida por trombina
foi testada para dabigatrana e enoxaparina por meio do MEA-TRAP, nao se
observou diferenga em relacdo aos valores basais. Recentemente, Olivier e
cols. demonstraram aumento da agregabilidade plaquetaria induzida pela
TRAP-6 apenas como efeito dose-dependente, mais consistente apds a
exposi¢cao em longo prazo a dabigatrana. Isto pode ser explicado por uma
alteracdo conformacional dos receptores de trombina na superficie das
plaquetas causada por modificagdes na expressao do gene dos megacariocitos
pela inibicdo cronica da trombina.®® O fato dos nossos pacientes terem sido
expostos ao medicamento por curto tempo poderia explicar a auséncia de tais
achados no presente material.

Os resultados encontrados em nosso estudo, no que se refere a
resposta de diferentes variaveis do coagulograma ao uso da dabigatrana, s&o
consistentes com a literatura: a dabigatrana prolonga o tempo de
tromboplastina parcial ativado, o tempo de trombina, que avalia diretamente a
atividade da trombina no plasma, e o tempo de coagulacédo do ecarin (ECT),
que é um ensaio especifico para geragao de trombina.®

Em concentragbes plasmaticas clinicamente relevantes, a dabigatrana
tem também efeito sobre o tempo de protrombina e o RNI, relacionada a fase
de propagacéao da anticoagulac;éo.69 No presente estudo observou-se aumento
no RNI em pacientes que usaram dabigatrana, ndo evidenciado apds o uso da
enoxaparina.’®

Ambos os farmacos aqui estudados aumentaram o TTPa. O ponto de
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vista amplamente aceito de que a HBPM nao prolonga o TTPa nem sempre é
correto e, quando ocorre, depende da sensibilidade do reagente e da
concentracdo plasmatica do farmaco. A enoxaparina ndo prolonga o TP.°

Em relagdo a cinética do coagulo, estudos recentes demonstraram que
a dabigatrana aumenta o TC e o TFC em testes in vitro, o que é compativel
com seu efeito inibitério sobre a trombina. A MFC e o angulo (SLOPE) nestes
estudos também foi menor do que nos controles. Esse achado sugere que a
inibicdo da trombina pelo IDT também influenciaria a fungdo plaquetaria.”'~"

A avaliagao da contribuicdo das plaquetas para a formagao do coagulo
geralmente ¢é feita por meio da amplitude do coagulo (MFC no ReoRox®). De
forma indireta, essa variavel demonstra a for¢ca do trombo, a qual depende da
interacdo da rede de fibrina e de plaquetas.74 No presente estudo, o paradoxal
aumento da MFC no grupo enoxaparina em relagdo ao basal e ao uso do
dabigatrana, ainda que estatisticamente significativo, ocorreu dentro de valores
considerados clinicamente normais.

A avaliagao in vitro de diferentes doses de enoxaparina demonstrou,
em estudo de Thomas e cols., aumento no TC e no TFC. Tais achados n&o
foram replicados em nosso estudo, apesar do anti-Xa apdés o uso da
enoxaparina estar comprovadamente dentro da faixa terapéutica.”

Quanto a dabigatrana, nosso resultado foi consistente com estudo de
Tsantes e cols. que avaliaram a viscoelasticidade em 19 individuos com FA em
uso do anticoagulante e ndo observaram alteragbes nos parametros
plaquetarios.”®

Em relagdo aos fatores inflamatérios, a trombina tem sido implicada

diretamente na inflamacgéao relacionada a lesdo endotelial: a ativagdo do PAR-1
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mediada por ela induz a secre¢ao de citocinas pro-inflamatdrias, entre elas IL-
1, IL-6, IL-8."""®

Dados de literatura sugerem que a inibigdo da trombina com
dabigatrana leva a efeitos anti-inflamatdrios e antifibréticos na fibrose pulmonar
induzida por medicamentos. Tais achados, entretanto, foram demonstrados
com O uso prolongado de IDTs’®, o que talvez explique a auséncia de
correlagdo entre marcadores inflamatérios e agregabilidade plaquetaria
observada no presente estudo, em que o uso da dabigatrana se deu por curto
periodo de tempo.

Por fim, considerando que pelo menos metade das mortes nos
principais ensaios de anticoagulagao por FA foram mortes de causa cardiaca,
relacionadas & doenca aterosclerdtica coronariana®; e que em torno de 40%
dos pacientes nos grandes estudos de FA' eram coronariopatas sendo que
até 51,1% deles estavam em uso de aspirina,*”® a importancia do presente
estudo se da, por conseguinte, pelo melhor entendimento da relagéo entre os
anticoagulantes e antiagregantes plaquetarios, especialmente a aspirina,
associacdo cada vez mais comum em pacientes coronariopatas crénicos e
portadores de FA. Por outro lado, nossos dados reforcam a propriedade de
utilizagcado da heparina em pacientes com coronariopatia aguda e/ou submetidos

a ICP, mesmo quando em uso de dabigatrana.

5.1 Limitacoes do estudo

Os resultados do presente estudo devem ser interpretados

considerando o tamanho amostral e as caracteristicas especificas da
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populagdo composta por coronariopatas crénicos em uso de AAS.

Ademais, trata-se de um estudo mecanistico que avaliou desfecho
substituto, de modo que nao é possivel fazer conclusdes definitivas a respeito
do impacto clinico dos achados aqui demonstrados.

Os nossos resultados com VFN e testes de viscoelasticidade devem
ser vistos com cautela. Ensaios posteriores ao desenho e implementacdo do
presente estudo, sugerem que a avaliagdo da agregabilidade plaquetaria
relacionada a COX-1 ndo deva ser realizada em tubos com citrato, por
conterem quelantes do calcio, importantes para geragdo de trombina.?"%

Em relacdo ao método de avaliagéo da cinética do coagulo, o uso dos
reagentes especificos e avaliagdo da elasticidade talvez pudessem fornecer
dados mais fidedignos em relagcdo a contribuicdo da plaqueta para a
estabilidade do coagulo.®

Por fim, nosso estudo ndo comparou a agregabilidade plaquetaria com
o nivel plasmatico de trombina por meio de testes especificos (teste de geragéo
de trombina e potencial de trombina enddgeno), o que seria interessante para
elucidar a biodisponibilidade da trombina como fator determinante para os
achados.®

As técnicas supracitadas foram apenas recentemente descritas e/ou
requeriam equipamento e treinamento especificos, ndo disponiveis no nosso

servico durante a realizagao desse estudo.
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Objetivo primario: a avaliagdo da agregabiidade plaquetaria pelo MEA-
ASPI demonstrou resposta significativamente favoravel a enoxaparina,
em relagao a dabigatrana.

Objetivos secundarios:

Analises dos medicamentos individualmente demonstram que, em
relagéo aos valores basais, a enoxaparina diminuiu significativamente a
agregabilidade plaquetaria pelos métodos TXB2 e Agregometria optica
com ADP. Por outro lado, ndo foram obervadas diferencas
significativas em relagdo a agregabilidade plaquetaria quando do uso
da dabigatrana versus valores basais.

Houve resposta similar a obtida no objetivo primario (superioridade da
enoxaparina em relagdo a dabigatrana) pelo teste do TXB2, mas
auséncia de diferengas significativas entre os grupos foi observada
pelos outros testes de agregabilidade plaquetaria utilizados.

Tanto a dabigatrana quanto a enoxaparina aumentararam de forma
significativa o RNl e o RTPA em relagdo aos seus respectivos valores
basais, e esse aumento foi significativamente mais pronunciado no
grupo dabigatrana, quando comparado ao grupo enoxaparina.
Adicionalmente, o grupo dabigatrana aumentou de forma significativa
os valores de TC e de TFC obtidos pelo tromboelastograma, em
relagdo a enoxaparina.

Houve diminuigdo significativa nos valores de IL-6 quando do uso da
enoxaparina, mas ndo com o uso do dabigratan. Ndo houve alteragdes

significativas nos valores de PCRus com nenhum dos dois compostos.
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A analise das incidéncias de maus respondedores a aspirina nos
grupos dabigatrana e enoxaparina ndo mostrou diferengas
significativas no global da populacédo analisada e tampouco foram
demonstradas interagdes significativas entre os resultados obtidos e os
subgrupos pré-especificados de pacientes do sexo masculino ou

feminino, idosos ou ndo, com ou sem diabetes.



7. Anexos




Anexos 57

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

. N OME: Lottt e e et e e et e e e e bae oateeeabeeeteeeaaeeeaaeeeateeaabeeeeeraeeataeearaeaaen
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....ocooviiiiieeieee e SEXO: MoFao

DATA NASCIMENTO.: ........ [T [

ENDEREGO ....oooiiiitie ettt ettt s N e APTO: ..o
BAIRRO: ...t CIDADE ..ot
CEP:..ooeeee e, TELEFONE: DDD (............ IS

2 RESPONSAVEL  LEGAL oottt s s
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) ......c..ccciiiiiiiiiiiiiiie et

DATA NASCIMENTO.: ...... [

ENDEREGCO: ... N s APTO: i
BAIRRO: ... CIDADE: ..o
CEP: .o TELEFONE: DDD(............ ) e

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: EFEITO DOS ANTICOAGULANTES
SOBRE A ATIVACAO PLAQUETARIA: ACAO DA HEPARINA DE BAIXO PESO
MOLECULAR (ENOXAPARINA) E DO INIBIDOR DIRETO DA TROMBINA
(DABIGATRANA).
A) DADOS DO PESQUISADOR EXECUTANTE:

PESQUISADOR : Flavia Bittar Britto Arantes

CARGO/FUNCAO: Médica

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 147165- CRM-SP

UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade Clinica de Coronariopatia Aguda - Instituto
do Coragao- FM-USP

B) DADOS DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

PESQUISADOR: Dr José Carlos Nicolau

CARGO/FUNCAO: Diretor UCCA

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 21038/SP

UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade Clinica de Coronariopatia Aguda - Instituto do

Coragao- FM-USP
2. AVALIACAO DO RISCO DAPESQUISA:
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO o
RISCOBAIXO m RISCO MAIOR o

DURAGAO DA PESQUISA : 24 meses
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE

SAO PAULO-HCFMUSP
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1 — Informagées sobre a finalidade do estudo: Pacientes como o(a) senhor(a), que
tem histéria de infarto ou angina (dor no peito), tem indicagdo de utilizar medicamentos
que atuam na coagulagdo do sangue, como por exemplo a aspirina. Mesmo com o
tratamento com este medicamento ainda existe um risco aumentado de desenvolver
novos episddios de angina ou infarto, além de arritmia cardiaca como a fibrilagao atrial, e
nestes casos esta indicado o tratamento associado com o uso de anticoagulantes. Essas
informagdes estao sendo fornecidas para sua participagdo voluntaria neste estudo, que
ird avaliar o efeito sobre a coagulagédo de duas medica¢des usadas como anticoagulantes

nestas situagdes, em pacientes como osenhor(a).

2 - O que acontecera se eu participar deste estudo e como sdo os procedimentos?
Caso aceite participar do estudo, pediremos que leia e assine esse termo de
consentimento livre e esclarecido. Depois de assinar esse termo, o(a) Sr(a) sera
submetido aos seguintes procedimentos:

e Na primeira etapa do estudo sera coletado sangue para realizagéo de
exames laboratoriais.

e Na segunda etapa do estudo os pacientes serao divididos em dois grupos :
um grupo recebera primeiro o medicamento Dabigatran (comprimidos - via
oral) 1 comprimido de 12 em 12 horas por 5 dias e o outro grupo recebera o
medicamento Clexane ( solugao injetavel — via subcutanea) de 12 em 12
horas por 5 dias. Ao completar os cinco dias de tratamento serdo repetidos

0S mesmos exames laboratoriais.

e Apods 30 dias sera iniciada a terceira e ultima etapa do estudo em que os
pacientes que receberam inicialmente o medicamento Dabigatran, irdo
receber Clexane , e os pacientes do grupo que recebeu inicialmente o
medicamento Clexane receberdo Dabigatran, também por 5 dias, e ao final
do estudo sera realizada nova coleta de exames laboratoriais.

3- Como serido realizados os procedimentos? Os Exames a serem realizados sao
coleta de sangue por pungdo da veia do antebrago; realizagdo de hemograma com
contagem de plaquetas, creatinina, uréia, glicemia, colesterol e testes de coagulagao.
Caso os exames laboratoriais mostrem algumas alteragcbes como anemia (Hemoglobina

<10g/dL ou Hematécrito < 30%, Hematdcrito >50%) , alteragbes nas plaquetas (
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Plaquetas< 100.000/mm3 ou > 500.000/mm3) e insuficiéncia renal (clearance de
creatinina < 40 ml/minuto) o participante ndo continuara no estudo e sera orientado e

encaminhado para avaliagao clinica ambulatorial.

4 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2
e 3: Os riscos dessa pesquisa sdo considerados BAIXOS. Nas coletas de sangue, vocé
podera sentir um rapido desconforto durante as picadas, e pode haver um hematoma no
local, que é uma “mancha roxa” temporaria, que costuma mudar de cor na evolugéo e
desaparecer em cerca de 2 a 3 semanas. Muito raramente, pode ocorrer inflamagao da
veia puncionada, quando ocorre inchago, vermelhiddo e dor na regido da picada, que
melhoram com calor local e analgésicos. A coleta dos exames sera realizada em jejum.
O uso de anticoagulantes aumenta o risco de sangramento como formacdo de

hematomas e sangramento digestivo

5 - Quais os beneficios da participacdo nesse estudo? Nio ha beneficio direto para
o participante durante a realizagdo do estudo, entretanto no caso de ocorréncia de novo
infarto ou angina, ou caso o senhor(a) venha a apresentar arritmia cardiaca, teremos
novos dados referentes a seguranca e influéncia das medicagbes citadas sobre a
coagulagdo sanguinea. A aceitagdo ou recusa em participar do presente estudo néao

modificara em nada o seu tratamento rotineiro.

6 — Quais procedimentos alternativos disponiveis? Nao ha procedimentos
alternativos aos propostos no presente estudo. Vocé pode nao aceitar participar, o que

sera respeitado plenamente pelos investigadores.

7 — Contatos do estudo: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.
O investigador principal € o Prof. Dr. José Carlos Nicolau, e a pesquisadora
executante é a Dr?. Flavia Bittar Britto Arantes, que podem ser encontrados na
Av. Enéas Carvalho Aguiar, 44 2°andar, bloco 2, sala 12, Cerqueira César, ou
nos telefones (11) 2661-5058/2661-1154. Se vocé tiver alguma consideragao ou
duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 2661-6442

ramais 16, 17, 18 — e-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br.

8 - Garantia a liberdade da retirada de consentimento: E garantida a vocé, a
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9 qualquer momento, a possibilidade de deixar de participar do estudo. Nao havera, se
vocé optar em retirar este termo de consentimento, qualquer prejuizo a continuidade de
seu tratamento nainstituigao.

10- Direito de confidencialidade: As informagdes obtidas serao analisadas em conjunto

com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente;

11 - Direito de informacédo: VVocé podera fazer perguntas sobre o estudo em qualquer
momento, € vocé encontrara neste documento os numeros de telefone do médico do
estudo, caso necessite de mais esclarecimentos. Vocé tera o direito de ser mantido
atualizado sobre os resultados parciais da pesquisa, € sobre os resultados dos seus
exames que sejam do conhecimento dos pesquisadores. Vocé nao tera direito aos
resultados dos exames dos outros participantes envolvidos no projeto, assim como

nenhum outro participante tera acesso aos resultados dos seus exames;

12 - Despesas e compensacdes: nao ha despesas pessoais para o participante, em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também n&o ha compensacéao

financeira relacionada a sua participagao.

13 — Coleta e armazenagem de material para pesquisas cientificas futuras:
Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para

esta pesquisa.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Efeito dos anticoagulantes sobre a
ativacao plaquetaria: acao da heparina de baixo peso molecular (Enoxaparina) e do
inibidor direto da trombina (Dabigatran).”

Eu discuti com o Dr José Carlos Nicolau/Dra Flavia Bittar Britto Arantes sobre a
minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sédo os
propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos,
as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participagao é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar o0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o

mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de

qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores
de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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