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Resumo

Andrade, MD. Alta Atividade Plaquetaria Residual em Resposta ao Acido
Acetilsalicilico em pacientes com Sindrome Isquémica Miocardica Instavel sem
Supradesnivel de ST: Comparacédo entre as Fases Aguda e Tardia [Tese]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2013.

INTRODUGCAO: Racional: A alta atividade plaquetéaria residual (AAPR) em uso
do AAS é considerada um fator de mau prognéstico em portadores de
sindrome isquémica miocardica instavel (SIMI). Adicionalmente, as taxas de
prevaléncia de AAPR verificadas em diferentes estudos realizados na fase
aguda das SIMI sédo consideradas elevadas em relacdo as verificadas em
portadores de doenca arterial coronariana estavel. Todavia, ndo esta bem
demostrado se essa elevada prevaléncia de AAPR diagnosticada na fase
aguda das SIMI representa um fendmeno transitorio, desaparecendo na fase
tardia, ou se é um estado permanente, independente da fase aguda.
METODOS: O objetivo primario do presente estudo foi o de comparar, em
pacientes com SIMI sem supradesnivel do segmento ST, a resposta
antiplaquetaria ao AAS nas fases aguda e tardia na mesma populacdo. Foram
incluidos 70 pacientes com SIMI sem supradesnivel de ST (77% com angina
instavel e 22% com IAM sem supra de ST), com idade média de 64,97 anos,
sendo 54% do sexo feminino, todos em uso de AAS na dose de 100 a 200mg
por pelo menos sete dias anteriores a inclusédo. Os pacientes foram submetidos
a cinco testes de agregacao plaquetaria na fase aguda, e o0s mesmos testes
foram repetidos na fase tardia, trés meses depois: VerifyNowAspirin®,
agregometria de sangue total (AST) com &acido aracdbnico (AA) e colageno,
tromboxane B2 sérico, PFA-100. RESULTADOS: De acordo com os testes
COX-1 especificos (VFN e AST com AA), a AAPR em uso do AAS foi mais
prevalente na fase aguda das SIMI do que na fase tardia (VFN: 32,1% versus
16%, p=0,049; e AST com AA: 31,4% versus 12,8%, p=0,015). Os testes nao
especificos (AST com colageno, PFA) e o teste bioguimico ndo conseguiram
demonstrar diferengas entre as fases. A correlagdo entre 0s cinco testes
realizados foi considerada fraca ou moderada. CONCLUSAO: A alta
prevaléncia de AAPR, apesar do uso da AAS durante as SIMI, reflete mais
provavelmente um estado de hiper-reatividade plaquetéaria transitéria, que se
reverte na fase cronica e estavel da DAC, de acordo com os testes COX-1
especificos. A correlacao entre os testes plaquetarios foi apenas moderada nos
dois cenarios.

Descritores: 1. Sindrome coronariana aguda 2.Resisténcia a medicamentos
3.Agregacdo plaquetaria 4.Aspirina/administragdo & dosagem 5.Isquemia
miocérdica.
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Andrade MD. High Residual Platelet Activity in response to aspirin in patients
with non ST acute coronary syndromes: comparison between the acute and late
phases [Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2013.

BACKGROUND: The high residual platelet activity (HRPA) in response to
acetylsalicilic acid (ASA) is considered a poor prognostic factor in patients with
acute coronary syndromes (ACS). Additionally, the HRPA prevalence rates
reported by different studies in ACS patients are considered high compared to
those reported in patients with stable coronary artery disease. However, it is not
well demonstrated whether this high HRPA prevalence diagnosed during the
acute phase represents a transient phenomenon, disappearing in the late
phase, or if it is a permanent state, independent of the acute phase.

The aim of this study was to compare platelet aggregation in response to ASA
during the ACS acute phase with the platelet aggregation in chronic stable
phase. METHODS: Inclusion of patients with non ST ACS who were on aspirin
at a dose of 100mg to 200mg per day for at least seven days prior to inclusion.
We conducted five tests of platelet aggregation in the first 48 hours and
repeated them three months later: VerifyNow Aspirin® (VFN), Whole Blood
aggregometry (WBA) with arachidonic acid (AA) and collagen, thromboxane B2,
PFA-100®. We analyzed 70 patients (77% with unstable angina and 22% with
non ST AMI), mean age 64.97 years, 54% female. According to the COX-1
specific tests, the HRPA was more frequent in the acute phase than in the
chronic phase (VerifyNowAspirin®: 31.4% versus 12.8%, p=0.015; and WBA
with AA: 32.1% versus 16%, p=0.049; respectively). The non specific tests (AST
with collagen and PFA) and the biochemical test sTXB2 failed to show
differences between the phases. The correlation between the five tests was
considered weak or moderate. CONCLUSION: The high prevalence of RPA
despite the use of aspirin during the acute phase of the SCA most likely reflects
a state of transient platelet hyperreactivity, which is reversed in the chronic
phase. The correlation between platelet tests was only moderate in both

scenarios.



Summary

DESCRIPTORS: 1. Acute coronary Syndrome 2. Drug resistance 3. Platelet
aggregation 4. Aspirin 5. Myocardial ischemia.
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1.1 Hist6ria do acido acetilsalicilico

Admite-se que a primeira descricdo cientifica do &cido acetilsalicilico
(AAS) tenha ocorrido em 1763, quando o Reverendo Edward Stone publicou os
seus achados sobre a descoberta da salicilina a partir da casca do salgueiro e
suas propriedades analgésicas(1l). Mais de um século depois, em 1897, 0s
laboratérios Bayer passaram a produzir e a comercializar a Aspirina® como
analgésico e anti-inflamatério. Todavia, somente a partir da década de 1950
tém inicio os primeiros relatos sobre o potencial antitromboético do AAS (2, 3).
Desde entdo, o AAS passou a ser testado em diferentes ensaios clinicos nos
cenarios das doencas aterotromboticas, incluindo-se estudos de prevencgao

primaria e secundaria, como sera visto na sequéncia.

1.2 Importancia clinica do uso do AAS

Ja na década de 1980 se demonstrava, em pacientes com angina
instavel, que em curto prazo o uso do AAS levava a uma reducdo de
aproximadamente 50% na incidéncia de eventos cardiovasculares maiores
(angina, infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral e morte
cardiovascular)(4, 5). Na mesma época, no contexto do infarto agudo do
miocardio (IAM) com supradesnivel do segmento ST, o AAS foi testado no

estudo ISIS-2 (International Study of Infarct Survival), que incluiu 17.187
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pacientes e demonstrou que o uso isolado do medicamento levava a uma
reducdo de 23% na mortalidade aos 35 dias de evolucédo, e a associagdo com
a estreptoquinase (trombolitico) aumentava o beneficio, chegando a 42% de
reducdo da mortalidade, quando comparado com placebo (6).

Provavelmente a mais importante meta-analise sobre os beneficios
relacionados ao uso do AAS na prevencado secundaria das doencas
aterotrombodticas foi publicada em 2002(7). Nesta publicacdo, demonstrou-se a
reducdo de 22% no risco relativo do desfecho composto de IAM nao fatal,
acidente vascular cerebral (AVC) e o6bito cardiovascular (13,2% versus 10,7%,
p<0.0001), a favor do grupo AAS. Em 2009, o mesmo grupo de pesquisadores
publicou uma nova meta-andlise incluindo 6 estudos de prevengdo primaria
(95.000 pacientes) e 16 estudos de prevencdo secundaria (17.000 pacientes)
comparando o uso cronico de AAS com placebo. Nos estudos de prevencédo
primaria houve reducdo de 12% (p=0,0001) no risco relativo de eventos
cardiovasculares maiores (IAM, AVC e morte cardiovascular), porém com uma
reducdo de risco absoluto de apenas 0,06% ao ano. J& nos estudos de
prevencao secundaria houve reducao de 19% no mesmo desfecho combinado
(6,7% versus 8,2%, p<0,0001), com reducao significativa no risco absoluto de
1,5% ao ano.(8)

Em razdo dessas evidéncias, entre outras, o AAS se constitui em
tratamento de primeira escolha nas doencas aterotromboticas, sendo
recomendado pelas diretrizes das principais sociedades de cardiologia para a
prevencado secundaria e primaria, em pacientes de alto risco cardiovascular(9-
11). Sendo assim, estima-se que, apenas nos Estados Unidos,

aproximadamente 30 milhdes de pessoas utilizem AAS de forma rotineira(12).
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1.3 Farmacodinamica do AAS

Como representado na Figura 1, a acdo do AAS como antiagregante
plaguetario ocorre por meio da acetilacao irreversivel da molécula da serina na
posicdo 529 da enzima da cicloxigenase-1 (COX-1), presente constitutivamente
nas plaquetas. A COX-1 possui atividade de prostaglandina sintase,
catalisando o primeiro passo da producédo dos endoperdxidos ciclicos, ou seja,
a conversao do acido aracddnico em prostaglandina Hz (PGH2)(13). No interior
das plaquetas a PGH: é transformada, por meio da tromboxane sintase, em
Tromboxane Az (TXA2), atuando como amplificadora do processo de ativacéo
plaguetaria. O TXA2, por sua vez, € um potente agonista plaquetario, sendo
liberado na circulacdo, onde exerce efeitos paracrino e autocrino. Ao se ligar
aos seus receptores plaquetéarios especificos, 0 TXA2 aumenta a expressao de
receptores de fibrinogénio na superficie plaquetaria e age de forma sinérgica
com 0s outros agonistas. Além disso, o TXA2 é reconhecido como potente

vasoconstrictor, o que também pode contribuir para a instabilizacdo da placa

aterosclerotica.
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PLAQUETA

Acido
Aracddnico

Legenda: O AAS age sobre a COX-1, bloqueando-a irreversivelmente. A COX-1, por sua
vez, atua sobre o acido aracdonico, produzindo a PGH2, precursora direta do
TXA2, potente agonista plaguetario e vasoconstritor. Ao bloguear a COX-1, o
AAS bloqueia todo o processo de ativagao plaquetéria dependente do TXA?).

Figural- Acdo antiplaguetaria do AAS:

Em virtude de as plaguetas serem anucleadas e, portanto, possuirem
uma minima capacidade de sintese proteica, o bloqueio da COX-1 pelo AAS é
irreversivel durante toda a sobrevida plaquetaria (7 a 10 dias). Adicionalmente,
o efeito do AAS sobre a COX-1 é saturado com baixas doses (100mg em dose
Gnica ou 20 a 40mg por dia em doses repetidas)(14). No entanto, reconhece-se
gue outros efeitos antiplaquetarios do AAS (ndo dependentes da COX-1), que
serédo relatados na sequéncia, seriam dose-dependente(15).

O AAS também bloqueia a COX-2, isoforma presente em plaquetas
recém-formadas, além de mondcitos e células endoteliais. Exceto em situacdes

com alta taxa de renovagdo celular como, por exemplo, nas SIMI, pos-
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operatorio de cirurgia cardiaca(16), as plaguetas imaturas constituem apenas
de 8 a 10% do volume plaquetério circulante(17). Apesar de a acdo do AAS
nas doses habitualmente utilizadas para o tratamento e prevencdo das
doencas aterotromboéticas sobre a COX-2 ser 170 vezes menos potente do que
sobre a COX-1(18), o real significado do TXA:z derivado da COX-2 nos cenérios
clinicos é desconhecido(19).

Finalmente, reconhece-se que o AAS possui efeitos pleiotropicos sobre
0 sistema cardiovascular que sao independentes da acao sobre a COX-1 ou
COX-2. Entre esses efeitos, ressalta-se a acdo do AAS como facilitador da
inibicdo plaquetéria mediada por neutréfilos, por meio de mecanismos
envolvendo 6xido nitrico e GMP ciclico(20). Finalmente, estudos experimentais
demonstram a agcdo do AAS como antioxidante, reduzindo a oxida¢cdo do LDL-
colesterol(21) e melhorando a disfuncdo endotelial em vasos
ateroscleroticos(22), exercendo assim, potencialmente, papel protetor ainda

mais abrangente sobre a doenca aterosclerotica.

1.4 Farmacocinética do AAS

O AAS, na sua formulacdo regular (ndo recoberta), é absorvido
rapidamente no estbmago e intestino delgado. A sua biodisponibilidade € cerca
de 50% porque uma parte é inativada no metabolismo hepatico de “primeira
passagem”. O seu metabolismo €& predominantemente hepatico e intestinal,

onde as carboxiestearases transformam o AAS em partes de acetil e salicilato.
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O pico plasmatico do medicamento ocorre em até 40 minutos apos a
ingestdo. Apds 60 minutos da ingestdo oral de 100mg de AAS, ja é possivel
detectar um significativo bloqueio da producdo do TXA2(23). Acredita-se que a
formulagéo entérica tenha um retardo na absorcéo e biodisponibilidade, sendo
questionado por alguns autores se essas alteracdes farmacocinéticas podem
afetar a sua eficacia antiagregante(24). Apesar de a meia-vida plasmatica ser
de aproximadamente 15 a 20 minutos, o carater irreversivel do bloqueio da
COX-1 exercido pelo AAS permite que o seu efeito maximo seja mantido, na

maioria dos individuos, utilizando-se doses com intervalos de 24 a 48 horas.

15 Definicdo e prevaléncia da alta atividade plaquetéria residual

(AAPR) em uso do AAS

Ha muito tempo se reconhece a grande variabilidade intra e
interindividual da resposta antiplaquetaria ao AAS. No cenario clinico, entre 8 e
18% dos individuos desenvolvem novos eventos isquémicos agudos apesar do
uso crbénico de AAS(7, 8), podendo esse fendbmeno ser chamado de
“resisténcia clinica”. No entanto, sabe-se que o0s eventos aterotrombéticos
envolvem multiplos fatores agravantes e desencadeantes, e que o bloqueio da
funcéo plaquetéria, apesar de muito importante, ndo € o unico fator envolvido
No processo.

Do ponto de vista laboratorial, ainda n&o foi padronizado um teste
especifico e confiavel que possa, irrefutavelmente, diagnosticar a resposta

plaguetaria ao AAS ou a outros antiagregantes. Os testes atualmente utilizados
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podem ser classificados em: testes bioquimicos (dosagem de tromboxane B2
sérico e 11-dehydro-tromboxane B2 urinario) e testes funcionais (Figura 2). Os
testes bioquimicos avaliam se o AAS bloqueia o seu alvo molecular (a COX-1),
e os testes funcionais avaliam em que medida o AAS é capaz de modificar a
agregacao plaquetéaria. Os testes funcionais, por sua vez, podem ser divididos
em COX-1 especificos, que utilizam o &cido aracdénico como agonista — estes
incluem a agregometria Optica (AO), agregometria por impedancia ou de
sangue total (AST), tromboelastograma e o VerifyNow® Aspirin (VFN) — e os
testes COX-1 ndo especificos, que utilizam outros agonistas como o ADP e o
colageno, a exemplo de AO, AST, Platelet function analyzer (PFA-100®) e

Impact cone-and-platelet.

AOQO ou AST com
Colageno, ADP,
etc
Testes COX-1 ndo PFA -

, . Impact-Cone
TXB2 serico and Platelet
Bioquimicos
11 dehydro-
TXB2 urindrio

Legenda: TXBz2: tromboxane B2; AO: agregometria éptica; AST: agregometria de sangue
total; PFA-100: platelet function analyzer

Figura 2 - Classificacdo dos Testes Plaquetérios
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De acordo com o Grupo de Estudos sobre trombose da Sociedade
Europeia de Cardiologia(25) para a avaliacdo da resposta ao AAS os testes
que devem ser empregados sdo os funcionais COX-1 especificos, e a dosagem
sérica do tromboxane B2.

Diversos estudos foram realizados com diferentes testes e em
diferentes cendérios clinicos, sendo verificadas prevaléncias de AAPR em uso
do AAS variando desde 0 até 83%(26-29). Em revisdo sistematica(30)
publicada em 2007 incluindo 42 estudos, sendo 34 publicados e 8 resumos
apresentados em congressos, a prevaléncia média de AAPR com o0 uso do
AAS foi de 24%, variando de 0 a 57% (Intervalo de confiangca — IC 95% - 20% a
28%). Os estudos que utilizaram a AO com acido aracddénico como agonista
apresentaram menor prevaléncia em relagéo aos outros testes (6%, IC 95% 0 a
12% versus 26%, IC 95% 21% a 31%). Deve-se ressaltar que os estudos
incluidos nessa revisdo sistematica, e a maior parte dos estudos publicados até
0 momento, avaliaram a resposta ao AAS em pacientes com doenca
aterosclerotica estavel. Poucos estudos incluiram pacientes com SIMI, como o
de Acikel e cols(31), em que 96 pacientes com angina instavel e IAM sem
supradesnivel do segmento ST em uso prévio de AAS demonstraram
prevaléncia de 29% de AAPR pelo método do PFA-100®. Os pacientes
considerados portadores de AAPR em uso do AAS tinham maior prevaléncia
de IAM sem supradesnivel do segmento ST, niveis mais elevados de
marcadores de necrose miocardica, e maior pontuacdo na classificacdo de

risco TIMI, ou seja, eram claramente pacientes de maior risco.
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1.6 Prognostico relacionado a AAPR apesar do uso do AAS

A relevancia prognostica dos achados de AAPR em uso do AAS foi
avaliada em estudos prospectivos, como o de Chen e cols(32). Nesse estudo
foram incluidos 468 pacientes com doencga arterial coronaria estavel avaliados
pelo teste VerifyNow Aspirin®, e nele os autores encontraram 27,4% dos
pacientes com AAPR. Em seguimento médio de 379 £ 200 dias, 0s pacientes
com AAPR apresentaram maior incidéncia de eventos combinados (6bito
cardiovascular, 1AM, AVC, angina requerendo hospitalizacdo e ataque
isquémico transitério): 15,6% versus 5,3%, risco relativo (RR) de 3,12; IC 95%
1,65 a 5,91; p<0,01. Em 2002, Eikelboom e cols(33) publicaram estudo de
caso-controle avaliando 976 pacientes incluidos no estudo HOPE (Heart
Outcome Prevention Evaluation). As dosagens urinarias de 11-dehydro-
tromboxane B2 de 488 pacientes que faziam uso de AAS e apresentaram
eventos cardiovasculares maiores foram comparadas com amostras de 488
pacientes em uso de AAS que nao apresentaram eventos. O risco do desfecho
combinado de IAM, AVC ou O6bito cardiovascular aumentou de forma
proporcional aos quartis do 11-dehydro-tromboxane B2 urinério, sendo que 0s
pacientes no quartil superior apresentaram risco significativamente maior do
gue os pacientes no quartil inferior [odds ratio (OR) 1,8; IC 95% 1,2 a 2,7;
P=0,009]. Da mesma forma, os pacientes do quartil superior tiveram maior risco
de IAM (OR 2,0; IC 95% 1,2 a 3,4; P=0,006) e morte cardiovascular (OR 3,5; IC
95% 1,7 a 7,4; P<0,001) isoladamente do que os pacientes no quatrtil inferior.

Ainda, em meta-analise publicada em 2008(34), incluindo 11 estudos

prospectivos com seguimentos de seis dias a quatro anos, foi demonstrado que
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pacientes com AAPR em uso do AAS apresentavam risco significativamente
maior de eventos cardiovasculares (RR 3,11; IC 95% 1,88 a 5,15; p<0,0001).
No mesmo ano de 2008, Krasopoulos e cols(35) demonstraram, por meta-
andlise que incluiu 20 estudos com 2930 pacientes, prevaléncia de AAPR em
uso do AAS de 28%. A AAPR foi mais frequente em homens e em portadores
de insuficiéncia renal e, na mesma direcdo dos estudos previamente citados,
pacientes portadores de AAPR apresentaram maior incidéncia de eventos
cardiovasculares (39% versus 16%, OR 3,85; IC 95% 3,08 a 4,80; p<0,001) e

de mortalidade (OR 5,99; IC 95% 2,28 a 15,72; p<0,003).

1.7 Mecanismos potenciais para AAPR em uso do AAS

Os mecanismos que explicariam a ocorréncia da AAPR em uso do AAS
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, admitindo-se como mais provavel
uma interacdo entre fatores clinicos, biolégicos (carga aterosclerética e estado
inflamatorio) e genéticos.

Entre os fatores clinicos, a ma& aderéncia e a polifarmacia sao
considerados os mais relevantes. Cotter e cols(36) descreveram que, entre 73
pacientes com IAM prévio e usuarios crénicos de AAS, 21 apresentaram testes
bioquimicos compativeis com AAPR, sendo que 12 (57,1%) desses pacientes
assumiram ser pouco aderentes ao tratamento. A interagdo com outros
medicamentos, especialmente anti-inflamatorios ndo hormonais(18), idade
avancgada e sexo feminino(17), poderia explicar alteragdes na farmacocinética

do AAS, apesar de essas associacOes serem controversas.
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Um outro mecanismo que poderia explicar a ocorréncia da AAPR esta
relacionado a carga aterosclerética. Todo o processo fisiopatoldégico da
aterosclerose, que inclui a formacdo da placa, sua progressdo e possivel
instabilizacao clinica, esté direta e indiretamente ligado a atividade plaquetéria.

Se, por um lado, a alta carga aterosclerotica promove maior reatividade
plaguetaria, por outro lado a alta atividade plaguetaria pode acelerar a
progresséo e instabilizagdo da aterosclerose. Sendo assim, acredita-se que
quanto maior a carga aterosclerética maior também a ativacdo plaquetaria e,
possivelmente, maior a AAPR em uso do AAS. A estimativa da carga
aterosclerotica, tradicionalmente, € feita por meio da visualizacdo subjetiva
durante a cineangiocoronariografia, utilizando-se escores validados na
literatura. Métodos mais modernos, como o ultrassom intracoronario (USIC), ja
estdo sendo utilizados para aumentar a acuracia dessa estimativa.

Por outro lado, h4 muito tempo ja se reconhece a relacdo entre a
resposta inflamatéria sistémica e o estado pré-coagulante. As células e
citocinas envolvidas na ativacdo inflamatéria estimulam a producdo de
substancias pré-coagulantes, inibem os fatores anticoagulantes e ainda levam
a injuria endotelial. Adicionalmente, o sistema de coagulagdo ativado cria uma
alca de retroalimentacdo positiva, estimulando ainda mais o0 sistema
inflamatério(37).

Especialmente no cenario das SIMI, a interacdo entre inflamacéao,
ativacdo plaquetaria e sistema de coagulacio compde 0 processo
fisiopatoldgico e alvo terapéutico principal. Alguns estudos sugerem, inclusive,
que os efeitos benéficos dos antiplaguetarios se devam, em parte, aos seus

efeitos anti-inflamatorios diretos e indiretos(38). Por outro lado, estados
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inflamatorios sistémicos, ao aumentar a ativacao plaquetaria, podem reduzir a
resposta antiplaquetaria ao AAS.

Em relacdo a suscetibilidade genética, varios genes foram estudados:
COX-1, COX-2, GPla, GPllla, P2Y1. Porém, apenas o polimorfismo PLA1/A2
no gene da glicoproteina llla (GPllla) parece estar associado a AAPR em uso
do AAS. O polimorfismo PLA1/A2 do receptor da GPIlla implica a substituicdo
do aminoé&cido Leu pela Pro na posicdo 33, e a presenca desse aminodcido
mutante foi associada com maior ligagdo do fibrinogénio ao receptor GPllla. O
alelo selvagem chamado PLAl1 € encontrado em cerca de 85% dos
caucasianos e o0 PLA2 em 15%(39). Alguns estudos descrevem que o0s
individuos homozigotos PLA2/PLA2 para o polimorfismo da GPllla sdo menos
sensiveis a acdo antiagregante do AAS nas doses convencionalmente
utilizadas(40, 41).

Além dos fatores previamente descritos, a taxa de renovacdo
plaquetaria (turnover plaquetario) € determinante do numero de plaquetas
recém-formadas na circulacdo, portadoras da isoforma COX-2 que é pouco
responsiva ao AAS nas doses habitualmente utilizadas, e de novas moléculas
de COX-1 ndo bloqueadas. As SIMI séo situa¢des clinicas em que se espera
que essa taxa de renovacdo plaquetaria esteja aumentada de forma
significativa. Uma das explicagcbes para esse achado seria o aumento do
consumo plaquetario pelo endotélio disfuncional, ja documentado em pacientes
portadores de microangiopatia diabética(42, 43). Sendo assim, pode-se esperar
um estado transitério de hiper-reatividade plaquetaria, que poderia ser revertido
apos o término da fase aguda. Desta forma, a alta prevaléncia de AAPR em

uso do AAS descrita nos pacientes durante as SIMI ndo seria a causa dos
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eventos, mas sim consequéncia do estado inflamatério sistémico e da propria
rotura da placa aterosclerética. Essa hipotese, no entanto, ainda nao foi
testada, até o presente momento, por nenhum estudo prospectivo voltado
especificamente para avalia-la.

Assim, 0 objetivo do presente estudo foi 0 de comparar, em pacientes
com SIMI sem supradesnivel do segmento ST, a resposta antiplaguetaria ao

AAS nas fases aguda e tardia nos mesmos individuos.



2. Objetivos




Objetivos 16

2.1 Objetivo primario

Comparar, em pacientes com SIMI sem supradesnivel do segmento
ST, a resposta plaquetaria ao AAS nas primeiras 48 horas de evolucéo (fase

aguda) em relacéo a fase tardia, 3 meses ap0s a alta hospitalar.

2.2 Objetivos secundarios

Avaliar a correlacdo entre os diferentes testes plaquetéarios utilizados:
TXB2 sérico, PFA-100®, VerifyNow® e agregometria de sangue total utilizando

acido aracdonico e colageno.

. Relacionar o desfecho composto de 6bito, IAM, angina instavel e
necessidade de revascularizacao e de internacao, aos trés meses

de evolucdo, com os testes plaquetarios.

o Avaliar a relagdo entre a carga ateroesclerdtica pela
cineangiocoronariografia, com o0s resultados dos testes
plaguetarios obtidos na fase aguda. Para a analise

coronariografica trés diferentes escores foram utilizados:
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1) escore de vasos: numero de vasos com estenose > 70% (0
a 3);

2) escore de estenose: grau maximo de estenose em cada
vaso principal (1 para 1% a 49%; 2 para 50% a 74%; 3
para 75% a 99% e 4 para 100%) escore de extensao pelo
método de Sullivan(44): proporcdo da arvore coronariana
envolvida com placas de ateroma.

Avaliar a relagéo entre marcadores de atividade inflamatoéria [PCR

ultrassensivel (PCR us) e Interleucina -6 (IL-6)], com o0s

resultados dos testes plaquetarios.

Avaliar a resposta ao AAS nos seguintes subgrupos: ldosos (= 65
anos) ou nao; angina instavel e IAM sem supradesnivel do
segmento ST; presenca ou ndo de hiperglicemia (>125 mg/dL);
presenca ou ndo de elevacdo da hemoglobina glicosilada (>6%);
sexo masculino ou feminino; uso atual de estatinas ou nao;
fumante ou nado (atual); uso ou nado de inibidores da enzima
conversora da angiotensina (atual); uso ou n&o de inibidores de

bomba de protons (atual).

Avaliar a relagdo entre os resultados dos testes plaquetarios e
presenca ou ndo de polimorfismo do receptor plaquetario da

glicoproteina llb/llla.



3. Meétodos
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3.1 Desenho

Estudo prospectivo observacional.

3.2 Casuistica

70 pacientes com diagnostico de SIMI sem supradesnivel do segmento
ST (angina instavel e IAM sem supradesnivel do segmento ST), com até 48

horas de evoluc¢éo a partir do inicio dos sintomas.

3.3 Métodos

3.3.1 Critérios deinclusao

o Idade 218 anos;

o Diagnéstico comprovado de SIMI sem supradesnivel do segmento
ST, de acordo com as diretrizes assistenciais(45), nas primeiras
48 horas do inicio do quadro clinico;

. Uso regular de AAS na dose de 100 a 200mg por dia por, pelo

menos, sete dias antes do evento agudo.
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3.3.2

3.3.3

Critérios de exclusao

Uso prévio, nos ultimos sete dias, de outro antiagregante
plaquetéario que néo o AAS;

Uso de antivitamina K nas ultimas trés semanas;

Hemoglobina <10g/dL e/ou Hematocrito <30% ou >50%,
Plaquetas <100.000/mm3® ou >500.000/mm3, clearance de
creatinina <30 mL/minuto;

Classificagdo de Killip-Kimbal(46) 11l ou 1V;

Necessidade de medicacao parenteral vasopressora ou inotropica
no momento da incluséo no estudo;

Realizacdo de intervencao coronaria percutanea nos ultimos 30
dias ou cirurgia de revascularizacdo miocardica nos ultimos 90
dias antes da inclusdo no estudo;

Neoplasia maligna atual conhecida;

Doencas hematoldgicas conhecidas;

Recusa em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido.
Ndo comparecimento a segunda visita (de seguimento) por

qualquer razédo, exceto 6bito.

Entrevistas médicas

A primeira visita foi realizada no momento da inclusdo do

paciente. Nessa oportunidade foram realizados:
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Anamnese;

Exame fisico;

Preenchimento de questionario com caracteristicas demograficas,

histéria médica pregressa e medicacdes de uso prévio;

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;

Coleta de amostras sanguineas para as analises previstas.

Ao final da hospitalizacdo foram coletados dados de exames

laboratoriais, eletrocardiograma, ecocardiograma, coronariografia

e prescricdo médica durante a internacdo. Todos os referidos

procedimentos foram indicados e realizados pela equipe médica

assistente, sem qualquer interferéncia da equipe de pesquisa.

A segunda visita (de seguimento) foi realizada trés meses + 15

dias apés a alta hospitalar. Foi realizado agendamento telefénico

uma semana antes da entrevista, quando era novamente

assegurada a aderéncia ao tratamento com AAS por, pelo menos,

sete dias prévios a consulta. Nessa oportunidade foram

realizados:

e Anamnese;

e Exame fisico;

e Preenchimento de questionario sobre a ocorréncia de novos
eventos (IAM, angina instavel, reinternacdo, necessidade de
revascularizacéo, Obito) ocorridos desde a alta hospitalar até

a presente avaliacao.
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e Coleta de amostras sanguineas.

3.4 Dosagens laboratoriais

3.4.1 Coletade sangue

As coletas foram realizadas na inclusdo do paciente no estudo e

novamente apos trés meses + 15 dias durante entrevista médica ambulatorial.

A seguinte rotina foi aplicada em ambas as ocasifes:

e Puncéo venosa em veia antecubital calibrosa ou, na impossibilidade
desta, em outra veia calibrosa, com tempo de garroteamento inferior
a um minuto;

e Utilizacdo de tubos Vacutainer® com citrato de sddio a 3,2% (CS
3,2%) para realizacdo dos testes de agregacdo plaquetaria, tubos
secos para dosagem bioquimica e com EDTA para realizacao de
hemograma e analise genética,

e Apds descartar 2 a 3 mL iniciais de sangue os tubos eram
preenchidos até a capacidade maxima e foram cuidadosamente
invertidos cinco vezes para a completa mistura com o
anticoagulante;

e As coletas sanguineas foram realizadas entre 10 horas e 13 horas,

sempre em dias Uteis da semana (22 a 62 feira).
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3.4.2 Dosagens laboratoriais

Apoés a coleta de sangue, os testes plaquetarios foram realizados em

até 120 minutos.

Testes plaquetérios utilizados:

e PFA-100®

O PFA-100® (Siemens Healthcare Diagnostics, Newark, Delaware) é
um meétodo simples e de rapida execucdo que avalia a funcéo plaquetaria em
condi¢cOes de alta forca de cisalhamento (shear stress), utilizando sangue total.
Aliguotas das amostras de sangue total foram colocadas em recipientes
contendo uma abertura microscépica de 147 um. Foram utilizados cartuchos
COL/EPI nos quais a abertura é recoberta por 2 ug colageno e 10 pg de
epinefrina, sendo medido o tempo para o fechamento (TF) dessa abertura pelo
tampdo plaquetario. Quanto maior o TF, menor a agregacdo plaquetaria. O
tempo de fechamento é fornecido em segundos, sendo o tempo maximo

medido de 300 segundos.

o Agregometria de sangue total (AST)

A AST mede a impedéancia elétrica (amplitude) entre dois eletrodos
imersos no sangue total apds a adicdo de um agonista, utilizando agregbmetro
automatizado. Aliquotas das amostras de sangue total foram diluidas (1:1) com
salina estéril (0,9%) e aquecidas a 37° Celsius por 5 minutos na curveta. Em
seguida, os eletrodos foram colocados nos tubos e adicionados os reagentes

para uma concentracdo de coldgeno a 1 pg/mL (Chrono-Log; Havertown,
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Pennsylvania) e acido aracdbnico a 0,5 pg/mL (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri). O valor maximo da impedancia foi medido pelos dois eletrodos
imersos na amostra em 10 minutos, no aparelho padrdo (Chrono-Log
Corporation, Havertown, Pennsylvania, USA, Model 700-4 Whole Blood). Os
valores foram expressos em ohms (Q), quanto maior a impedancia, maior a

agregacdao plaquetéria.

o Verify Now® Aspirin (VFN)

O VerifyNow® (Accumetrics, Inc., San Diego, California, USA) € um
sistema de deteccdo optica turbidimétrico que mede a agregacao plaguetaria
utiizando o sangue total. Aliguotas das amostras de sangue total foram
colocadas em cartuchos contendo uma preparacdo padrao liofilizada de
fibrinogénio e acido aracdénico. A medida que a agregacdo ocorre, o sistema
converte a luminosidade transmitida em unidades de reacdo ao AAS (URA).

Quanto maior a URA, maior a agregacao plaquetaria.

o TXB2 sérico

Amostras de sangue total no tubo com CS a 3,2% foram centrifugadas
a 300rpm, sendo coletadas aliquotas de soro e depois congeladas a 80°C
negativos. Posteriormente as amostras foram analisadas pelo método de
enzimaimunoensaio (EIA) para a dosagem do TXB: sérico, utilizando o Biotrak
Thromboxane B> enzymeimmunoaassay system (GE Healthcare, Amersham

Place, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). A sensibilidade do teste é de 0,2

Pg.
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3.4.3 Testes de avaliacdo da atividade inflamatoria

° PCR us

A PCR us foi quantificada por meio de anticorpos monoclonais, pelo
método de imunonefelometria de deteccdo ultrassensivel em equipamento
automatizado BN Il Systems, utilizando o kit CARDIO PHASE® hs CRP
(Siemens Healthcare Diagnostics Products, Marburg, Alemanha).

. IL-6

Amostras de sangue total no 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
utilizacdo do método de quimiluminescéncia (ensaio imunomeétrico sequencial
de fase sélida, de enzimas quimico-luminosas), e do aparelho IMMULITE 1000
(Siemens Healthcare, Llamberis, Gwynedd, UK). A sensibilidade do teste é de

2pg/mL.

3.4.4 Determinacao genética do polimorfismo do receptor da GPlIb/llla

O DNA genbmico foi extraido a partir dos leucécitos do sangue
periférico por método de precipitacdo salina, segundo o protocolo descrito a
sequir.

Oito mL de sangue foram transferidos para um tubo de 50 mL e o
volume completado para 30 mL com tampédo A (ImM NH4HCOs3 + 144mM

NHa4Cl). A mistura foi agitada em vértex por 20 segundos e deixada a 4°C por
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10 minutos. Em seguida o material foi centrifugado a 4°C por 10 minutos a
3000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi submetido ao mesmo
procedimento descrito acima. O sedimento leucocitario foi finalmente ressupino
em 3 mL de tampéao B (10 mM Tris-HCI pH 8 + 400 mM NaCl + 2 mM Na2EDTA
pH 8) + 200 yL de SDS 10% + 500 pL de tampéo C (50 pL de SDS 10% + 2uL
de Na2EDTA 0,5 M pH 8 + 488 mL de agua destilada) com proteinase K (2 yL
de proteinase K 20 mg/mL diluida em 5 mL de tampé&o C) e deixado a 37°C
entre 12 e 18 horas. A segunda parte do protocolo comeca com a adi¢do de 1
mL de solucdo D (NaCl 6 M), vigorosamente agitada em voértex por 1 minuto e
em seguida centrifugada a 4°C por 20 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para um tubo de 15 mL e a ele foram adicionados 10 mL de etanol
absoluto gelado. Com uma leve agitacdo ja se nota a precipitacdo do DNA, que
pode ser retirado cuidadosamente e transferido para um eppendorf de 1,5 mL
de capacidade contendo 1 mL de etanol 70% gelado. O eppendorf foi entdo
centrifugado a 4°C por 15 minutos a 13500rpm, o etanol descartado e o
sedimento (DNA) deixado em temperatura ambiente até estar totalmente seco.
Em seguida, este pellet foi ressuspendido em 1 mL de TE (10 mM Tris-HCI pH
8 + 1 mM EDTA pH 8).

Apés a completa diluicdo, a determinacdo da concentracdo do DNA foi
realizada diluindo-se 20 pyL do material em 980 yL de TE. Em seguida, a
mistura foi submetida a leitura em espectrofotbmetro no comprimento de onda
de 260 nm. A concentragéo final foi corrigida para 100 ng/uL no tubo de

estoque e para 10 ng/uL no tubo de uso.
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3.4.5 Analises dos polimorfismos genéticos

As andlises dos gendétipos para os polimorfismos nos genes GPllla
(rs5918) foram realizadas por amplificacdo do DNA gendmico por meio da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain reaction), seguida
por andlise da curva de melting (HRM — high resolution melting).

Para este procedimento, as reacdes sao otimizadas no aparelho Rotor
Gene 6000® (Qiagen, Courtaboeuf, France), utilizando-se o reagente
fluorescente DNA-intercalante SYTO9® (Invitrogen, Carlsbad, USA). A reacéo é
constituida por 1uL (10ng) de DNA genémico, 2 uL de tampao de reacao
(MgCl2 2 mM, dNTPs 200mM), 0,4 uL do primer (200 nM), 0,6 uL de SYTO9®
(1,5 mM), 0,5 U de BioTaq Polimerase DNA (Bioquimica, Brasil) e agua para
PCR completando para 10 L.

Na fase da andlise da curva de melting (HRM), o aparelho mensura a
fluorescéncia emitida pela reacdo a cada aumento de 0,1°C de temperatura na
faixa de 70-94°C. A curva de melting é gerada pela diminuicdo da fluorescéncia
com o aumento da temperatura e, na andlise, os nucleotideos polimorficos
geram padrdes de curva diferenciados em relacdo aos nucleotideos selvagens.

Amostras de trés curvas observadas sao submetidas ao
sequenciamento direto (ABI Terminator Sequencing Kit® e sequenciador ABI
3500® — Applied Biosystems, Foster City, CA, USA.) para a confirmacédo dos

genatipos indicados pelo HRM.
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3.4.6 Definicdes de Alta Atividade Plaquetaria Residual em uso de AAS

de acordo com os testes plaquetéarios

PFA-100®: TF < 150 segundos;
o VerifyNow®: = 550 URA,;

. AST com AA: 2 3 Q;

. AST com Colageno: =10 Q;

. TXB:2 sérico: = 10pg/mL.

3.4.7 Anédlises estatisticas

3.4.7.1 Célculo amostral:

O teste de McNemar foi aplicado no calculo amostral levando em conta
as seguintes hipoteses: média da agregacao plaquetaria medida por meio do
PFA-100® de 191 segundos +/- SD 100(47) durante a fase aguda e um
decréscimo de 25% nesta agregabilidade durante a fase tardia. Para um poder
estatistico de 80% e alfa de 0,05, sdo necesséarios 70 pacientes (lembrando

gue os pacientes sao controles de si proprios).
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3.4.7.2 Andlise estatistica:

Os dados continuos foram inicialmente comparados com a curva de
Gauss utilizando-se o0 teste de distancia K-s e Shapirowilk. Quando
classificados em paramétricos foram representados como média e desvio-
padrdo da amostra. Quando nao paramétricos foram representados como
mediana e percentil. Para a comparacao de dois grupos independentes utilizou-
se o teste de Mann Whitney para os dados ndo paramétricos e o teste T de
Student ndo pareado com a correcdo de Welch quando necessario para dados
paramétricos. Na comparacéo de dois tempos utilizou-se o teste de Wilcoxon
para dados ndo paramétricos e teste t de Student ndo pareado para dados
paramétricos. Os dados categoricos foram representados na frequéncia
absoluta e relativa. A distribuicdo das tabelas de contingéncia foi analisada pelo
Qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher. A comparacdo dos quatro
grupos em relacdo as variaveis continuas foi realizada utilizando-se a Analise
de Variancia de um fator. Para a analise dos grupos de gendétipos nas duas
fases foi utilizada a Analise de Variancia com medidas repetidas. O estudo de
correlacao foi realizado por meio do coeficiente de correlacdo de Spearman. A
concordancia entre as classificacbes de métodos foi calculada através do
indice Kappa. Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.



4. Resultados
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4.1 Caracteristicas basais da populacéao

Foram selecionados 78 pacientes com diagndstico inicial de SIMI sem
supradesnivel do segmento ST. Dos 78 pacientes inicialmente selecionados, 8
foram excluidos por ndo preencherem critérios de inclusdo e exclusao: 2
pacientes apresentavam hemoglobina <10g/dL; 1 paciente retirou o
consentimento informado; 4 pacientes ndo compareceram a Vvisita de
seguimento (1 paciente ndo retornou e ndo pbde ser localizado apesar de
intensos esforcos da equipe, 1 paciente estava em uso de dupla antiagregacao
plaquetaria por orientacdo do seu médico e ndo poderia suspender o
clopidogrel; 2 pacientes se recusaram a realizar a segunda visita); 1 paciente
nao foi submetido a analise laboratorial por problemas logisticos quando da sua
entrevista de controle (falta dos testes laboratoriais).

As caracteristicas basais dos 70 pacientes incluidos na presente
analise estdo sumarizadas na Tabela 1. Como se pode notar, a idade média da
populacao foi de 64 + 9,7 anos, sendo 54% do sexo feminino. Em relacdo aos
antecedentes médicos, hipertensdo estava presente em 87%, dislipidemia em
83%, e diabetes em 49%. Cinquenta e oito por cento dos pacientes relatavam
historia pregressa de IAM e 54% de angioplastia ou cirurgia de
revascularizacdo. Apenas 8% dos pacientes relataram ter diagndéstico prévio de
insuficiéncia cardiaca congestiva.

O diagnéstico feito pela equipe assistente foi de angina instavel em
77% dos pacientes e de IAM sem supradesnivel de ST em 22%. De acordo

com a classificagdo de risco TIMI para SIMI sem supradesnivel do segmento
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ST, a maioria dos pacientes (64%) apresentava risco moderado (trés ou quatro
pontos). As medicacdes de uso prévio também estdo descritas na Tabela 1.

Os exames laboratoriais realizados na admissao estdo descritos na
Tabela 2. Seus resultados demonstraram niveis hematimétricos (has suas
medianas) dentro da normalidade. A mediana da hemoglobina foi de 13,7g/dL,
leucécitos 8.000/mm?3 e plaguetas 220.000/mm3. Os parametros de funcéo
renal utilizados (ureia, creatinina e clearance de creatinina) mostraram valores
de mediana de 39,5mg/dL, 1,01lmg/dL e 60mL/minuto, respectivamente. O
perfil lipidico mostrou valores préximos as metas de controle, tendo em vista
que 80% da populacédo referia uso prévio de estatinas. A primeira glicemia
dosada laboratorialmente apresentou mediana de 115 mg/dL e a hemoglobina

glicosilada,6,2%.
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Tabela 1 - Caracteristicas basais dos pacientes na admisséao

Idade em anos (média + DP) 64,2 +9,7
Sexo feminino (%) 54,3
Antecedentes Médicos

Diabetes (%) 48,6
Hipertenséo (%) 87,1
Dislipidemia (%) 82,9
Tabagismo atual (%) 15,7
Obesidade (%) 22,9
Histéria familiar para DAC (%) 40
IAM prévio (%) 58,6
ATC ou RM prévios (%) 54,3
Insuficiéncia Cardiaca (%) 8,6

Diagnoéstico na Admisséao

Angina Instavel (%) 77,1
IAM sem supra de ST (%) 22,9
Classificagao TIMI de Risco

0az2 (%) 21

3ed (%) 64

=25 (%) 15

Medicacdes de uso prévio

Inibidores de bomba de proétons (%) 45,7
Betabloqueadores (%) 78,6
Blogueadores de Canal de Calcio (%) 15

IECA/BRA (%) 64,3
Espironolactona (%) 4,3

Legendas: DAC: doenca arterial coronariana; ATC: angioplastia transluminal
coronariana; RM: cirurgia de revascularizac@o miocardica; IECA: inibidores da
enzima conversora da angiotensina; BRA: blogueadores do receptor da
angiotensina.
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Tabela 2 - Resultados dos exames laboratoriais realizados na admissao

Exames Mediana (p25/p75)
Hemoglobina (g/dL) 13,7 (12,8/14,7)
Leucdcitos (/mms3) 8.000 (6.480/9.150)
Plaquetas (/mm?3) 220.000 (179.000/273.000)
Creatinina (mg/dL) 1,01 (0,89/1,18)
Ureia (mg/dL) 39,5 (33/47,25)
Clearance de Creatinina (mL/min) 60 (58/60)
Colesterol Total (mg/dL) 170 (146,25/204)
LDL Colesterol (mg/dL) 98 (76,75/122)
HDL Colesterol (mg/dL) 38,5 (32,75/45)
Triglicérides (mg/dL) 149,5 (107,75/231)
Glicemia (mg/dL) 115 (95/147)
Hemoglobina Glicosilada (%) 6,25 (5,8 /7,08)
CKMB (ng/mL) 4,26 (2,88 /7,36)
Troponina (ng/mL) 0,2 (0,2/0,29)

Legenda: p25: percentil 25; p75: percentil 75; LDL: lipoproteina de baixa densidade; HDL:
lipoproteina de alta densidade.

Ecocardiogramas foram realizados em apenas 39 pacientes,
lembrando que a indicacdo do exame era realizada pela equipe médica
assistente, sem a participacdo dos investigadores. A principal explicacdo para
esse baixo percentual de realizacdo de ecocardiogramas decorre de uma
parcela significativa dos pacientes terem sido manejados na Unidade de
Emergéncia sem hospitalizacdo. A mediana da fracdo de ejecao foi de 56% e
do didmetro diastolico 50mm.

Sessenta e um pacientes foram submetidos a cineangiocoronariografia,

sempre a critério da equipe médica assistente. A média * desvio-padrdo do
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escore de vasos foi de 1,93 + 1,12; escore de estenose de 12,84 + 8,03; e de
extenséo de 57,43 + 65,04.

Todos os pacientes incluidos no estudo estavam em uso de AAS na
dose de 100 ou 200mg por dia. Tanto na fase aguda quanto na fase tardia 85%
dos pacientes utilizavam AAS na dose de 100mg por dia, enquanto 15%
utilizavam 200mg por dia. Dois pacientes utilizavam 200mg por dia na fase
aguda e passaram a usar 100mg por dia na fase tardia e dois pacientes
utilizavam 100mg por dia na fase aguda e passaram a usar 200mg por dia na

fase tardia.

4.2 Objetivo primario: Comparacdo dos testes plaquetarios entre as

fases aguda e tardia.

O resultado da agregacdo plaquetaria média em resposta ao AAS,
aferida pelo PFA-100®, foi similar na fase aguda em relacdo a fase tardia
(215,9 £ 83,75 segundos versus 200,51 + 84,63 segundos, p=0,233) (Tabela 3
e Figura 3). Por outro lado, valores significativamente maiores da
agregabilidade plaguetaria foram detectados na fase aguda, em relacao a fase
tardia, quando utilizados os testes funcionais COX-1 especificos (Tabela 4 e
Figuras 4 e 5) (AST com AA e VFN®): para AST 3,06 + 4,81 versus 1,69 *
3,96, p=0,029, e para VFN 504,39 + 72,32 versus 473,71 £ 64,12; p=0,004. Os
outros testes funcionais COX-1 ndo especificos (AST com colageno, aléem dos

resultados ja descritos do PFA-100®) e o teste bioquimico (TXB2) nao
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mostraram diferencas estatisticamente significativas entre as duas fases

analisadas, como se pode notar na Tabela 3.

Tabela3- Testes plaquetarios: comparacdo entre as fases aguda e

tardia
Fase Aguda Fase Tardia
Teste Média + DP Média + DP p
PFA 215,9 83,75 200,51 84,63 0,233
AST com AA 3,06 4,81 1,69 3,96 0,029
VFN 504,39 72,32 473,71 64,12 0,004
AST com Col 7,19 5,64 6,46 5,09 0,658
TXB:2 6,97 16,33 5,03 12,34 0,861

Legendas: DP: desvio-padréo; AST: agregometria com sangue total; AA: acido aracdénico;
Col: Colageno; PFA: platelet function analyzer®; TXB2: tromboxane Bz; VFN: VerifyNow®;
p: valor de p.

350
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200 |

PFA-100®

150 +
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I

Aguda Tardia
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Legendas: PFA: platelet function analyzer®; p: valor de p.

Figura3 - Resultados do PFA: comparacao entre as fases aguda e tardia
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Legenda: AST com AA: agregometria de sangue total com acido aracdonico; p: valor de p.

Figura4 - Resultados do AST com AA: comparacgao entre as fases aguda e

tardia
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Legenda: VFEN: VerifyNow®; p: valor de p.

Figura5- Resultados do VFN: comparacao entre as fases aguda e tardia.



Resultados 38

As analises foram repetidas excluindo-se os quatro pacientes que
haviam modificado a dose do AAS na fase aguda em relacao a fase tardia, e os
resultados foram similares aos apresentados na Tabela 3.

Quando os resultados dos testes plaquetarios foram categorizados de
acordo com os valores de corte previamente descritos (ver metodologia), os
resultados foram similares, com os testes funcionais COX-1 especificos (AST
com AA e VFN) mantendo diferencas estatisticamente significativas na fase
aguda em relacdo a fase tardia (prevaléncia de AAPR em uso do AAS pela
AST com AA: 31,4% versus 12,8%, p=0,015; e pelo VFN: 32,1% versus 16%,
p=0,049). Ja os testes COX-1 néo especificos (AST com colageno e PFA) e o
teste bioquimico (TXB2) ndo mostraram diferencas estatisticamente

significativas da fase aguda em relacao a fase tardia (Tabela 4 e Figura 6).

Tabela 4 - Prevaléncia de AAPR: comparacdo entre as fases aguda e

tardia
Fase Aguda Fase Tardia

Teste AAPR AAPR p
PFA 34,2% 40% 0,503
AST com AA 31,4% 12,8% 0,015
VFN 32,1% 16% 0,049
AST com Col 33,8% 30,8% 0,860
TXB:2 14,6% 12,6% 1,000

Legendas: AST: agregometria com sangue total; AA: acido aracddnico; Col: Colageno; PFA:
platelet function analyzer®; TXBz: tromboxane Bz; VFN: VerifyNow®; p: valor de p.
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%

AST com AA VFN PFA AST com Col TXB2

Teste

M Fase Aguda HFase Cronica

Legendas: AST: agregometria com sangue total; AA: acido aracdénico; Col: Colageno;
PFA: platelet function analyzer®; TXBz: tromboxane Bz; VFN: VerifyNow®; p.

Figura6 - Prevaléncia de AAPR: comparacao entre as fases aguda e tardia

A partir dos achados descritos, os pacientes foram separados em
quatro grupos de acordo com os resultados dos testes COX-1 especificos (AST

com AA e VFN) nas fases aguda e tardia:

Grupo A: Resposta Adequada na fase aguda (-)-> Adequada na fase
tardia (-)

Grupo B: Resposta Adequada na fase aguda (-)=> AAPR na fase tardia
(+)

Grupo C: AAPR na fase aguda (+) > AAPR na fase tardia (+)

Grupo D: AAPR na fase aguda (+) = Adequada na fase tardia (-)

Na Tabela 5 esta demonstrada a distribuicdo dos quatro grupos de

acordo com os dois testes COX-1 especificos (AST com AA e VFN) utilizados.
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O indice Kappa (teste de concordancia) foi igual a 0,416 (p<0,001), indicando
que 67,9% dos pacientes foram classificados da mesma forma nos dois

métodos.

Tabela5- Distribuicdo dos pacientes nos quatro grupos de acordo com
0 AST com AA e VFN

Grupos AST com AA VFN
A () 60% (42) 60,71% (34)
B (-)/(+) 8,57%(6) 7,14%(4)
C (+)/(+) 4,29% (3) 8,93%(5)
D(+)/(-) 27,14% (19) 23,21% (13)

AST com AA: agregometria de sangue total com acido aracdénico; VFN: VerifyNow®.

Na Tabela 6 sdo descritas as caracteristicas basais dos pacientes na
admisséo de acordo com os grupos de respostas pela AST com AA. Como se
pode notar, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas

em relacdo a essas variaveis nos quatro grupos.
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Tabela 6 - Caracteristicas basais dos pacientes de acordo com 0S grupos
pelo AST com AA

QUQ) () (H)(+) () p

(n=42) (n=6) (n=3) (n=19)
ldade (media = oP) 64,26(8,63) 69,5(15,6) 62,67(11,93) 62,68(10,03) 0,738
Feminino (%) 59,52 50 66,67 42,11 0,595
Antecedentes Médicos
DM (%) 42,86 50 33,33 63,16 0,521
HAS (%) 83,33 100 100 89,47 0,763
Dislipidemia (%) 78,57 83,33 100 89,47 0,832
Tabagismo* (%) 14,29 16,67 0 21,05 0,927
Obesidade (%) 21,43 50 0 21,05 0,415
HF + DAC (%) 38,10 33,33 33,33 47,37 0,886
IAM previo (%) 59,52 50 66,67 57,89 0,970
ATC/RMprevio (%0) 52,38 50 66,67 57,89 0,971
ICC (%) 11,9 0 0 5,26 0,854
Diagnoéstico na Admisséo
Al (%) 76,19 100 33,33 78,95 0,181
IAMSST (%) 23,81 0 66,67 21,05 0,181
Classificagao TIMI de Risco
0a2 (%) 26,19 16,67 33,33 10,53 0,717
3e4 (%) 59,52 83,33 66,67 68,42
=5 (%) 14,29 0 0 21,05

Legendas: DM: diabetes mellitus; HAS: hipertensdo arterial sistémica; HF+: histéria familiar
positiva; DAC: doenca arterial coronariana; IAM: infarto agudo do miocardio; ATC: angioplastia
transluminal coronariana; RM: cirurgia de revascularizagdo miocérdica; ICC: insuficiéncia
cardiaca; Al: angina instavel; IAMSST: infarto agudo do miocéardio sem supradesnivel de ST.

A Tabela 7 demonstra as caracteristicas basais dos pacientes na
admissdo dos quatro grupos de respostas pelo VFN. De acordo com os
resultados encontrados, os pacientes do grupo C pelo VFN (resposta

inadequada na fase aguda e na fase tardia) tinham mais frequentemente
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histéria prévia de diabetes que o grupo B (n=4, 100% versus n=0, p=0,045). As
outras caracteristicas ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas nos quatro grupos.

Tabela 7 - Caracteristicas basais dos pacientes de acordo com 0s grupos
pelo VFN

/() (C)(+) (H)(+) (/) P

(n=34) (n=4) (n=4) (n=13)
Idade (media+oP) 65,52(8,53) 57,25(6,02) 67,4(40,69) 62,23(9,14) 0,145
Feminino (%) 55,88 50 80 38,46 0,488
Antecedentes Médicos
DM (%) 41,18 0 100 69,23 0,045
HAS (%) 85,29 100 100 84,62 1,00
Dislipidemia (%) 85,29 100 100 76,92 0,727
Tabagismo* (%) 8,82 25 20 7,69 0,428
Obesidade (%) 23,53 50 0 46,15 0,129
HF + DAC (%) 32,35 75 20 61,54 0,116
IAM previo (%) 61,76 50 80 53,85 0,799
ATC/RM previo (%) 58,82 50 60 30,77 0,345
ICC (%) 5,88 0 0 7,69 1,00
Diagndstico na Admissao
Al (%) 82,35 50 100 76,92 0,275
IAMSST (%) 17,65 50 0 23,08 0,275
Classificacao TIMI de Risco
0az2 (%) 29,41 25 33,33 0 0,432
3ed (%) 55,88 75 66,67 100
25 (%) 14,71 0 0 0

Legendas: DM: diabetes mellitus; HAS: hipertensdo arterial sistémica; HF+: histéria familiar
positiva; DAC: doenca arterial coronariana; IAM: infarto agudo do miocardio; ATC: angioplastia
transluminal coronariana; RM: cirurgia de revascularizagdo miocéardica; ICC: insuficiéncia
cardiaca; Al: angina instavel; IAMSST: infarto agudo do miocéardio sem supradesnivel de ST.
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4.3 Relacéo entre o desfecho composto de 6bito, IAM, angina instavel
e necessidade de revascularizacdo e de internacdo, aos trés

meses de evolugdo, com niveis de agregacao plaquetaria

Aos trés meses de seguimento dez pacientes relataram eventos, sendo
gue nado houve obito, IAM ou revascularizacdo. Cinco pacientes apresentaram
angina e sete pacientes foram reinternados (dois pacientes foram reinternados
por angina e cinco pacientes por dispneia). Quando se comparou as médias *
desvio-padrdo dos testes plaquetarios realizados na fase aguda, ndo houve
diferencas significativas entre os pacientes com eventos cardiovasculares

maiores em trés meses e 0s pacientes livres de eventos (Tabela 8).

Tabela 8 - Comparacao entre os niveis de agregacado plaquetéaria da fase
aguda em relacdo a incidéncia de eventos (IAM, angina, 6bito,
reinternacao e revascularizacao) em trés meses.

Eventos Livre de Eventos
Teste Média + DP Média + DP P
AST com AA 3,6 5,6 2,9 4,7 0,741
VFN 499,8 91,1 505,3 68,9 0,679
AST com Col 6,82 7,1 7,3 54 0,554
PFA 219,6 85,8 215,2 84,1 0,927
TXB:2 7,6 19,8 6,8 15,8 0,842

Legendas: DP: desvio-padrao; AST: agregometria com sangue total; AA: acido aracdénico;
Col: Colageno; PFA: platelet function analyzer®; TXBz: tromboxane Bz; VFN: VerifyNow®;
p: valor de p.



Resultados 44

Quando se comparou 0s grupos de acordo com a resposta ao AST
com AA e ao VFN (A, B, C, D) em relacdo a incidéncia de eventos, também
ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre eles
(Tabela 9). Pelo teste qui-quadrado para tendéncia linear observou-se que nao
ha tendéncia significativa da presenca de eventos em relacdo a gravidade dos

grupos de AST com AA (p=0,914) e VFN (p=0,680).

Tabela9 - Comparacdo da incidéncia de eventos entre os grupos de
acordo com o AST com AA e com o VFN

GG GO D) (D)
ASTAA (n=42) (n=6) (n=3) (n=19)

Eventos N=7 N=0 N=0 N=4 0,549
16,70% 0,00% 0,00% 21,10%
VFN (n=34) (n=4) (n=5) (n=13) p
Eventos N=6 N=0 N=0 N=3 0,62

17,60% 0,00% 0,000 23,10%

Legendas: AST: agregometria com sangue total; AA: acido aracddnico; VFN:
VerifyNow®; p: valor de p.

4.4 Correlacdo entre os diferentes testes plaquetarios utilizados: TXBo2,

PFA, VFN e AST com AA e AST com Colageno

Como demonstrado na Tabela 10, os testes de agregacéao realizados
na fase aguda apresentaram correlacdo estatisticamente significativa entre
eles, a excecdo do TXB2 com a AST com colageno. No entanto, a magnitude

dessa correlacéo foi considerada moderada (>0,4) somente entre AST com AA
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e AST com colageno e entre VFN e TXB2. As demais correlagdes foram

consideradas fracas (>0,2 e 0,4).

Tabela 10 - Correlacdo dos testes de agregacdo plaquetaria na fase

aguda
AST AA AST Col TXB2 VEN
PFA I's -0,429 -0,281 -0,362 -0,279
P <0,001 0,019 0,003 0,032
AST AA 1 0,498 0,315 0,393
P <0,001 0,010 0,002
AST Col s 0,150 0,318
P 0,234 0,015
TXB2 Is 0,472
P <0,001

Legendas: AST: agregometria com sangue total; AA: acido aracddnico; Col:
Colageno; PFA: platelet function analyzer; TXB2: tromboxane Bz; VFN: VerifyNow®;
p: valor de p; rs: coeficiente de correlagio de Spearman,

Tabela 11 - Correlacdo dos testes plaquetéarios na fase tardia

AST AA AST Col TXB:2 VFN

PFA I's -0,340 -0,524 -0,159 -0,356

P 0,004 <0,001 0,198 0,004

AST AA s 0,414 0,191 0,433
P <0,001 0,121 <0,001

AST Col s 0,260 0,566
P 0,035 <0,001

TXB2 1 0,312
P 0,014

Legendas: AST: agregometria com sangue total; AA: acido aracddnico; Col:
Colageno; PFA: platelet function analyzer; TXBz: tromboxane Bz; VFN: VerifyNow®;
p: valor de p; rs; coeficiente de correlagéio de Spearman.
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A Tabela 11 descreve a correlacdo entre os testes plaquetarios
realizados na fase tardia. Nessa fase 0s testes apresentaram correlacao
estatisticamente significativa entre eles, a excecao do TXB2 com o PFA e com
AST com AA. A magnitude dessa correlacéo foi considerada moderada (>0,4)
entre AST com colageno e PFA, entre AST com colageno e AST com AA, entre
AST com AA e VFN, entre AST com colageno e VFN. A correlacao foi fraca

(>0,2 e <0,4) entre os demais.

4.5 Relacéo entre a carga ateroesclerotica pela

cineangiocoronariografia e os testes plaquetarios

De acordo com as andlises realizadas, ndo se encontrou correlacao
significativa entre os escores angiograficos de extensdo e de estenose, e 0s
resultados dos testes plaquetarios obtidos durante a fase aguda, como se nota

na Tabela 12.

Tabela 12 - Correlacdo entre os escores angiograficos de extensédo e de
estenose e o0s resultados dos testes plaquetarios na fase

aguda
PFA AST AA AST Col TXB2 VEN
CATE EXT rs -0,003 -0,011 0,005 -0,033 0,104
p 0,9781 0,931 0,968 0,803 0,457
CATE EST rs 0,567 -0,209 -0,170 0,032 0,074
p 0,664 0,104 0,193 0,807 0,594

Legendas: CATE EXT: escore angiografico de extensdo; CATE EST: escore angiografico de
estenose; PFA: platelet function analyzer; AST: agregometria com sangue total; AA: acido
aracdodnico; Col: Coladgeno; TXB2: tromboxane Bz; VFN: VerifyNow®; p: valor de p; rs; coeficiente de

correlagdo de Spearman,
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De acordo com os resultados do escore angiografico de vasos, nove

(14,75%) pacientes nao tinham estenose >70% em nenhuma das trés artérias

coronarias principais, e 27 (44,26%) tinham estenose >70% nas trés referidas

artérias (Tabela 13).

Tabela 13 - Distribuicdo dos pacientes de acordo com o escore

angiografico de vasos

CATE VAS N %
0 9 14,75
1 13 21,31
2 12 19,67
3 27 44,26

Legenda: CATE VAS: escore angiografico de vasos.

Quando se analisou a relacdo entre o escore angiografico de vasos e

os resultados de fase aguda dos testes plaquetarios, ndo se encontrou

associacao significativa entre as variaveis (Tabela 14).
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Tabela 14 - Relacéo entre o escore angiografico de vasos e os resultados
de fase aguda dos testes plaquetérios

CATEVAS 0 1 2 3 p
PFA 225,88 (93,32) 208,46 (92,73) 168,58 (73,57) 226,66 (81,86) 0,192
média (DP)

AST AA 2,11 (2,97) 5 (5,58) 3,83 (6,58) 2,11 (4,22) 0,354
média (DP)

AST Col 6,88 (5,08) 7,30 (6,19) 8,33 (6,93) 6,11 (4,88) 0,853
média (DP)

TXB, 4,08 (8,55) 14,3 (25,4) 2,96 (5,09) 6,98 (17,4) 0,98
meédia(DP)

VEN 488,87 (48,41) 529,18 (62,41) 494,40 (76,32) 513,75(78,69) 0,471
média(DP)

Legendas: CATEVAS: escore angiografico de vasos; PFA: platelet function analyzer; AST:
agregometria com sangue total; AA: acido aracddnico; Col: Coldgeno; TXB2: tromboxane B2; VFN:
VerifyNow®; p: valor de p.

4.6 Relacdo entre PCR e IL-6 com os testes plaquetarios

Os marcadores inflamatérios dosados foram a PCR ultrassensivel e a
IL-6. Quando se comparou os valores da fase aguda com a fase tardia,
somente a PCR apresentou resultados significativamente superiores na fase
aguda em relacdo a fase tardia (Tabela 15). A IL-6, apesar de apresentar uma
tendéncia (demonstrada pelo percentil 75), nao alcancou significancia

estatistica.
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Tabela 15 - Comparacdo dos marcadores inflamatorios (PCR e IL-6) na
fase aguda versus a fase tardia

Aguda Tardia
p25 Mediana p75 p25 Mediana p75 p
IL-6 2,0 2,1 5,68 2,0 2,0 3,25 0,110

PCR us 1,54 2,84 8,41 0,73 1,41 5,64 0,006

Legendas: p25: percentil 25; p75: percentil 75; IL-6: interleucina 6; PCR us: proteina C reativa
ultrassensivel.

Quando se analisou a variacdo dos marcadores inflamatérios (fase
tardia — fase aguda) e dos testes plaquetarios, foi encontrada uma correlacéo
fraca, porém significativa, entre o delta da PCR e do VFN (rs 0,34; p=0,01)

(Tabela 16 e Figura 7).

Tabela 16 - Correlacdo entre a variagcdo dos marcadores inflamatérios e
dos testes plaquetarios (fase tardia — fase aguda)

PFA AST AA AST Col TXB:2 VEN
PCRus s -0,116 0,101 0,129 0,233 0,342
p 0,339 0,408 0,298 0,068 0,01
IL-6 I's 0,104 -0,149 -0,095 0,014 -0,016
p 0,421 0,249 0,469 0,915 0,911

Legendas: PCR us: proteina C reativa ultrassensivel; IL-6: interleucina-6; PFA: platelet function
analyzer; AST: agregometria com sangue total; AA: acido aracddnico; Col: Colageno; TXB::
tromboxane B2; VFN: VerifyNow®; p: valor de p; rs: coeficiente de Spearman.
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200 - r=0,342
150 - Pp=0,010

Delta do VFN
o

_250 1 1 1 1 1 1 |
-80 -60 -40 -20 0 20 40 60

Delta da PCR

Legenda: PCR: proteina C reativa; VFN: VerifyNow®; r: coeficiente de Spearman®

Figura7:  Correlagdo entre a variagao da PCR e do VFN (fase tardia — fase
aguda)

4.7 Analises de subgrupos

Foram analisados nove subgrupos pré-especificados em relacdo aos
resultados dos testes plaquetarios AST com AA e VFN na fase aguda e na
variacao entre as fases aguda e tardia (fase tardia — fase aguda). Na Tabela 17
estdo demonstrados os resultados destas analises; como se pode notar, ndo

houve diferencas estatisticamente significativas entre os subgrupos analisados.
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Tabela 17 - Analise de subgrupos em relacdo a variacdo dos testes AST

com AA e VFN (fase tardia — aguda)

A AST AA P A VFN p
> 65 anos -0,69 (7,2) 0,368 -23,51 (65,37) 0,257
< 65 anos -2,05 (5,01) -44,60 (99,46)
Masculino -0,62 (5,31) 0,079 -16,4 (53,55) 0,100
Feminino -2,31 (6,98) -53,29 (105,72)
Tabagismo -2,2 (6,95) 0,500 -37 (139,05) 0,443
N&o Tabagismo  -1,27 (6,06) -33,5 (76,99)
Glic=2126mg/dL  -2,04 (6,27) 0,630 -26,25 (75,78) 0,337
Glic <126mg/dL  -0,47 (6,38) -43,53 (96,08)
HBg >6% -1,65 (6,4) 0,936 -39,42 (93,18) 0,891
HBg <6% -1,14 (6,1) -32,9 (69,2)
Al -1,14 (6,55) 0,945 -34,15 (80,09) 0,723
IAMSST -2,33 (4,49) -32,72 (102,18)
Estatina -1,6 (6,7) 0,234 -38,24 (89,6) 0,342
Sem estatina -0,53 (2,78) -17,5 (57,04)
IECA -1,51 (6,57) 0,486 -28,14 (90,75) 0,412
Sem IECA -1,2 (5,4) -43 (72,41)
IBP -1,09 (6,2) 0,968 -34,53 (84,15) 0,595
Sem IBP -1,37 (6,1) -32,17 (87,33)

Legendas: AAST: variacdo da agregometria com sangue total (fase tardia — fase aguda); AA:
acido aracdbnico; AVFN: variagdo do VerifyNow®(fase tardia — fase aguda); =: maior ou igual;
<: menor; Glic: glicose; HBg: hemoglobina glicosilada; Al: angina instavel; IAMSST: infarto
agudo do miocardio sem supradesnivel de ST; IECA: inibidores da enzima de conversédo da
angiotensina; IBP: inibidores da bomba de prétons; p: valor de p.
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4.8 Avaliacdo da relacdo entre os testes plaquetarios e presenca ou
ndo de polimorfismo do receptor plaquetario da glicoproteina

lIb/llla

Foi possivel obter resultados de genotipagem para 67 pacientes
estudados. As frequéncias genotipicas encontradas foram: CC 2,9% (n=2), CT
22,9% (n=16) e TT 70% (n=49). Devido ao pequeno numero de individuos com
0 genotipo CC, optamos por agrupar este genotipo ao CT, e comparar essa
associacdo com o genotipo TT. Assim, na Tabela 18 sdo apresentadas as
caracteristicas basais dos pacientes de acordo com o grupo genotipico.

Como se pode notar, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos genotipicos em relacdo as caracteristicas basais

apresentadas na Tabela 18.
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Tabela 18 - Caracteristicas basais dos pacientes na admisséo de acordo
com 0 grupo genotipico

CT+CC TT Total
Idade em anos (média £ DP) 62 (10) 65 (9) 64,2+9,7
Sexo Feminino (%) 55,6 53,1 54,3
Antecedentes Médicos
Diabetes (%) 66,7 44,9 48,6
Hipertensao (%) 88,9 85,7 87,1
Dislipidemia (%) 83,3 81,6 82,9
Tabagismo Atual (%) 22,2 10,2 15,7
Obesidade (%) 27,8 22,4 22,9
Histéria Familiar para DAC (%) 33,3 42,9 40
IAM prévio (%) 72,2 53,1 58,6
ATC ou RM prévios (%) 44 4 59,2 54,3
Insuficiéncia Cardiaca (%) 16,7 6,1 8,6
Diagnéstico na Admisséo
Angina Instavel (%) 72,2 79,6 77,1
IAM sem supra de ST (%) 27,8 20,4 22,9
Classificagdo TIMI de Risco
0az2 (%) 11,2 24,5 21
3e 4 (%) 61,1 67,4 64
25 (%) 27,8 8,2 15
MedicacBes de uso prévio
AAS (%) 100 100 100
Estatinas (%) 77,8 79,6 80
Inibidores de bomba de prétons (%) 47,1 47,9 47,1
Betabloqueadores (%) 83,3 75,5 78,6
Blogueadores de Canal de Calcio (%) 16,7 24,5 15
IECA/BRA (%) 72,2 61,2 64,3
Espironolactona (%) 11,1 2,0 43

Legendas: DAC: doenca arterial coronariana; ATC: angioplastia transluminal coronariana; RM:
cirurgia de revascularizagdo miocdardica; IECA: inibidores da enzima conversora da
angiotensina; BRA: bloqueadores do receptor da angiotensina.
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Os resultados dos testes plaquetarios nas fases aguda e tardia foram

entdo reanalisados, levando-se em consideracdo agora 0 grupo genatipico.

Assim, foi testada a hipotese de que eventuais diferencas entre as fases aguda

e tardia seriam moduladas por diferengas genotipicas.

Tabela 19 - Testes de agregacao plaguetaria: comparacao entre as fases
aguda e tardia de acordo com o0 grupo genotipico

Fase aguda Fase tardia
Teste CT+CC TT CT+CC TT
Média (DP) Média (DP) Média (DP) Média (DP)

PFA-100® 203 (83) 218 (85) 198 (85) 195 (84)
AST com AA 4 (5) 3(5) 1 (3) 2 (4)
VFN® 515 (83) 500 (67) 483 (72) 473 (61)
AST com Col 9 (5) 6 (6) 7 (5) 7 (5)
TXB2 11 (21) 6 (14) 12 (21) 3 (6)

Legendas: DP: desvio-padrdo; AST: agregometria com sangue total; AA: acido aracdénico; Col:

Colageno; PFA: platelet function analyzer®; TXB2: tromboxane B2; VFN: VerifyNow®; p: valor

de p.
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Tabela 20 - Teste estatistico do efeito tempo, genotipo e interacdo tempo

e gendtipo
Teste P valor efeito | P valor efeito de P valor
de tempo genotipo interacao tempo
* gendtipo
PFA 0,33 0,74 0,51
AST com AA 0,03 0,71 0,21
VFN 0,01 0,28 0,95
AST com Col 0,54 0,40 0,36
TXB:2 0,72 0,03 0,41

Legendas: AST: agregometria com sangue total; AA: acido aracdonico; Col: Colageno; PFA: platelet
function analyzer®; TXBz: tromboxane Bz; VFN: VerifyNow®; p: valor de p.

De acordo com os dados apresentados nas Tabelas 19 e 20 os testes
AST com AA e VFN demonstraram resultados de agregacdo plaquetaria com
diferencas estatisticamente significativas entre as fases aguda e tardia (p=0,03
e p=0,01, respectivamente). No entanto, o grupo genotipico ndo apresentou
influéncia sobre os resultados dos mesmos testes (p=0,71 e p=0,28). J& 0s
resultados do TXB2 ndo apresentaram diferencas significativas entre as fases
aguda e tardia (p=0,72), mas foram diferentes de acordo com o0 grupo
genotipico (p=0,03). Os pacientes com os genétipos CT ou CC apresentaram
valores significativamente maiores do que os com genétipo TT, tanto na fase

aguda quanto na fase tardia



5. Discussao
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Alguns estudos ja haviam demonstrado que o0 uso prévio de AAS € um
fator de risco independente para o desenvolvimento de eventos isquémicos em
pacientes portadores de SIMI sem supradesnivel do segmento ST(48, 49).
Embora a explicacdo desse achado ainda ndo esteja totalmente esclarecida,
uma das hipoteses seria a de que esses individuos apresentariam AAPR e,
portanto, ma resposta ao AAS, tornando a medicacdo menos efetiva. Todavia,
nao se sabe se a AAPR diagnosticada na fase aguda das SIMI representaria
um fendmeno transitorio, desaparecendo na fase tardia, ou se seria um estado

permanente, independente da fase aguda.

5.1 Comparacéo dos testes plaquetéarios entre as fases aguda e tardia

Em estudo publicado em 2005, Hobikoglu e cols.(50) compararam a
prevaléncia de AAPR em uso do AAS em duas populacdes diferentes (uma de
pacientes hospitalizados na fase aguda das SIMI e outra de portadores de DAC
cronica). Nesse estudo demonstrou-se, por meio do PFA-100, que a
prevaléncia de AAPR foi maior nos pacientes avaliados durante a fase aguda
das SIMI, em relacdo aqueles avaliados durante a fase cronica (40,3% x 27%,
respectivamente, p=0,04).

Entretanto, do que seja do nosso conhecimento até o presente
momento nenhum estudo testou, numa mesma populacao, a hipotese de que a
AAPR com o uso do AAS poderia ser um fendmeno transitorio das SIMI,

ocorrendo de forma mais significativa na fase aguda do que na fase tardia.
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Tal hipdtese foi testada como objetivo principal do presente estudo,
demonstrando-se que a AAPR em uso do AAS realmente € mais prevalente na
fase aguda das SIMI do que na fase tardia, de acordo com os testes COX-1
especificos (VerifyNow: 31,4% x 12,8%, p=0,015; e agregometria de sangue
total com &cido aracdonico: 32,1% x 16%, p= 0,049, respectivamente).

Algumas explicacbes sdo aventadas para justificar tais achados,
algumas testadas de forma pré-especificada como objetivos secundarios no
presente projeto. Uma primeira explicacdo seria a presenca de uma alta taxa
de renovacdo plaquetaria decorrente da fase aguda das SIMI. Como
demonstrado em estudos de miocroangiopatia diabética(42, 43) e em pos-
operatorio de cirurgia cardiaca(51), pode ocorrer aumento significativo do
namero de plaquetas imaturas circulantes em decorréncia do consumo
plaquetéario pelo endotélio disfuncional, levando a um aumento exponencial da
taxa de renovacdo plaquetéria. Essas plaquetas recém-formadas possuem
algumas caracteristicas que as diferem das plaquetas maduras, como por
exemplo maior reatividade e maior concentracdo de COX-2 e de COX-1 nao
blogueada(19). No presente estudo nao foi realizada a mensuragdo da
concentracdo de plaquetas imaturas e, portanto, essa hip6tese ndo pode ser
testada.

Outras explicagbes para nossos achados poderiam estar relacionadas
a carga aterosclerética, estado inflamatério sistémico, ou ainda a presenca de
polimorfismos genéticos, hipdteses estas testadas no presente estudo como

objetivos secundarios, e que seréo discutidas na sequéncia.
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5.2 Carga aterosclerotica

No presente estudo 87% dos pacientes foram submetidos a
cineangiocoronariografia, que foi utillizada para a estimativa da carga
aterosclerotica por meio de trés escores angiograficos. Nao foi encontrada
correlacdo significativa entre os resultados desses escores e os dos testes
plaquetéarios nessa populacéo.

Da mesma forma, no estudo de Hobikoglu e cols.(50), ndo foi
identificada diferenca no resultado dos escores angiograficos de extenséo e
gravidade entre pacientes considerados portadores de AAPR em uso do AAS e
0S pacientes com resposta adequada. De forma oposta, Mangiacapra e
cols.(52) encontraram correlacdo significativa entre a AAPR em uso de
clopidogrel através do VerifyNow® e a carga aterosclerotica medida através da
cineangiocoronariografia com diferentes escores angiograficos em pacientes
com DAC estavel que seriam submetidos a ICP. Adicionalmente, em 2012,
Chirumamilla e cols.(53) estudaram a carga aterosclerética de 335 pacientes
que seriam submetidos a ICP, utilizando o ultrassom intracoronario. Nesse
estudo foi demonstrada correlacdo significativa entre a AAPR em uso de
clopidogrel, medida pelo VerifyNow® e a carga aterosclerdtica (extensédo e
volume da placa).

As diferencas encontradas nesses estudos em relacdo ao atual podem
ser explicadas pelas diferencas metodologicas utilizadas. Em primeiro lugar, a
populacdo estudada nos estudos descritos incluiu pacientes com DAC estavel,
em contraposicdo a nossa populacdo de pacientes com SIMI. Em segundo

lugar, os métodos utilizados para estimativa da carga aterosclerética foram


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chirumamilla%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22595163

Discussdo 60

diferentes (diferentes escores e a utilizacdo do USIC). Ainda, os dois ultimos
estudos descritos avaliaram a resposta antiplaquetéaria ao clopidogrel e ndo ao
AAS. Sendo assim, € possivel que, ao se utlizar metodologia de maior
acuracia como o USIC, ou mesmo por meio da adicdo de outros escores
angiograficos, poder-se-ia detectar a correlacdo descrita entre a AAPR em uso
de AAS e a carga aterosclerética em alguns desses estudos, que, todavia, ndo

seria detectada em outros.

53 Marcadores inflamatoérios

A segunda hipétese testada que poderia explicar os nossos achados foi
a de que a variacdo dos marcadores inflamatérios (fase tardia e fase aguda)
poderia se relacionar com a variagdo dos testes plaguetarios. Ou seja, quanto
maior a variacdo dos marcadores inflamatorios maior também seria a variacéo
dos testes plaquetérios, inferindo-se que o estado inflamatério da fase aguda
da SIMI influenciaria na variacdo da resposta antiplaquetaria ao AAS.

No presente material, esse comportamento foi verificado somente entre
a PCR e o VFN, no entanto com uma correlacdo apenas fraca, apesar de
significativa (rs 0,34, p=0,01). De forma inesperada, a IL-6 ndo apresentou
valores estatisticamente diferentes entre as fases aguda e tardia, e tampouco
se correlacionou a variacdo dos testes plaquetarios.

Estudos experimentais apontavam para a existéncia de correlacdo
significativa entre os marcadores inflamatérios e AAPR. Em estudo publicado

em 2000, incluindo voluntarios saudaveis submetidos a um estado inflamatorio
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artificial (infusdo endovenosa de endotoxina), demonstrou-se o aumento
significativo da ativacdo plaquetaria, em relacdo ao placebo(54). Em 2010,
Bernlochner e cols.(55) demonstraram, em estudo retrospectivo, com
portadores de DAC estavel, que pacientes com PCR elevada apresentavam
niveis de agregacao plaquetaria avaliada por meio da AST com ADP maiores
do que pacientes com valores considerados normais da PCR, sendo essa
associacdo independente de outras variaveis. Ja em 2005, Ziegler e cols.
demonstraram que em pacientes portadores de doenca arterial periférica ndo
havia correlacdo significativa entre a PCR e os resultados do PFA-100(56), em
consonancia com os nossos achados.

Aqui também as diferencas entre os achados desses estudos podem
ser atribuidas as diferencas metodolégicas empregadas. Em primeiro lugar,
todos os pacientes no nosso estudo eram portadores de SIMI, o que ja implica
um estado inflamatério sistémico, bem demonstrado pela diferenca encontrada
entre os valores da PCR na fase aguda em relacéo a fase tardia. Em segundo
lugar, foram utilizados diferentes testes plaguetarios. O estudo de Ziegler, que
utiizou o PFA-100, também n&do encontrou correlacdo com a PCR, em
consonancia com 0s nossos resultados. J4 na nossa andlise, com o VFN,
houve correlacéo significativa com a PCR, demonstrando a implicacdo do uso
de diferentes testes plaquetarios.

A utilizacdo desses marcadores inflamatérios no cenario das SIMI ja
tem o seu papel prognostico estabelecido. A correlagdo, no entanto, com a
AAPR nesse mesmo cenario ainda precisa ser mais bem definida. Estudos
clinicos adequadamente desenhados para essa finalidade poderédo oferecer

respostas definitivas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bernlochner%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20838744
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5.4 Polimorfismo do receptor plaquetario da glicoproteina lib/llla

A terceira explicacdo para a existéncia de AAPR em uso do AAS, a
qual foi testada nesse estudo, € a presenca de polimorfismos genéticos do
receptor relacionados ao receptor da GPIlIb/llla. Nos nossos achados, os
diferentes gendtipos do receptor ndo influenciaram os resultados dos testes
COX-1 especificos. No entanto, os individuos com os genétipos CC ou CT
apresentaram niveis de TXB2 mais elevados, tanto na fase aguda quanto na
tardia, em relacéo aos portadores do genotipo TT.

Esses achados sugerem que esse polimorfismo poderia influenciar a
resposta bioquimica do AAS, apesar de nao ter influenciado os testes
funcionais. Em uma das publicacbes do projeto Framingham, com 1.422
individuos analisados, demonstrou-se que a variabilidade da funcao plaquetaria
foi associada ao polimorfismo da GPIIb/llla(57). Outro estudo prospectivo, que
contou com a inclusdo de 1.150 pacientes, demonstrou aumento significativo
do risco de estenose poOs-stent coronariano em pacientes com polimorfismo da
GPllIb/llla (47% com PLA2 versus 38% com PLAL, OR 1,42; p=0,009)(58). Em
revisdo sistematica conduzida por Goodman T e cols. (59) foi concluido que a
presenca do polimorfismo do receptor da GPIIb/llla esta associada a AAPR em
uso de AAS, principalmente nos estudos que incluiram voluntarios saudaveis.
Nos estudos que incluiram pacientes portadores de doencas cardiovasculares
essa associacdo foi menos expressiva, e ainda, variou conforme o teste

utilizado para classificar AAPR.
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O pequeno namero de pacientes incluidos nesse estudo ndo permitiu a
analise isolada de cada uma das frequéncias genotipicas, o que pode ter

subestimado a influéncia do polimorfismo sobre a agregacao plaquetaria.

5.5. Correlacao entre os diferentes testes plaquetarios utilizados

No presente estudo foram realizados cinco diferentes testes
plaguetarios simultaneamente em pacientes com SIMI, sendo dois
considerados COX-1 especificos, dois COX-1 ndo especificos e um teste
bioquimico. O comportamento dos testes especificos diferiu dos demais, na
medida em que demonstraram resultados significativamente diferentes entre as
fases aguda e cronica, ao contrario dos néo especificos.

A correlacdo encontrada entre os testes plaquetarios, tanto na fase
aguda quanto na tardia, apesar de estatisticamente significativa, foi de
magnitude fraca/moderada. De forma inesperada, mesmo os testes COX-1
especificos apresentaram uma correlacdo entre si que variou entre fraca e
moderada (rs 0,39, p=0,002 na fase aguda e rs 0,43, p<0,001).

Esses achados estdo de acordo com os resultados de estudos
anteriores publicados na literatura. Em 2007, Lordkipanidzé e cols.(60)
publicaram um estudo com 201 pacientes portadores de DAC estavel em uso
de AAS. Foram realizados seis testes plaquetéarios: agregometria optica (AO)
com &cido aracdonico e ADP, AST com AA, PFA-100, VerifyNow e dosagem de
TXB2 urinario. A prevaléncia de AAPR variou de 4% — com a agregometria

optica com AA — a 59,5% com o PFA-100. E, da mesma forma que o estudo
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atual, esses autores identificaram uma fraca correlacdo entre o0s testes
realizados, inclusive entre os testes COX-1 especificos (AO com AA, AST com
AA e VerifyNow). J& no estudo ASPECT(15), incluindo 125 pacientes com DAC
estavel em uso de AAS, nao foi identificada correlacdo significativa entre os
resultados da AO com AA e os demais testes utilizados (AO com ADP e
coldgeno, PFA-100, VerifyNow, Tromboelastograma, TXB:z urinario). Da mesma
forma, no estudo de Renda G e cols.(61), foram incluidos 77 pacientes em uso
cronico de AAS e nédo foi identificada correlacdo significativa entre os
resultados do PFA, AO com AA e colageno e com o TXB: sérico.

A definicdo de AAPR em uso de AAS nao € uniforme na literatura,
sendo que a sua prevaléncia varia de forma significativa de acordo com o teste
plaquetério utilizado. Essa falta de padronizacdo no teste diagndstico ndo nos
permite conhecer a real prevaléncia da AAPR em uso de AAS, os seus fatores
preditores e o comportamento em diferentes cenarios clinicos.

Em 2009 o Grupo de Estudos em trombose da Sociedade Europeia de
Cardiologia, em conjunto com a Sociedade Polonesa de Cardiologia
Intervencionista, elaboraram um documento com o intuito de uniformizar as
definicbes de AAPR em uso dos antiagregantes(25). Nesse documento propde-
se que para a avaliacdo da resposta ao AAS os testes que devem ser
empregados sdo os funcionais COX-1 especificos (aqueles que utilizam o AA
como agonista), e a dosagem sérica do tromboxane B2. No entanto, a dose
ideal do AA que deve ser usada e o método que reune as melhores
caracteristicas (acuracia, facilidade técnica) ndo foram discutidos.

Na nossa experiéncia, entre os métodos utilizados (AST com AA, AST

com colageno, VerifyNow, PFA-100 e TXB:2 sérico), o VerifyNow foi o teste que
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reuniu as melhores caracteristicas: utiliza o AA como agonista; a dose do AA ja
estd padronizada; utiliza sangue total, dispensando a necessidade de
preparacdo do plasma, e apresentou o comportamento esperado (variacao

significativa entre as fase aguda e cronica).

5.6 Anédlises de subgrupos pré-especificados

No presente estudo foram analisados nove subgrupos (idade menor ou
maior ou igual a 65 anos, sexo masculino ou feminino, tabagismo atual ou néo,
glicemia menor ou maior ou igual a 126mg/dL, hemoglobina glicosilada menor
ou maior ou igual a 6%, apresentacdo como angina instavel ou IAM, uso ou
nao de estatinas, IECA e IBP) em relacdo a variacdo da resposta da fase
aguda e tardia dos testes COX-1 especificos. Nenhum desses nove subgrupos
apresentou comportamento diferenciado.

Na meta-andlise de Krasopoulos G e cols.(35) dois fatores foram
considerados preditores de AAPR: sexo feminino e insuficiéncia renal. No
estudo de Lee PY e cols.(62) com pacientes portadores de DAC estavel em uso
de AAS, utilizando o VFN, foram identificados cinco preditores na analise
bivariada: idade avangada, sexo feminino, anemia, insuficiéncia renal e dose de
AAS menor do que 100mg/dia. No modelo ajustado, no entanto, somente
anemia e dose de AAS menor do que 100mg/dia permaneceram como
preditores de AAPR.

No presente estudo tentamos identificar ndo apenas preditores da

AAPR, mas também subgrupos que poderiam apresentar uma maior variacéo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Krasopoulos%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18202034

Discussdo 66

dos testes plaquetarios da fase aguda em relacdo a fase cronica. O sexo
feminino, apesar de néo ter alcancado significancia estatistica, apresentou uma
tendéncia de maior variacdo dos testes plaguetarios nas diferentes fases, em
consonancia com os achados prévios. O numero de pacientes incluidos pode

ter sido insuficiente para detectar essas diferencas esperadas.

5.7 Relacdo entre desfechos clinicos aos trés meses de evolucdo,

com niveis de agregacdao plaquetéria

A incidéncia de desfechos clinicos nesse estudo foi considerada baixa
(10 eventos a custa de angina e/ou reinternacdo, ndo havendo o6bito, IAM ou
necessidade de nova revascularizacdo). Nao houve relacédo entre a incidéncia
do desfecho composto aos trés meses e 0s resultados dos testes plaquetarios
em resposta ao AAS na fase aguda.

No estudo de Pamukcu e cols(63), realizado em 2006, com 105
pacientes com SIMI com e sem supradesnivel de ST, utilizando o PFA-100,
19% dos pacientes apresentavam AAPR. No seguimento de 12 meses, 18%
dos pacientes relataram eventos (sendo 13 pacientes com IAM e 6 com
angina). A presenca de AAPR foi um preditor independente da ocorréncia de
eventos cardiovasculares maiores aos 12 meses nessa populagédo referida.
Nas duas meta-analises(34, 35) ja descritas anteriormente, incluindo pacientes
com DAC estavel, mas também alguns estudos com SIMI, foi demonstrado que
pacientes com AAPR em uso do AAS apresentavam risco significativamente

maior de eventos cardiovasculares e de mortalidade.
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A auséncia de associacdo entre a AAPR em uso de AAS com o0s
desfechos clinicos deve ser interpretada considerando que essa analise nao foi
0 objetivo principal desse estudo e o fato de o tamanho amostral ser

insuficiente para essa analise



6. Limitacdes
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Os resultados do presente estudo devem ser interpretados
considerando o tamanho amostral e as caracteristicas especificas dessa
populacdo de pacientes com SIMI sem supradesnivel do segmento ST ja em
uso de AAS. Entretanto, levando-se em conta o calculo amostral, a amostra
analisada foi suficiente para testar de forma fidedigna a hipétese proposta.

Uma limitacdo do estudo a ser considerada foi a forma como foi
checada a aderéncia ao uso do AAS, por meio de entrevista direta e checagem
do receituario médico, requerendo um maior envolvimento da equipe médica
para assegurar a aderéncia ao tratamento. A dosagem de salicilato sérico ou
urinario, apesar de aumentar os custos do projeto, poderia ter facilitado esse
processo e até tornado mais confiavel a informacéo, podendo ser incorporada
em estudos similares, especialmente aqueles com maior numero de pacientes.

Por fim, a mensuracdo da concentracdo de plaquetas imaturas,
representativa da taxa de renovacdo plaquetéria, poderia ter acrescentado
informacdes relevantes as presentes analises, como ja discutido anteriormente.
A técnica padrao de mensuracao de plaquetas imaturas com citometria de fluxo
requer equipamento e treinamento especificos, ndo disponiveis no nosso
servico durante a realizacdo desse estudo. No entanto, essa seria uma analise

complementar, ndo interferindo no objetivo principal desse estudo.



7. Conclusdes
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O presente estudo mostrou, pela primeira vez em uma mesma
populacdo, que a alta atividade plaquetéria residual em uso do AAS é mais
prevalente na fase aguda das sindromes isquémicas miocérdicas instaveis sem
supradesnivel do segmento ST do que na fase tardia. Esses achados apontam
para um fendmeno transitorio de hiperreatividade plaquetaria e menor resposta
ao AAS, atribuiveis a fatores relacionados a fase aguda. As variaveis pré-
especificadas analisadas no presente estudo ndo conseguiram explicar tais
achados, sendo necesséarias novas pesquisas que visem a um melhor

entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos.
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