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—  diagnostico e prevaléncia

Conceito de “Resisténcia a Aspirina”
A eficicia antiagregante do acido acetilsalici-
lico encontra-se bem documentada em diversos
ensaios clinicos e metanilises (Antithrombotic
Trialists’ Collaboration, 2002). Contudo, vem-
se verificando uma recorréncia de patologias
vasculares em 10-20% dos doentes a terapéu-
tica a longo termo com aspirina (Michelson et
al., 2005). Estes factos suportam uma evidén-
cia crescente de que existem subpopulacoes
que nio respondem ao efeito andagregante da
aspirina. Varios investigadores atribuem estes
eventos vasculares recorrentes, em doentes
com terapéutica profilictica, a um fenémeno
a que chamam de “Resisténcia a Aspirina”
(Chen et al., 2004; Michelson et al., 2005). O
termo em causa foi utilizado para descrever
diferentes fendmenos, em particular a incapa-
cidade da aspirina em proteger contra eventos
cardiovasculares e, por outro lado, o efeito do
farmaco em diversos testes laboratoriais que
traduzem a actividade plaquetar (Szczeklik et
al., 2005). Estudos efectuados associam, de um
modo independente,a“Resisténcia a Aspirina”




a um aumento da incidéncia de patologias
cardiovasculares (Patrono, 2003; Eikelboom et
al., 2002; Gum et al., 2003). Como referimos
anteriormente (Ser Satde 8, pigs.26-43), a
“Resisténcia 3 Aspirina” pode ser definida
num contexto clinico (Resisténcia Clinica)
e/ou laboratorial (Resisténcia Laboratorial)
(Bhatt et Topo, 2003).

“R esisténcia Clinica” traduz a incapacidade
do 4cido acetilsalicilico para prevenir acidentes
isquémicos tromboembdlicos em doentes a
tomar aspirina. Este conceito apresenta certas
limitagbes, em particular a falta de especifici-
dade, na medida em que o 4cido acetilsalicilico
apenas evita 25% da totalidade dos episodios
isquémicos e, por outro lado, o facto de permi-
tir um diagndstico apenas aps a ocorréncia de
um episddio isquémico (Tran et al., 2007).

“R esisténcia Laboratorial” refere-se 3 inca-
pacidade do 4cido acetilsalicilico em inibir a
produgio de TXA, ou em inibir os testes da
fungio plaquetar dependentes da produgio
de tromboxano plaquetar. Por outras palavras,
traduz uma persistente activagio plaquetar
(apesar da terapéutica) demonstrada pelos
testes de avaliacio da fun¢io plaquetar. O diag-
néstico de “Resisténcia Laboratorial”” pode ser
efectuado antes da ocorréncia de um evento,
permitindo a identificagio de doentes que
possam beneficiar de uma abordagem tera-
péutica mais efectiva (Tran et al., 2007).Varios
estudos referem que a avaliagio da“Resisténcia
Laboratorial 3 Aspirina”, através da auséncia
do efeito mensurivel esperado na medicio da

funcio plaquetar, esti associada a um aumento
de acidentes cardiovasculares (Eikelboom et
al., 2002; Gum et al., 2003; Grotemeyer et al.,
1993; Mueller et al., 1997). No entanto, com
base na bibliografia existente, resulta sempre
arriscado catalogar os doentes em “resistentes”
ou “bons respondedores” 3 aspirina, tornando
dificil prever com exactidio a eventualidade
de se assistir a uma recidiva clinica e, conse-
quentemente, proceder de forma adequada a
implementagio de uma estratégia terapéutica
que contrarie essa situagdo (Hennekens et al.,
2004).

A definicio laboratorial de “Resisténcia 3
Aspirina” envolve, por um lado, a detecgao da
auséncia de um efeito farmacolégico e, por
outro,a incapacidade deinibigao do processo de
agregagio plaquetar pela aspirina (Wong et al.,
2004). Alguns autores, no sentido de clarificar
os diferentes padrdes associados a “Resisténcia
i Aspirina”, sugeriram a existéncia de trés
grupos distintos de acordo com o comporta-
mento farmacolégico (Tabela 1) (Weber et al.,
2002).A definigio proposta procura classificar
de uma forma objectiva as diferengas entre
“R esisténcia 3 Aspirina” e falha na resposta 4
aspirina (aspirin non-response), mas encontra-se
restringida a0 método de avaliagio da fungio
plaquetar utilizado (teste de agregometria)
com as consequentes limitagGes associadas 2
esta metodologia (Wong et al., 2004).
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“Resisténcia Clinica” traduz a incapacidade do acido
acetilsalicilico para prevenir acidentes isquemicos
tromboembodlicos em doentes a tomar aspirina. Este
conceito apresenta certas limitagoes, em particular a falta de
especificidade, na medida que o &cido acetilsalicilico apenas
evita 25% da totalidade dos episédios isquémicos e, por
outro lado, o facto de permitir um diagnostico apenas apos a
ocorréncia de um episédio isquémico.

Tabelal

Tipos de “Resisténcia a Aspirina”

Tipo I

Farmacocinética

Agregagio plaquetar inibida in vivo pela adminis-
tragio de aspirina. A resisténcia pode dever-se a nio
adesio 4 terapéutica pelo doente ou a variabilidade da
relacio dose/resposta entre os diversos doentes.

Tipo I

Farmacodiniamica

Agregagio plaquetar continua apds a administra-
¢io in vitro de aspirina, com formagio persistente de
TXA,. Isto sugere que a activagdo plaquetar persiste
apesar da inibigio da COX-1, possivelmente devido
i producio de PGH, (que pode ser convertida em
TXA,) por intermédio da COX-2 (Maclouf et al,
1998). Uma explicagio alternativa pode estar relacio-
nada com defeitos de ligagio da aspirina a COX-1
devido a polimorfismos genéticos.

Tipo II

Pseudo-resisténcia

Agregagio plaquetar continua apds a administra-
¢io in vitro de aspirina, mas com inibigio efectiva da
producio de TXA,. Os mecanismos provaveis estio
relacionados com vias alternativas a formagio de
TXA, e um aumento da sensibilidade ao colagénio
(Kawasaki et al., 2000; Zimmermann et al., 2001).




Diagnostico da “Resisténcia a
Aspirina”

“Resisténcia Clinica”

1.”Resisténcia Laboratorial”
Tempo de hemorragia

O tempo de hemorragia mede a fungio
plaquetar in vivo. Em geral, o acido acetilsali-
cilico prolonga o tempo de hemorragia. Este
teste é simples e facil de realizar, mas apresenta
falta de sensibilidade para a detec¢io de anor-

malidades moderadas da hemostase primaria,

nio constituindo, deste modo, um processo
muito util na avaliagio da resposta de um
doente a terapéutica (Szczeklick et al., 2005).

Figura 1

Avaliagio do Tempo de hemorragia (in vivo bleding time)

por intermédio do dispositivo Simplate II.
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2. Determinacao do tromboxano
B, sérico/11-dihidro-tromboxano B,
urinario

A avaliagio da produgio de tromboxa-
no pode ser determinada pela medicio de
metabolitos estiveis do TXA,, tais como
o tromboxano B, no soro ou plasma, e o
11-dihidro-tromboxano B,, detectivel na
urina. i

Na medida em que a produgio de trombo-
xano B, sérico (TXB,) depende, em grande
parte, da COX-1 plaquetar — que €, recorde-
se, a enzima-alvo da acgdo da aspirina — este
metabolito utiliza-se para a medicio do efeito
de baixas doses de acido acetilsalicilico nas
plaquetas (Patrono, 2003). Esta técnica pode-

rd nio ser especifica da fungio plaquetar e é
limitada essencialmente pela complexidade e
duragio inerentes a sua propria execucio, bem
como pela necessidade de recurso a técnicos
especializados (Hankey et Eikelboom, 2006).

O 11-dihidro-tromboxano B, urinirio é o
metabolito final da via do 4cido araquidénico
e, tal como 0 TXB,,a grande vantagem da sua
utilizagio relaciona-se com a sua dependéncia
da COX-1 plaquetar. A técnica é relativa-
mente simples e de baixo custo, e tem sido
usada na avaliagio da “Resisténcia a Aspirina”
(Eikelboom et al., 2002). Este metabolito
¢ substancialmente afectado pela dose de
aspirina € utilizada, pelo que a administracio
de doses elevadas de aspirina resulta também
numa grande inibicio da COX-2 e, conse-
quentemente, concentra¢cdes muito baixas do
metabolito (Fitzgerald et al., 1983; Dippel et
al., 2004). Sabendo que o acido acetilsalicilico
€ efectivo na prevengio de doencas cardio-
vasculares independentemente da dose, este
método podera nio ser muito vilido na avalia-
¢do laboratorial. A falta de reprodutibilidade e
a pouca informagio disponivel constituem
também limitagdes relativas i técnica (Hankey
et Eikelboom, 2006).
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3. Expressao de P-selectina nas
membranas plaquetares

Asselectinas sio proteinas de adesio expressas
em todos os tipos de células sanguineas (Carlos
et Harlan, 1994). A P-selectina desloca-se para
a membrana plaquetar quando as plaquetas

sdo activadas e se encontram desgranuladas.

O aumento da expressio de P-selectina na

superficie da membrana plaquetar traduz,

deste modo, um aumento do processo de
activagio plaquetar (O Connor et al., 1999).A
avaliagio da expressio da P-selectina ao nivel
das membranas plaquetares é feita pela técnica
de citometria de fluxo. As desvantagens deste
método estio relacionadas com os custos
inerentes a0 equipamento € com a necessi-
dade de um apertado controlo das condicdes
de teste a utilizar (Serebruany et al., 1999). E
também atribuida a técnica alguma falta de
sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade
e fraca correlagio clinica com eventos isqué-
micos (Sanderson et al., 2005).
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4. Determinacao de P-selectina
solavel

O aumento plasmitico desta proteina
de adesio é indicativo de um aumento da
activagio plaquetar (O’Connor et al., 1999;
Blann et Lip, 1997).A quantificagio dos niveis
plasmiticos desta proteina faz-se através de um
teste simples de executar e apresenta uma boa
correlacdo clinica com episddios vasculares. A
estabilidade da proteina e a possibilidade de
armazenamento por VAirios meses, permite
que este teste possa ser utilizado em estudos
epidemioldgicos de longa duragio. No entan-
to, 0 processo apresenta algumas limitagoes no
que respeita a sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade (Sanderson, 2005).
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5.Testes de agregometria
a) Teste de agregometria turbidimé-
trica em plasma rico em plaquetas

Este tipo de teste, também designado por
teste de agregometria de transmissdo Optica/
luz, mede o aumento da transmissio de luz
numa suspensio de plaquetas quando estas se
encontram agregadas por ac¢io de agonistas,
tais como o TXA,, ADP ou colagénio (De
Gaetano et Cerlett, 2003). Este teste constitui
a técnica standard mais utilizada em termos de
fungio plaquetar. Para avaliagio da acgio da
aspirina, o icido araquidonico € o agonista
plaquetar mais indicado. Observa-se também
uma boa correlagio com episédios clinicos
(Hankey et Eikelboom, 2006).

b) Teste de agregometria plaquetar
em sangue total

Este método mede a alteragio na impedan-
cia eléctrica entre dois eléctrodos quando as
plaquetas se encontram agregadas. A diferenca
em relacio a0 método anterior consiste na
medi¢io em sangue total, evitando-se deste
modo a preparagio da suspensio plaquetar
(Hankey et Eikelboom, 2006).

Ambos os testes de agregometria apresentam
algumas limitagdes, das quais se salienta uma
reduzida especificidade (resultante do facto
das plaquetas poderem ser activadas por outras
vias que ndo a da estimulagio do receptor do
TXA)), a influéncia do operador e tempo
longo de execucio (Patrono, 2003).

Figura 2

Aparelho de agregometria plaquetar Modelo PAP-8E.
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6. PFA-100"

O PFA-100® é um analisador semi-auto-
matico da fun¢io plaquetar que reproduz,
in vitro, as condi¢des fisiologicas que levam a
adesdo, activagio e agregacio das plaquetas,
simulando o complexo processo de hemostase
primaria (Kundu et al., 1995). O processo de
simulagio da fun¢io plaquetar compreende,
além do aparelho propriamente dito, a utli-
zagao de dois cartuchos de testes descartaveis
(Colagénio/Epinefrina e Colagénio/ADP).
Um simples cartucho de teste do PFA-100%
consiste num conjunto de partes integradas
que compreendem um capilar,um reservatorio
da amostra e uma membrana bioquimica-
mente (colagénio/epinefrina ou colagénio/
ADP dependendo do tipo de cartucho) activa
com uma abertura microscopica central. O
aparelho PFA-100® vai determinar o tempo
(em segundos) que ocorreu desde o inicio
do teste até a formagio do trombo plaque-
tario na abertura (e consequente oclusio da
abertura membranar), reportando esse inter-
valo de tempo como Tempo de Oclusio/
Closute Time (CT). O CT é, deste modo, um
indicador da fun¢io plaquetar, reflectindo a
capacidade hemostatica plaquetar da amostra
de sangue analisada (Kundu et al., 1995). O
aparelho PFA-100® é indicado para a detec-
¢io de disfuncdes plaquetares induzidas pelo
acido acetilsalicilico, com uma sensibilidade de
95% em individuos normais apés a ingestio
de uma tnica dose de 325 mg. A obtengio
de resultados anormais no PFA-100® apds
ingestio do éacido acetilsalicilico é indicativa
de um efeito inibitorio do farmaco na funcio
plaquetar do doente; se, pelo contrario, nio

se detectar qualquer alteracio plaquetar apds
a ingestio do farmaco, é de considerar uma
reavaliacdo na terapia antdagregante instituida
(Jilma et Fuchs, 2001; Gum et al., 2001). A
técnica € simples, rapida, semi-automatica e
apresenta correlacio com eventos clinicos
(Anderson et al., 2002; Grundmann et al.,
2002). As limitagdes da técnica prendem-se
com a sensibilidade a diversas variaveis (além
da produgio de TXA,), nomeadamente os
niveis de factor de von Willebrand e a conta-
gem plaquetar (Cattaneo, 2004).

Figura 3
Analisador semi-automatico PFA-100%,
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7. Ultegra RPFA®

O Ultrega RPFA® é um aparelho semi-au-
tomatico que mede a aglutinagio de grinulos
revestidos com fibrinogénio em resposta a
estimulos por um agonista (acido araquidéni-
co). Se o acido acetilsalicilico produzir o efeito
pretendido, os grinulos nio se aglutinam e a
transmissio Optica ndo aumenta. O resultado
€ expresso em unidades de reac¢io da aspirina
(Chen et al., 2004). As vantagens do instru-
mento relacionam-se com a simplicidade de
uso, rapidez de resultados, semi-automatismo
e correlagio com eventos clinicos (Hankey et
Eikelboom, 2006). As limita¢Ges inerentes ao
aparelho estdo associadas ao facto de o critério
de diagnostico para a“Resisténcia Laboratorial
aAspirina”ser baseado num limite estabelecido
por comparagio com a agregometria plaque-
tar Optica ap6s administragio de uma dose de
325 mg de acido acetilsalicilico, em resposta
a um estimulo com adrenalina. O problema
surge pelo facto da indugio pela adrenalina
ndo ser especifica e de se conhecer de forma
pouco exacta qual o grau de correlagio com o
efeito antiplaquetar do fairmaco (Malinin et al.,
2004; Hankey et Eikelboom, 2006).

Outros aparelhos e testes laboratoriais foram
propostos para o diagnéstico de “Resisténcia
Laboratorial a Aspirina”, nomeadamen-
te o sistema Plateletworks® e o analisador
Impact®. Estes testes apresentam, contudo,
poucos estudos no contexto da avaliacio da
“Resisténcia Laboratorial a Aspirina” (Hankey
et Eikelboom, 2006).

Figura 4

Prevaléncia da “Re

Aparelho Ultegra RPFA®,

Prevaléncia da “Resisténcia
Laboratorial a Aspirina”

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos
no sentido de se proceder a determinagio
da prevaléncia da “Resisténcia Laboratorial a
Aspirina”. A tabela seguinte (Tabela 2) apre-
senta os resultados relativos aos estudos em que
foram empregues os testes de funcio plaque-
tar mais utilizados actualmente (PFA-100%,
Ultegra RPFA® e testes de agregometria).
Os resultados mostram que a prevaléncia da
“Resisténcia Laboratorial a Aspirina” varia
entre 9,5% e 35% quando o teste utilizado é o
PFA-100®, entre 7% e 27% quando se empre-
ga o Ultegra RPFA® e entre 0,4% e 9% para
os testes de agregometria optica.

Referéncia

Grundman et al., 2003

Macchi et al., 2002

Anderson et al., 2002

Gum et al., 2001

Chen et al., 2004

Wang et al., 2003

Lee et al., 2005

Malinin et al., 2004

Schwartz et al., 2005

Tantry et al., 2005

Gum et al., 2003

Malinin et al., 2004




Prevaléncia da “Resisténcia Laboratorial a Aspirina”, (Dalen, 2007)

‘ncia

"

ido desenvolvidos
r a determinacio
wcia Laboratorial a
e (Tabela 2) apre-
10s estudos em que
de fungio plaque-
1ente (PFA-100%,
de agregometria).
> a prevaléncia da
a Aspirina” varia
teste utilizado é o
quando se empre-
e 0,4% e 9% para
tica.

Teste da Ascicing
Referéncia Populagio fungio pie Resisténcia
(mg/dia)
plaquetar
Grundman etal;2003 0o Joentes comhistdriade - ppy 40 100 34%
acidentes cerebrovasculares
2
Macchi et al., 2002 12%:doeies com doeuiga PFA-100° 160 29%
coronaria arterial
Andersont etal 2000 - 202 doentes comhigtdriade 4 161 35%
enfarte agudo do miocardio
325 doentes com doenga ® o
Gum et al., 2001 cinbansebe wtbilind PFA-100 325 9,5%
Chen et al., 2004 121 doenteh com ISCVER- | 1y ouRPEAS 80325 19%
¢iio percutinea coronaria
Wang et al., 2003 22 doentes SUANENO0S 3. | UlmgraR BRA: . B0.305 - 9%
terapéutica com aspirina
468 doentes com doenga
Lee et al., 2005 coronéria arterial estabili- UltegraRPFA®  80-325 27%
zada
141 doentes com factores
Malinin et al., 2004 de risco de patologia UltegraRPFA® 325 7%
isquémica
190 (doentes com historia Agregometria
Schwartz et al., 2005 de enfarte agudo do de transmissio 81-325 %
miocardio) Optica
Agregometria
Tantry et al., 2005 223Caeats COnEOEN - i il . 305 0,4%
coronaria arterial PR
Optica
tria
326 doentes com doenga Agregomc? 5 5
2%
Gum et al., 2003 R e c’le transimissio 325 5,2%
Optica
141 doentes com factores Agregometria
Malinin et al., 2004 de risco de patologia de transmissio 325 0,7%

isquémica

Optica
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O conceito de "Resisténcia Laboratorial a
Aspirina” tem ganho, nos ultimos tempos, c&
um énfase consideravel com a realizacao
de diversos ensaios com vista a uma melhor
explicacao e avaliacao do fenémeno em causa.
Contudo, a diversidade de técnicas empregues
na sua avaliacao, bem como os diferentes
angulos de abordagem existentes, reclamam
com caracter de urgéncia o desenvolvimento
de uma definicao precisa e universal para a
“Resisténcia Laboratorial a Aspirina”.

Conclusao

O conceito de “Resisténcia Laboratorial a
Aspirina” tem ganho, nos altimos tempos, um
énfase consideravel com a realizagio de diver-
sos ensaios com vista a uma melhor explicacio
e avaliagio do fendmeno em causa. Contudo,
a diversidade de técnicas empregues na sua
avaliagdo, bem como os diferentes angulos de
abordagem existentes, reclamam com caricter
de urgéncia o desenvolvimento de uma defi-
ni¢do precisa e universal para a “Resisténcia
Laboratorial a Aspirina”.

A auséncia de um consenso relativamente
a0 processo de referéncia para medicio da
fungio plaquetar levou a que muitos dos estu-
dos realizados para avaliacio da “Resisténcia
Laboratorial a Aspirina” tivessem sido desen-
volvidos numa base de grande multiplicidade
metodologica. Para além disso, a propria a
complexidade de todo o processo de agrega-
¢do e activagio plaquetar pode condicionar a
capacidade de um dtnico teste reflectir todos
os aspectos da fungio plaquetar que sio rele-
vantes num contexto clinico (Sanderson et al.,
2005).

Os testes semi-automaticos (PFA-100%
e UltegraRPFA®) apresentam vantagens
significativas em relagio aos testes padrio da
fungio plaquetar (agregometria plaquetar),
nomeadamente a sua simplicidade e rapidez
na obtengdo de resultados (Tran et al., 2007).
No entanto, este tipo de testes revela uma
certa falta de correlagio de resultados com os
testes de agregometria, sendo ainda necessario
que se venha a estabelecer um processo de
padroniza¢io (Harrison et al., 2005).

Os valores relativos a prevaléncia de
“Resisténcia Laboratorial 2 Aspirina” apresen-
tados naTabela 2 (0,4% a 35%) reportam apenas
resultados recentemente obtidos por recurso
aos testes da fungio plaquetar mais utilizados
na rotina: PFA-100%, UltegraR PFA®e testes de
agregometria. No entanto, estudos anteriores
com base em metodologias menos evoluidas
estimam uma “Resisténcia a Aspirina” posi-
cionada algures num intervalo entre 5,5% e
61% (Hankey et Eikelboom, 2006; Sanderson
et al., 2005). A variabilidade observada resulta,
em parte, do tipo de método de avaliagio da
fungio plaquetar utlizado, do tamanho das
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amostras, dos critérios de inclusio/ exclusio,
de incertezas relacionadas com a toma diaria
da aspirina, da estabilidade da medicagio com
0 tempo, de diferentes definicdes de resisténcia

e de regimes terapéuticos utilizados (Hankey
et Eikelboom, 2006).

A somar aos aspectos metodologicos, ji de
si fonte de variabilidade reconhecida, a dose
administrada pode igualmente afectar a avalia
¢ao dos niveis de prevaléncia da “R esisténcia
Laboratorial & Aspirina”. Como se pode veri-
ficar na Tabela 2, para o aparelho PFA-100%, 3
prevaléncia situa-se aproximadamente entre os
10% e os 30%, consoante as doses administra-
das (325 mg e 100-161 mg, respectivamente).

Em resumo, é uma evidéncia que actu-
almente o  diagnéstico  laboratorial de
“Resisténcia  Laboratorial 3 Aspirina” se
encontra extremamente dependente da meto-
dologia adoptada. Nesse sentido ¢ critico que
amedigio laboratorial do efeito da Aspirina na
fungio plaquetar (e consequente identificacio
de doentes resistentes) passe pelo desenvolvi-
mento e avaliacio de testes da funcio plaquetar

especificos, padronizados, de ficil manusea-
mento,com grande rapidez e reprodutibilidade
de resultados. Estes devem ser devidamente
validados e correlacionar-se, de um modo
independente, com um aumento do risco de
acidentes vasculares isquémicos. E igualmente
determinante que se procedam a estudos
adicionais com vista a um desenvolvimento
e/ou aperfeicoamento dos métodos utilizados
tendo sempre em conta potenciais interfe-
rentes (dose, adesio a terapéutica, interaccdes
farmacolégicas, etc.) procurando obter um
elevado grau de padronizagio e especificidade
na metodologia utilizada. Simultaneamente, é
também do maior interesse que se estabeleca
uma uniformizagio na definicio do conceito
de Resisténcia 4 Aspirina. Estes dois aspectos
(conceito e metodologia) devidamente iden-
tificados e padronizados possibilitario uma
estimativa mais credivel da prevaléncia deste
fenémeno e uma abordagem mais correcta
enquanto ferramenta auxiliar de diagnéstico.=

|
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