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RESUMO

A trombose é uma das principais causas de morbidade e mortalidade na Europa. O sucesso

ao combate das doenças trombóticas necessita de contínuos avanços na investigação dos

fármacos antitrombóticos e dos modelos que avaliam a sua eficácia. A terapêutica com

antitrombóticos tem como principal objetivo reduzir a ocorrência de trombos, sem

aumentar o risco hemorrágico.

Nesta monografia efetuou-se uma revisão da literatura no período 2012-2017, pelos

motores de busca Google Scholar e PubMed. Utilizaram-se como principais critérios

iniciais de inclusão as publicações com os métodos mais recentes, no entanto, os estudos

anteriores ao período desta revisão revelaram-se indispensáveis para a devida

compreensão dos modelos atuais. Neste sentido, construiu-se um esquema cronológico da

evolução dos modelos de análise da formação trombótica envolvendo nove artigos de

referência, de modo a visualizar a inovação na metodologia de estudo dos trombos em

modelos in vivo, ex vivo e in vitro. Em adição, descreveram-se resumidamente os

principais passos dos respetivos procedimentos experimentais.

Neste estudo verificou-se que há uma prevalência dos modelos de in vivo com animais

vertebrados, nos ensaios pré-clínicos, tendo-se historicamente iniciado com os de grande

porte, como cães, porcos e coelhos, e, posteriormente, os murinos tornaram-se o modelo

mais frequente, uma vez garantida a semelhança com os humanos, a viabilidade

económica e a facilidade de manuseamento.

Para os fármacos antiplaquetários e anticoagulantes aprovados no período de 1997 a 2014

foram apresentados os modelos trombóticos utilizados no seu desenvolvimento.

Para ilustrar os métodos mais recentes de análise de fármacos antitrombóticos, foram

comentados cinco procedimentos de eficácia utilizados no período 2012-2017. Como

critério de inclusão selecionou-se uma substância de origem natural, uma de origem

sintética e três novas aplicações de compostos já conhecidos.

Palavras-Chaves: Antitrombóticos; Modelos de Análises; Métodos Clínicos; Modelos.
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ABSTRACT

Thrombosis is one of the leading causes of morbidity and mortality in Europe. Success in

combating thrombotic diseases requires continuous advances in the investigation of

antithrombotic drugs and models that evaluate their efficacy. Antithrombotic therapy has

as main objective to reduce the occurrence of thrombi, without increasing the hemorrhagic

risk.

In this monograph a literature review was carried out in the period 2012-2017, by the

search engines Google Scholar and PubMed. The most recent publications were used as

the main inclusion criteria, however, studies prior to the period of this review were

indispensable for the understanding of current models. In this sense, a chronological

schema of the evolution of the thrombotic formation models, involving nine reference

articles, was constructed in order to visualize the innovation in the methodology of

thrombus studies in in vivo, ex vivo and in vitro models. In addition, the main steps of the

respective experimental procedures were briefly described.

In this study it was verified that there is a prevalence of in vivo models with vertebrate

animals, in the pre-clinical trials, having historically started with the large ones, such as

dogs, pigs and rabbits, but now murines are the most frequent ones, once the similarity

with humans is guaranteed, economic viability and ease of handling.

For the antiplatelet and anticoagulant drugs approved in the period from 1997 to 2014, the

thrombotic models used in its development were presented.

To illustrate the most recent methods of antithrombotic drug analysis, five efficacy

procedures used in the period 2012-2017 were commented. As inclusion criterion was

selected a substance of natural origin, one of synthetic origin and three new applications

of compounds already known.

Keywords: Antithrombotics; Clinical Methods; Methods of Analysis; Models.
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1. Introdução

1.1. Enquadramento

O objetivo deste trabalho foi compilar e comentar os principais procedimentos utilizados

em testes clínicos aquando da avaliação de fármacos antitrombóticos.

A revisão da literatura foi realizada através dos motores de busca Google Scholar e PubMed.

A abordagem inicial fez-se pelas palavras-chave antithrombotic methods e antithrombotic

trials. Para o intervalo de tempo «desde sempre», o Google Scholar forneceu 64 e 220

publicações, respetivamente; a afinação para o período 2012-2017 levou a 15 e 89

resultados, respetivamente. A subsequente leitura e seleção das publicações teve como

principais critérios de inclusão os estudos com alguma contribuição na realização das

técnicas in vivo, ex vivo ou in vitro e os testes mais recentes para a medição de processos

trombóticos e da eficácia de substâncias com atividade antitrombótica, que estão atualmente

em estudo.

Esta pesquisa levou a um esquema cronológico da evolução dos modelos trombóticos

(Tópico 2.1, Tabela 5); a descrição dos procedimentos utilizados nestes modelos foi inserida

no anexo, a seguir à bibliografia. Em relação a dez fármacos antitrombóticos atualmente

aprovados, construíram-se duas tabelas, consoante tratar-se de fármacos antiplaquetários ou

anticoagulantes, nas quais inseriram-se as características dos modelos trombóticos

utilizados no seu desenvolvimento (Tópico 2.2, Tabelas 6 e 7). No que respeita às

substâncias atualmente em estudo, foram selecionadas uma de origem natural, uma de

origem sintética e três novas aplicações de compostos já conhecidos, e, para estas,

apresentaram-se as metodologias publicadas de estudo antitrombótico (Tópico 2.3).

Com o intuito de situar e esclarecer a temática desta dissertação, apresenta-se a seguir uma

breve introdução sobre a fisiologia do sistema hemostático (Tópico 1.2) e dos estados

trombóticos (Tópico 1.3).

1.2. Fisiologia do Sistema Hemostático

O sistema hemostático protege o sistema vascular e permite que os tecidos sejam

reparados, quando existe uma lesão, reestabelecendo assim as suas funções. É um dos

mecanismos básicos do organismo, responsável pela preservação da integridade da
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circulação, uma vez que limita a perda de sangue. A sequência de reações locais que

culmina no controlo da hemorragia a partir de um vaso lesado, denomina-se de hemóstase

e é regulada por diferentes mecanismos, dividindo-se em três fases: resposta vascular

(constrição do vaso lesado), hemóstase primária (formação do trombo plaquetário) e a

hemóstase secundária (formação do coágulo de fibrina) (Coelho & Moreira, 2001).

Resposta Vascular

Quando um vaso é lesado, dá-se uma constrição como resposta imediata. Esta resposta é

transitória, permitindo a redução do fluxo sanguíneo na área afetada e a manutenção das

superfícies endoteliais justapostas. Esta resposta apenas se mostra eficiente nos pequenos

vasos da microcirculação e, quando ocorre, pode colapsá-los e obstruir o fluxo de sangue

através deles (Seeley, Stephens & Tate, 2003; Coelho & Moreira, 2001).

Durante a formação do trombo plaquetário, as plaquetas libertam tromboxanos - um

potente vasoconstritor - que deriva de prostaglandinas e endotelina. A vasoconstrição

atenua as perdas hemorrágicas dando algum tempo para que o trombo plaquetário se possa

formar no local da lesão; a redução do calibre dos pequenos vasos e o aumento da força de

contração aumentam as reações das plaquetas (Seeley et al., 2003).

Hemóstase Primária

O processo de formação do tampão plaquetário nos locais de lesão vascular é denominado

de hemóstase primária. Este fenómeno ocorre poucos segundos após a lesão e é

extremamente relevante na limitação da perda de sangue por parte dos capilares, arteríolas

e vénulas. Uma hemóstase primária eficaz envolve os processos de adesão, agregação,

ligação e consolidação plaquetária, como mostra a (Figura 1) (Coelho & Moreira, 2001).

Em condições normais, as plaquetas apresentam-se lisas, discóides e, embora viscosas, não

aderem à superfície endotelial íntegra localizada na parede vascular, acabando por não se

ligar entre si. Após a lesão vascular, poucos segundos depois, as plaquetas ficam mais

esféricas, com saliências citoplasmáticas longas e irregulares, aderindo ao colagénio do

subendotélio vascular, através de recetores plaquetários específicos. A principal
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ligação ocorre entre as fibrilas de colagénio e a glicoproteína Ib/IX e é estabilizada pelo

Fator de vonWillebrand (FvW), que funciona como uma ponte entre elas, permitindo que

as plaquetas se mantenham aderidas ao vaso. A glicoproteína IIb/IIIa junta-se ao

fibrinogénio e ao FvW e exerce um papel essencial na agregação e adesão das plaquetas.

A ligação das plaquetas ao colagénio leva à libertação do conteúdo das suas vesículas

secretoras, como a serotonina e a Adenosina Difosfato (ADP), que atuam localmente,

induzindo alterações estruturais e funcionais nas plaquetas. Este processo é denominado

ativação plaquetária, pois estimula a produção de novas plaquetas recrutando-as para o

local da lesão, onde o FvW e o fibrinogénio solidificam as interações entre as mesmas. A

adesão das plaquetas induz a síntese de Tromboxano A2 (TXA2), que é libertado no fluído

extracelular, estimulando a agregação plaquetária e a libertação do conteúdo das vesículas

secretoras. Ocorre assim um fenómeno de retroalimentação positiva que origina,

ligeiramente, um agregado de plaquetas dentro do vaso (Coelho & Moreira, 2001; Larini,

2008; Seeley et al., 2003).

Figura 1. Principais mecanismos envolvidos na hemóstase primária (retirada de Coelho & Moreira, 2001).

Hemóstase secundária

A coagulação sanguínea, também designada por hemóstase secundária, baseia-se numa

cascata enzimática complexa na qual os componentes são ativados por proteólise e cujo

produto final é a fibrina, que forma a base do coágulo sanguíneo (Staton & Lewis, 2005).

A coagulação é um processo que resulta da ativação sequencial de uma série de proteínas

plasmáticas, que interagem entre si, e da formação de complexos membranares com a

participação de iões de cálcio.

As proteínas que intervêm neste processo são denominadas de fatores de coagulação e

encontram-se no plasma nas suas formas inativas (Coelho & Moreira, 2001). Os fatores
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de coagulação foram classificados através de numeração romana, pela ordem pela qual

foram descobertos (Tabela 1). Esta numeração refere-se aos percursores inativos dos

fatores de coagulação, sendo a forma ativa desses fatores referida pelo sufixo “a” colocado

imediatamente a seguir ao algarismo romano (Larini, 2008).

Tabela 1. Classificação dos fatores da coagulação por ordem de descoberta (adaptada de Larini, 2008;

Seeley et al, 2003).

Fator Nome Descrição e Função

I Fibrinogénio
Proteína plasmática sintetizada no fígado; Percursor da fibrina.

II Protrombina
Proteína plasmática sintetizada no fígado; Percursor da trombina, a qual converte o

fibrinogénio em fibrina; é dependente da vitamina K.

III
Tromboplastina É uma lipoproteína presente na membrana de certas células; liga-se ao fator VII,

iniciando a coagulação .

IV
Ião cálcio Cofator em todo o processo da cascata da coagulação.

V
Proacelerina Proteína plasmática sintetizada no fígado; co-fator da reação que transforma a

protrombina em trombina.

VI
Proconvertina Proteína plasmática sintetizada no fígado; dependente da vitamina K; Liga-se ao fator

tecidual (FT), formando o complexo enzimático VIIa/FT/Ca2+, o qual ativa os fatores

IX e X.

VII
Fator Anti

Hemofílico

Proteína plasmática sintetizada nos megacariócitos e nas células endoteliais; Ativado é

cofator do fator IXa no complexo que ativa o fator X.

VIII
Fator Christmas Proteína sintetizada no fígado; fator dependente da vitamina K; este fator ativado

funciona como enzima no complexo que ativa o fator X.

IX
Fator Stuart-Prower Proteína plasmática sintetizada no fígado; fator dependente da vitamina K; este fator

ativado funciona como enzima no complexo que ativa a protrombina.

X
Percursor da

tromboplastina

plasmática

Proteína plasmática sintetizada no fígado; circula complexado com o HMWK

(cininogénio de alto peso molecular).

XI
Fator Hageman Ativado por contacto de superfície ou pela calicreína.

XII
Fator estabilizador

da fibrina

Proteína existente no plasma e nas plaquetas; Ativado pela trombina forma ligações

peptídicas entre as moléculas de fibrina ajudando a estabilizar o coágulo.
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A cascata de coagulação clássica inclui a via intrínseca, ou de contacto, e a via extrínseca.

Na via intrínseca, todos os fatores necessários se encontram em circulação e a reação inicial

é estimulada pelo contacto com superfícies negativas. A via extrínseca é ativada no

seguimento de uma lesão vascular. Após ativação do fator X, as vias intrínseca e extrínseca

confluem numa só via que culmina na formação de trombina, como mostra a figura 2

(Coelho & Moreira, 2001; Macedo, 2006).

Figura 2. Sistema hemostático. Processo da coagulação, incluindo plaquetas na fase fluida do plasma do

sangue, integrado com componentes das células endoteliais vinculado à parede vascular. Muitos componentes

da via de fibrinólise também são derivados de células endoteliais. (Adaptado de Walenga et al., n.d.)

Mecanismos de regulação

Existem mecanismos, denominados mecanismos de regulação, que se opõem à formação

do coágulo, limitando o processo e impedindo que este se propague excessivamente.

Estados de hipercoagulabilidade estão associados a falhas nestes mecanismos de regulação

da hemóstase (Widmaier et al., 2014). Os inibidores fisiológicos mais importantes são a

Antitrombina (AT), Proteína C (PC), Proteína S (PS) e o inibidor da via do fator tecidual,

mecanismo anticoagulante que atua numa fase mais precoce da coagulação e que se liga

ao complexo FT/FVIIa inibindo a capacidade deste atuar no fator X (Wu & Thiagarajan,

1996; Widmaier et al., 2014).
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A AT é o principal inibidor circulante da coagulação: inativa diretamente a trombina e as

outras protéases de serina (fatores IXa, Xa, XIa, XIIa), plasmina e calicreína (Coelho &

Moreira, 2001).

A PC é ativada pela trombina, após a ligação desta à trombomodulina que se encontra nas

superfícies endoteliais intactas. A PC ativa, vai inativar os fatores Va e VIIIa, bem como

os recetores plaquetários para o FXa. A PS é, tal como a PC, uma proteína dependente da

vitamina K sendo que, a sua forma livre atua como cofator da PC ativada, juntamente com

fosfolípidos pró-coagulantes (Coelho & Moreira, 2001; Larini, 2008).

1.3. Estados trombóticos

A trombose constitui a alteração mais frequente no processo hemostático e refere-se à

formação de uma massa anormal no lúmen vascular (Figura 3), a partir dos componentes

sanguíneos, envolvendo fatores vasculares, celulares e humorais (Coelho & Moreira, 2001;

Larini, 2008).

Figura 3. Formação trombótica. Posteriormente a uma lesão, as plaquetas aderem-se ao colagénio (adaptada

de Jagadeeswaran et al, 2016).

A investigação realizada por Virchow, em 1856, demonstrou os três principais fatores que

contribuem para o aumento do risco trombótico, nomeadamente a estase venosa, as

alterações na parede vascular (lesão endotelial) e a hipercoagulabilidade (Kumar, Hanlin,

Glurich, Mazza & Yale, 2010). Este conjunto é conhecido como tríade de Virchow e

constitui atualmente a base para a avaliação dos fatores de risco do tromboembolismo, cuja
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causa, na maioria das vezes é multifatorial (Bayer, 2015).

As patologias trombóticas podem ocorrer no sistema venoso, de baixo fluxo e baixa pressão,

ou no sistema arterial, de alto fluxo e alta pressão. Existem diferenças básicas entre a

trombose arterial e a trombose venosa, nomeadamente a composição do trombo e a presença

de lesão na parede vascular (Lane & Grant, 2000).

Os três fatores de Virchow não assumem a mesma função na trombose arterial e venosa.

Na trombose arterial, as alterações na parede vascular são predominantes, devido à elevada

pressão do fluxo sanguíneo nas artérias. Assim, a estase não confere um elevado risco e a

hipercoagulabilidade do sangue tem um papel relativamente menor, ao contrário do que

acontece na trombose venosa (Versteeg et al., 2013).

O processo da hemóstase deriva de um balanço súbtil entre a coagulação e a fibrinólise. O

distúrbio deste equilíbrio, tanto por fatores genéticos como adquiridos, leva a complicações

trombóticas e hemorrágicas.

A trombose corresponde à formação de um trombo que se pode localizar na circulação

arterial e/ou venosa. A sua localização vai influenciar a natureza do trombo: quando se

localiza no sistema venoso, o trombo é constituído maioritariamente por fibrina, eritrócitos

e algumas plaquetas, ao passo que, quando se localiza no sistema arterial, o trombo

apresenta um elevado número de plaquetas. As características do vaso vão influenciar o

tipo de agentes usados e os seus alvos celulares. As plaquetas exercem um papel importante

na hemóstase que, a nível arterial, pode ocorrer após a rotura, fissura ou erosão da placa

de ateroma, com exposição e libertação de fatores trombogénicos e adesão das plaquetas.

Na veia, a trombose ocorre através da ativação da cascata de coagulação (Davì & Patrono,

2007). O tromboembolismo (Figura 4), relacionado com a circulação arterial ou venosa,

ou decorrente de causa cardíaca, é responsável pela maioria dos episódios cardiovasculares

fatais ou não fatais (Eikelboom & Weitz, 2010).
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Figura 4. Distúrbios tromboembólicos arteriais e venosos. Ataque Isquêmico Transitório (TIA); Síndrome

Coronária Aguda (ASC); Fibrilação atrial (AF); Doença Arterial Periférica (PAD); Trombose Venosa

Profunda (DVT); Embolia pulmonar (PE); (adaptada de Gross & Weitz, 2009).

O desenvolvimento de doenças trombóticas é a principal causa de morbilidade e mortalidade

na Europa (Sikka & Bindra, 2010). A tabela 2 mostra os dados referentes a 2014.

Tabela 2. Causas de morte por país. Taxa de mortalidade padronizada, 2014 (por 100.000 habitantes)

(adaptada de Eurostat, 2013).



Métodos de análise de eficácia de fármacos antitrombóticos

25

2. Métodos de análise de eficácia de fármacos antitrombóticos

2.1. Evolução dos modelos trombóticos

O problema das doenças trombóticas vem sendo estudado de modo sistemático pelo menos

desde o século XX. Utilizando cães, a série de estudos da equipa liderada por Wessler, e

publicada no período de 1952 a 1962 (Wessler & Connelly,1952; Wessler, 1962) introduziu

importantes inovações, através da medição dos tempos de coagulação e da composição dos

coágulos. Entre outros avanços, relataram que o processo de coagulação in vivo foi mais

lento que o estudado com modelo in vitro e descreveram a fibrina como o principal

composto encontrado nos trombos (Anexo 1).

Seguindo a Wessler et al, no ano 1962, Gustav Born publicou um estudo de modelo

trombótico utilizando ADP como agente desencadeador (Anexo 2). Este modelo iniciou

uma importante linha de investigação: em fevereiro de 2018 o artigo tinha mais de cinco

mil citações no Google Scholar.

Logo em 1976, Folts, Crowell e Rowe descreveram um modelo de lesão arterial que

envolveu 60% a 80% de estenose da artéria coronária de cães. Neste artigo, procederam à

administração de ácido acetilsalicílico (AAS), o qual aboliu as reduções cíclicas do fluxo

sanguíneo e reduziu a agregação plaquetária (Anexo 3). O trabalho de Folts et al constituiu

um marco importante para os métodos laboratoriais e para a terapia antitrombótica.

Seguindo neste caminho, modelos similares foram posteriormente aplicados em outras

espécies, incluindo coelhos, ratos e camundongos. O modelo Folts et al aproximou-se da

trombose arterial clínica. De referir também o shunt arteriovenoso, modelo que utiliza uma

superfície sintética para simular a formação de trombo num circuito que passa de pressão

arterial a pressão venosa; em contrapartida, tem pouca relevância para estudos das formas

de trombo fisiopatológicos.

No ano de 1983, foi sugerido um método simples de chegar à formação do trombo para o

ensaio clínico de agentes antitrombóticos: DiMinno e Silver publicaram um estudo

realizado em ratos com a aplicação de colagénio e epinefrina como principal agente

detonador da formação do trombo. Este estudo, com duas partes definidas que tratam os

modos in vitro e in vivo, mediu a capacidade antitrombótica obtida pelo AAS em

combinação com o etanol (Anexo 4). Uma vez constatada a qualidade deste modelo em
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ratos, houve uma grande adesão e muitas publicações basearam-se neste modelo. Desde o

início da década de noventa, tornou-se habitual a utilização de ratos nos testes trombóticos.

Muitos fatores contribuíram para a generalização destes animais nos biotérios, seja por

causas económicas, de praticidade, de logística ou sociais (Jagadeeswaran, Cooley, Gross

& Mackman, 2016; Yunta, 2007).

Na revisão sobre os métodos de análise e estudos realizados em fármacos para a terapêutica

antitrombótica, os trabalhos de Folts et al (1976) e DiMinno e Silver (1983) destacaram-se

como os principais pontos de partida. Apesar dos avanços alcançados desde então, estes

estudos são ainda uma referência nas técnicas que hoje em dia são realizadas para

comprovar a efetividade de fármacos antitrombóticos, como se vai demonstrar nos diversos

modelos referidos nesta monografia.

Um novo passo importante para descrição da composição do trombo e o desenvolvimento

novas drogas ocorreu em 1990, na publicação de Kurz, Main & Sandusky, em que foi

detalhado o estudo da trombose, em ratos, provocada por uma solução de cloreto de ferro

III junto com a aplicação de um par termoelétrico (Anexo 5). A utilização do FeCl3 revelou-

se económica, fácil de aplicar e adequada para o conhecimento da formação trombótica; por

estas características tornou-se numa opção habitual nos laboratórios que trabalham neste

campo.

No final do seculo vinte, com as diversas transformações sociais e tecnológicas, a atividade

laboratorial com animais foi repensada com vista a limitar (Romero-Fernandez et al., 2016)

o número seres afetados e o sofrimento aplicado. Assim, no ano 1998, foi proposto um

modelo com ratos geneticamente modificados, respondendo às limitações impostas e com a

intenção de obter resultados mais rápidos nos processos de desenvolvimento de fármacos.

Este novo modelo, com origem em Harvard (Denis et al., 1998), manteve o uso de FeCl3

como indutor dos trombos, mas os ratos passaram a ser clonados com um defeito na

hemóstase que provoca hemorragias para simular a doença humana por falta de FvW. Esta

modificação foi muito significativa, devido à simplificação das provas, aportando também

resultados mais comparáveis nos diversos indivíduos utilizados (Anexo 6).
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Com vista a ilustrar de forma sistemática os detalhes que vários autores adotaram em

métodos trombóticos com murinos, nomeadamente o local da lesão, a forma e o mecanismo

de indução, Jagadeeswaran et al (2016) compuseram uma tabela que se reproduz a seguir

(Tabela 3).

Tabela 3. Modelos de estudos trombóticos por mecanismo e tipo de vaso realizados em murinos (adaptada

de Jagadeeswaran et al, 2016)

Desde o início do século XXI, surgiram modelos apoiados em técnicas mais atuais, nos

quais constata-se a influência das comunicações de hoje em dia. Neste contexto, no ano

2013 foi apresentado um modelo in vivo, em ratos, desenvolvido em Taiwan, pelo método

de indução de trombos em microvasos por radiação e comparação de resultados com ajuda

de fluorescência, depois de uma administração por bolus de um corante (Jayakumar et al.,

2013) (Tópico 2.3.4). Esta técnica veio gerar de forma mecânica o efeito trombótico que se

deseja em vasos de calibre pequeno o qual, até então, pela maneira como era aplicado, não

resultava tão eficaz.
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Aqui pode-se constatar que, com o avançar da tecnologia, os modelos evoluem para formas

mais complexas.

Um novo estudo, publicado em 2014 por Adelmann et al, efetuado in vitro e ex vivo com

amostras de humanos comparou a efetividade do Apixaban e do Rivaroxaban por meio da

tromboemblastrometria rotacional. O trabalho permitiu estabelecer parâmetros de

semelhança com a trombose clínica. Este método analisa o fator tecidual assim como o

tempo de coagulação ativado permitindo medir o efeito do fármaco numa possível triagem

pré-operatória (Adelmann et al, 2014).

Na sequência da tendência de utilização de animais aquáticos em ensaios farmacêuticos, no

ano 2016, Jagadeeswaran et al dedicaram um amplo espaço para o peixe zebra, no seu artigo

de revisão Animal models of thrombosis from zebrafish to nonhuman primates: use in the

elucidation of new pathologic pathways and the development of antithrombotic drugs. O

peixe zebra, geneticamente modificado, está a ser proposto como modelo no estudo de uma

terapêutica em pessoas com deficiência nas proteínas envolvidas na coagulação como a

ATIII. A tabela 4, também adaptada de Jagadeeswaran et al, 2016, resume os genes

modificados do peixe zebra para estudos trombóticos.

Tabela 4. Modelos de peixe zebra geneticamente modificados utilizados em ensaios trombóticos (adaptada

de Jagadeeswaran et al, 2016).

..
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A tabela 5 apresenta um resumo da evolução histórica de modelos inovadores para o estudo

das doenças trombóticas, com a finalidade de facilitar uma visão geral de perspetiva da

evolução nos diversos métodos de análise trombóticos.

Tabela 5. Esquema cronológico da evolução de modelos de análise da formação trombótica.

.

2.2. Modelos utilizados em fármacos antitrombóticos atualmente aprovados para
uso em humanos

Tendo em conta os principais fármacos aprovados desde o ano 1997 (Jagadeeswaran et al,

2016), organizaram-se duas tabelas, consoante serem fármacos antiplaquetários ou

anticoagulantes (Tabelas 6 e 7 respetivamente), com indicação do animal, o tipo de vaso, a
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aplicação ou não de shunt arterio-venoso, ativação sistémica ou não, modelo associado ou

não ao Folts et al (1976).

Tabela 6. Modelos trombóticos utilizados no desenvolvimento de fármacos antiplaquetários aprovados.

Tabela 7. Modelos trombóticos utilizados no desenvolvimento de fármacos anticoagulantes aprovados.

No espectro de fármacos desenvolvido desde o século XX encontram-se vários mecanismos

de atuação; na atualidade, as principais classes de agentes terapêuticos antitrombóticos em

uso são as seguintes:

1) Inibidor da COX-1 - AAS;

2) Antagonistas dos recetores da ADP P2Y12 – Ticlopidina (Balsano et al., 1990),

Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor, Cangrelor (Harrington et al., 2009) e Elinogrel (Gurbel

et al., 2010);

3) Inibidores da Gp IIIb/IIa – Abciximab (Simoons, 2001), Eptifibatide e Tirofiban;

4) Antagonistas do recetor da trombina – Vorapaxar e Atopaxar (Kogushi et al., 2011);

5) Inibidores diretos da trombina – Bivalirudina e Dabigatran;

6) Inibidores diretos do fator Xa – Apixaban, Edoxaban e Rivaroxaban;
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7) Inibidores do TXA2 – Picotamida (Afonso et al, 2016), Ridogrel (Carty, Macey,

McCartney, & Rampton, 2000) e Ramatroban (Terada et al., 1998).

Embora os fármacos aprovados para a terapêutica das doenças trombóticas tenham passado

nos testes de eficácia, o objetivo de encontrar um equilíbrio ideal entre a profilaxia

antitrombótica e o risco controlado de efeitos indesejáveis ainda não foi atingido. Assim,

hemorragias, descompensações ou controle e reversão da ação destes, perante uma possível

intervenção cirúrgica, são o alvo de estudo para os métodos de desenvolvimento de novas

moléculas terapêuticas antitrombóticas, como mostram os exemplos de modelos de estudo

em substâncias em fase de desenvolvimento (Tópico 2.3).

2.3. Substâncias em desenvolvimento para aprovação do uso farmacêutico em

humanos.

Neste tópico apresentam-se 5 compostos/classes com estudos efetuados desde 2012,

nomeadamente o óleo de argão, o ACT-246475, derivados de heparina, sulforafano e

limiglidole, e os métodos que foram utilizados para testar a sua eficácia antitrombótica. Por

um lado, encontram-se inovações com tecnologias muito atualizadas mas também é patente

a profunda influência das metodologias clássicas já revisadas nesta compilação.

2.3.1. O óleo de argão, efeito antitrombótico in vitro e in vivo, estudo em ratos.
(Mekhfi et al., 2012b)

O estudo de (Mekhfi et al., 2012b) induziu o tromboembolismo pulmonar agudo por meio

de uma injeção intravenosa com uma mistura de colagéno e epinefrina. Os resultados

mostraram que o óleo de argão inibiu a agregação plaquetária in vitro e in vivo sem

prolongar o tempo de sangramento.

Os animais escolhidos neste ensaio eram camundongos (20-30 g), foram distribuídos

aleatoriamente em três grupos experimentais (8-10/Grupo). Os camundongos foram tratados

por via oral por 1 semana com água destilada (1 mL/100 g/dia, o grupo controlo), óleo de

argão (1 mL/100 g/dia, o grupo tratado), ou (AAS; 100 mg/kg/dia, o controlo positivo).

A dose de óleo de argão foi determinada por estudos prévios. A aspirina, como referência
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farmacêutica antitrombótica, foi preparado em água destilada.

Uma hora após o último tratamento, um Tromboembolismo Pulmonar Agudo (TPA) foi

induzido na veia da cauda por uma injeção de uma solução trombogéncia, composta de

colagénio (80 mg/kg) com epinefrina (1 mg/kg), que foi anteriormente estimada para

produzir aproximadamente 80% da indução de tromboembolismo.

Imediatamente após a injeção, foi observado o comportamento dos animais, durante um

intervalo de 15 minutos, e foi anotado o total de animais que ficou paralisado e animais

mortos em cada grupo. A percentagem de proteção contra o TPA, determinada pelo efeito

antitrombótico do óleo de argão e AAS, foi calculada e apresentada na tabela 8.

Tabela 8. Efeito do óleo de argão no tromboembolismo pulmonar agudo em camundongos (adaptada de

Mekhfi et al., 2012a).

O estudo histológico foi realizado no tecido pulmonar para estimar a percentagem de vasos

obstruídos por trombos plaquetários.

O teste de coagulação foi monitorizado em plasma pobre em plaquetas de ratos normais

medindo os parâmetros de coagulação (tempo de tromboplastina parcial ativado, tempo de

protrombina e tempo de trombina) na presença e ausência de óleo de argão. Para isso

utilizou-se um sistema automático (coagulometer Thrombostat Behnk Elektronik), um kit

de reagentes do fabricante, e o método de Lau (Lau et al., 2009). Em todos os testes de

coagulação, o óleo de argão foi dissolvido em dimetilsulfóxido (DMSO) a uma

concentração final de 0,5%. Brevemente, o Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) foi pré

incubado com óleo de argão (0,5; 1 e 2 mg/mL) por 5 minutos a 37ºC. A seguir o plasma

(50 µL) foi misturado com 50 mL de cephalin. O processo de coagulação para o plasma












































































