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RESUMO
A terapéutica anticoagulante foi, durante muito tempo, limitada ao uso de heparinas e varfarinas.
Recentemente foram introduzidas no mercado novas alternativas a esta terapéutica antitrombética.
A disponibilidade para uso oral quer de agentes inibidores do FXa quer da trombina tem
proporcionado resultados clinicos revelantes em ensaios para a profilaxia da trombose venosa pds-
operatdria. No entanto, estes farmacos ndao apresentam a polifarmacologia Unica das heparinas.
Neste contexto, a investigacdo de pequenas moléculas sulfatadas que mimetizem as func¢des dos
glicosaminoglicanos, sem os inconvenientes caracteristicos das grandes cadeias de heparinas, tem
surgido como uma darea de investigacdo alternativa. Neste trabalho, sdo expostas as principais
abordagens na terapéutica para o tratamento da trombose venosa e é dado um enfoque especial ao
estudo desenvolvido no nosso grupo de investigacdo na procura de pequenas moléculas com
atividade dual anticoagulante e antiagregante plaquetaria.
Palavras-chave: Terapéutica anticoagulante, Varfarina, Glicoaminoglicanos sulfatados

ABSTRACT
Anticoagulant therapy was for a long time, limited to the use of heparins and warfarins. Recently, has
been introduced in the market new alternative antithrombotic to this therapy. The availability of an
oral of FXa or thrombin inhibitors has provided relevant clinical results in assays for the prophylaxis
of postoperative venous thrombosis. However, these drugs do not have the polypharmacology of
heparins. In this context, the investigation of small molecules that mimic the functions of the sulfated
glycosaminoglycans, without the drawbacks characteristic of large chain heparins, has emerged as an
area of research alternative. In this work, the major therapeutic approaches for the treatment of
venous thrombosis are exposed, and is given a special focus to the study of our research group in the
search for small molecules active dual antiplatelet and anticoagulant.
Keywords: Anticoagulant therapy, Warfarins, Sulfated glycosaminoglycans
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INTRODUCAO

A hemostase é o nome que se da ao meca-
nismo de defesa que, em caso de lesdo, permite
gue os tecidos sejam reparados, impedindo a
perda excessiva de sangue. Este fendmeno, que
depende de interacGes complexas entre a pare-
de dos vasos, as plaquetas, as enzimas e os cofa-
tores, é regulado por diferentes mecanismos
que incluem varias fases: constricdo do vaso
lesado, formacdo do trombo plaquetério, forma-
¢do do coagulo de fibrina (coagulagdo), seguida
pela dissolucdo do coagulo (fibrindlise)*. Existem
varios reguladores do sistema hemostatico; a
antitrombina Il (ATIIl) é o principal regulador da
coagulacdo inibindo varios fatores interveni-
entes, nomeadamente o fator Xa (FXa) e o fator
Ila (Flla).

Desequilibrios no sistema hemostatico con-
duzem a situacOes patoldgicas de trombose ou
de hemorragia®. Cerca de 90% das doencas
cardiovasculares sdo causadas por eventos
trombdticos e 10% causadas por eventos
hemorragicos. Geralmente, no caso da trombo-
se que ocorre nas artérias (trombose arterial),
onde o sangue é rico em plaquetas, sdo utiliza-
dos agentes antiagregantes plaquetdrios. No
caso da trombose que ocorre nas veias (trombo-
se venosa), onde o sangue é pobre em plaque-
tas, sdo utilizados agentes anticoagulantes. No
entanto, em certas situagdes é necessaria a sua
utilizacdo conjunta.

Com a introducdo de novos farmacos anti-
coagulantes com novos mecanismos de agao,
surge a necessidade de efetuar uma revisdo da
terapéutica anticoagulante. A Figura 1 repre-
senta os atuais agentes anticoagulantes utiliza-
dos na terapéutica e os respetivos alvos. Na
terapéutica de curta duragdo, profilatica ou de
emergéncia, tém-se utilizado a heparina ndo
fracionada (HNF), as heparinas de baixo peso
molecular (HBPM) ou o fondaparinux. Em trata-
mentos prolongados, sdo utilizados os antago-
nistas da vitamina K (AVK) e, mais recentemen-
te, o etexilato de dabigatrano, o rivaroxabano e
o apixabano, também designados de novos anti-
coagulantes orais (NOAC).

Assim, sdao apresentadas cada uma das
classes de farmacos anticoagulantes, com refe-
réncia a classificacdo quimica, descricdo do
mecanismo de ac¢do e principais vantagens e
desvantagens.

Com a revelacdao de outros mecanismos de
acdo que influenciam a atividade anticoagulante
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da heparina, esta tornou-se um modelo inte-
ressante na procura de novas alternativas.
Assim, no final desta revisdo sera dado um
especial enfoque a uma nova classe de com-
postos em investigacdo, os polifendis oligos-
sacaridos sulfatados que, nos ultimos anos, tém
sido alvo de estudo pelo nosso grupo de
investigacdo®.
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Figura 1. Agentes anticoagulantes utilizados na
terapéutica e os respetivos alvos. (AVK, antagonistas
da vitamina K; HBPM, heparinas de baixo peso
molecular; HNF, heparina ndo fracionada)

ANTAGONISTAS DA VITAMINA K (AVK)

Os antagonistas da vitamina K (AVK) sdo usa-
dos como anticoagulantes ha mais de 60 anos”.
A descoberta dos AVK surgiu com o apareci-
mento de uma doenca hemorragica em bovinos,
no centro-oeste dos EUA, na década de 1920,
ap6s uma populagdo de imigrantes ter destruido
uma plantacdo de gramineas nativas para
construir as suas casas e fazendas. Esta doenga
foi atribuida a ingestdo de trevo doce dete-
riorado, tendo Karl Link conseguido isolar a
substancia responsavel pela hemorragia. Este
estudo conduziu a comercializagdo do dicuma-
rol, em 1941, e na continuidade, esforgos para
desenvolver um derivado sintético resultaram
na obtencdo da varfarina (nome oriundo de
Wisconsin Alumni Research Foundation), apro-
vada para uso médico em 1954,

Os AVK sdao compostos de baixo peso mole-
cular e de natureza ndo polissacdrida, derivados
da 4-hidroxicumarina, com um substituinte aro-
matico volumoso na posicdo 3 (Figura 2). Estes
dois requisitos estruturais, um substituinte
volumoso na posicdao 3 e o grupo hidroxilo na
posicdo 4, sdo essenciais para a atividade
anticoagulante desta classe de compostos. Os
AVK tém propriedades farmacocinéticas e
efeitos secundarios semelhantes entre si’,
sendo a varfarina o AVK mais frequentemente
usado.
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Figura 2. Antagonistas da vitamina K (AVK) em uso
clinico.
Os AVK inibem, no figado, a epdxido

redutase da vitamina K e a carboxilacdo da
vitamina K-dependente dos fatores de coagu-
lacdo protrombina, FVII, FIX, FX. Subsequen-
temente, os fatores de coagulacdo parcialmente
carboxilados apresentam um efeito coagulante
reduzido. Os AVK correspondem ao tratamento
padrdo para a profilaxia a longo prazo, de aci-
dentes vasculares cerebrais (AVC), em pacientes
com fibrilagdo atrial. No entanto, os AVK estdo
associados a um conjunto considerdvel de
limitacOes (Tabela 1). Os AVK apresentam uma
janela terapéutica estreita, bem como a
necessidade de uma monitorizacdo frequente
da coagulacdo e de ajustes de dosagem. A
hemorragia é o efeito adverso mais comum com
os AVK®. Além disso, estes agentes possuem um
efeito lento, quer no aparecimento quer no
desaparecimento do efeito anticoagulante, o
gue implica a associacdo de heparinas durante a
fase inicial do tratamento. O metabolismo dos
AVK é afetado por fatores genéticos, ou seja,
por exemplo pelos polimorfismos da enzima
CYP2C9. Adicionalmente, a lista extensa de
interacGes com medicamentos e alimentos ricos
em vitamina K, limitam grandemente o seu uso.

ATIVADORES DA ANTITROMBINA Il (ATIII)
Heparina nao fracionada (HNF)

A HNF tem sido utilizada para a prevencao e
tratamento de trombose, desde a década de
1930”. A HNF é um produto natural, de fontes
bovina ou porcina, que contem uma mistura de
cadeias de polissacaridos de diferentes tama-
nhos (nimero de residuos entre 10 e 80) e uma
diferente distribuicdo dos grupos sulfato. O
peso molecular médio de 15.000, implicando a
presenca de cerca de 65-85 cargas negativas,
em média, por cadeia (Figura 3).

A HNF aumenta significativamente a taxa de
inibicao, por parte da ATIII, de varias enzimas da
coagulagdo, incluindo a trombina, o FXa, FIXa,
FXla, FXlla e TF/FVila, sob condi¢des fisiolo-
gicas. A trombina e o FXa sdo os mais sensiveis a
inibicdo pelo complexo HNF/ATIII, sendo este o
principal mecanismo envolvido na ac¢do antico-
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agulante da HNF®. Para catalisar a inibicdo da
trombina, a HNF liga-se a ATIII, através de uma
sequéncia pentassacarida DE-FGH, e simultanea-
mente a trombina. Em contraste, para promover
a inibicdo do FXa, a HNF necessita apenas de se
ligar a ATIIl através da sua sequéncia pentassa-
carida. As cadeias de HNF contendo 18 unidades
sacaridicas sdo demasiado curtas para se liga-
rem a ambas, trombina e ATIIl e, portanto, ndo
podem catalisar a inibicdo da trombina. No
entanto estes fragmentos mais curtos de HNF
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Figura 3. Heparina ndo fracionada (HNF).

podem catalisar a inibicdo do FXa. Como quase
todas as cadeias de HNF sdo de comprimento
suficiente para fazer a ponte da ATII a
trombina, a HNF promove a inibicdo da
trombina e FXa igualmente bem e é atribuida
uma proporcao de anti-FXa de antitrombina de
1,25°. A HNF é um agente parentérico,
administrado quer por via intravenosa ou
subcutanea’. Geralmente, a HNF tem um inicio
de acdo imediato e uma curta duragao de acgao,
embora a semi-vida biolégica da HNF seja
variavel e dependente da dose administrada e
da via de administracdo. A administracdo intra-
venosa provoca hiveis iniciais elevados, com um
tempo de semi-vida curto (1 hora). A adminis-
tracdo subcutanea conduz a libertacdo lenta de
HNF e tem um efeito equivalente a HNF intrave-
nosa na profilaxia da trombose. Os problemas
da terapéutica com HNF resultam da sua estru-
tura molecular. Os extensos fragmentos de
cadeias altamente anidnicos sdo responsaveis
por um grande numero de interagdes com
proteinas plasmaticas, o fator 4 das plaquetas,
macréfagos hepaticos, osteoblastos, osteo-
clastos e células endoteliais. Estas interagbes
limitam a biodisponibilidade e conduzem a uma
resposta anticoagulante altamente varidvel,
sendo causadoras dos efeitos adversos da HNF,
tais como, complicacGes hemorragicas, trombo-
citopenia induzida pela heparina (HIT)® e o
aumento significativo dos valores das transami-
nases hepéaticas™.
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A adicionar ao seu carater polianidnico, a
HNF apresenta milhdes de sequéncias que dife-
rem umas das outras na posicao dos grupos
sulfato, gerando considerdvel micro-heteroge-
neidade e polidispersidade. Essa complexidade
estrutural da HNF também oferece caminhos
para utilizagio em doping®?, como o demons-
trado pelos acontecimentos recentes em que
um contaminante® presente na HNF comercial
levou a varias mortes nos EUA. Além disso, a
origem animal deste farmaco é uma causa de
preocupacdo no que diz respeito a contami-
nacdo com agentes potencialmente infeciosos
de origem virica.

Heparinas de baixo peso molecular (HBPM)

Nas ultimas décadas assistiu-se a introducao
de varias HBPM, que ganharam maior aceitacao
para uma série de indicacbes, nomeadamente,
em pacientes que sofrem de HIT. As HBPM
(Figura 4) em uso incluem a enoxaparina, a
dalteparina, a nadroparina, a tinzaparina, a revi-
parina e a parnaparina.
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Figura 4. Heparinas de baixo peso molecular (HBPM).

As HBPM derivam da HNF por despolimeriza-
¢do enzimdtica ou quimica. Estes derivados
correspondem a uma diminuigdo no peso mole-
cular de cerca de um tergo da HNF (~ 2000-5000
Da; média de 3000 Da) e apenas 25% a 50% das
moléculas de HPBM contém um numero de
sacaridos igual ou superior a 18. Por
conseguinte, pelo menos metade das cadeias de
HBPM s3ao demasiado curtas para se ligarem
simultaneamente a trombina e a ATIII. Assim, as
HBPM tém menor atividade contra a trombina
qgue a HNF. Em contraste, retém a acdo inibitéria
contra o FXa*, apresentando indices de acele-
racdo da inibicdao do FXa versus da trombina que
variam de 2:1 a 4:1™.

Quando comparadas com HNF, as HBPM
apresentam uma reduzida ligagdo as proteinas
do plasma, plaquetas e outras células. As HBPM
sdo caracterizadas, em doses baixas, por possui-
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rem uma maior biodisponibilidade, um maior
tempo de semi-vida e um efeito dose-resposta
mais previsivel que a HNF. O risco de desenvol-
ver complicagdes hemorragicas e incidéncia de
HIT em resposta a terapéutica com HBPM é
diminuido apesar de ainda existir'®. Quando as
HBPM sdo utilizadas no tratamento da
trombose venosa profunda é observada
hepatotoxicidade, definida como a elevacdo de
transaminases hepaticas maior do que trés
vezes o limite superior do normal'’. As HBPM
ainda sdo heterogéneas em termos de atividade
biolégica e duracdo de acdo. Cada HBPM tem
um peso molecular especifico que determina a
sua atividade anticoagulante e duracdo de acdo,
de modo que cada agente é considerado um
medicamento Unico. Devido ao seu modo de
acao dependente da AT, a HNF e as HBPM nado
sdo capazes de inativar a trombina ligada a
fibrina ou o FXa ligado as plaquetas ativadas.

Fondaparinux

As vantagens farmacocinéticas e bioldgicas
das HBPM relativamente a HNF tém estimulado
o interesse em fragmentos de HNF ainda meno-
res. A descoberta, nos anos 1980, de que um
dominio de apenas cinco residuos (DEFGH) na
HNF ativava a ATIIl para acelerar a inibicdo do
FXa, mas ndo da trombina, conduziu a sintese
de uma Unica sequéncia pentassacaridica, o
fondaparinux (Figura 5). A primeira sintese
quimica do pentassacdrido compreendeu mais
de 60 passos e este foi produzido com rendi-
mento e pureza suficientes para utilizagdo como
farmaco. Apesar da sua sintese em larga escala
ser realizada com sucesso na industria, ainda
hoje compreende varias etapas. O fondaparinux
chegou ao mercado nos EUA e na Europa em
2002,

O fondaparinux sé potencializa a taxa de
neutralizagdo de FXa pela ATIIl e, ao contrdrio
da HNF e das HBPM, ndo inativa a trombina. A
inibicao seletiva do FXa faz do fondaparinux um
anticoagulante me- lhor tolerado do que a HNF
e as HBPM. O fondaparinux ndo tem nenhum
efeito conhecido na funcdo plaquetaria, ativida-
de fibrinolitica ou no tempo de hemorragia; o
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Figura 5. Fondaparinux



fondaparinux n3o induz toxicidade hepatica’® e,
como ndo se liga ao fator 4 das plaquetas, tem
sido utilizado com sucesso para tratar doentes
com HITY. O fondaparinux é preferencialmente
recomendado nas diretrizes recentes para o
tratamento antitrombdtico devido a sua eficacia
e perfil de segurancga favordvel, assim como ao
facto de se apresentar numa dose Unica didria,
sem necessidade de monitoriza¢cdo. No entanto,
o fondaparinux mantém o risco de hemorragia,
como o observado nos pacientes tratados com
HBPM; no caso de uma hemorragia encontro-
l[avel, o FVlla recombinante pode ser eficaz'®.

A necessidade de administracdo parentérica
subcutanea®™ torna o fondaparinux um farmaco
inconveniente e dispendioso. Além disso, o
fondaparinux nao inibe o FXa ligado ao comple-
xo de protrombinase e é dependente da ATIII.

Inibidores diretos de fatores de coagulacao

No que diz respeito a inibicdo direta da
coagulacdo, foram propostos como alvos a
trombina e o FXa. Os inibidores diretos da
trombina e do FXa podem ligar-se diretamente a
trombina e ao FXa, respetivamente, enquanto
gue os inibidores indiretos sdo dependentes da
ATIIl. Estes farmacos inibidores diretos de
trombina e de FXa formam uma grande classe
de reguladores da coagulacdo que sdo consi-
derados superiores as heparinas uma vez que
inibem ambas as enzimas circulantes e ligadas
ao coégulozo. No entanto, carecem dos efeitos
polifarmacolégicos das heparinas, nomeada-
mente das suas propriedades anti-inflamatarias,
antiangiogénicas, etc.

Inibidores diretos da trombina (IDT)

Os inibidores diretos da trombina (IDT)
ligam-se a trombina e bloqueiam a sua
interagdo com os seus substratos, a formagdo
de fibrina e a ativacdo de plaquetas e dos FV,
FVIII, FXI e FXIN21.

A trombina é o agonista mais potente da
ativacdo das plaquetas. Através da ativacdo dos
recetores ativados por protease (PAR), presen-
tes na superficie das plaquetas, conduz a liberta-
¢do de granulos e a agregacdo das plaquetas
através dos recetores GPIIb/llla. Assim, antico-
agulantes que inibem a atividade da trombina
reduzem a ativacdo plaquetdria através dos
recetores PAR. Estes farmacos também podem
inibir as vias intracelulares de transducdo do
sinal induzidas pela trombina, incluindo a ativa-
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¢do das plaquetas induzida pela trombina.
Existem dois tipos de IDT, dependendo da
interagao que estabelecem com a molécula de
trombina. Os IDT bivalentes (hirudina, lepidu-
rina, bivalirudina) ligam-se tanto ao local ativo
como ao exositio’, enquanto que os IDT univa-
lentes (argatrobano, melagatrano, dabigatrano)
ligam-se apenas ao local ativo. A hirudina, a
lepidurina, a bivalirudina e o argatrobano sdo
IDT de administracdo parenteral. A hirudina é
um péptido de origem natural proveniente das
glandulas salivares de sanguessugas (tais como
Hirudo medicinalis) (Figura 6 A). A bivalirudina é
uma forma quimicamente derivada da hirudina
e a lepidurina uma forma recombinante da hiru-
dina. O argatrobano é uma pequena molécula
inibidora direta da trombina (Figura 6 B). Os IDT
parenterais sdo geralmente reservados para o
tratamento de pacientes com HIT. A principal
limitacdo da sua acdo é a ocorréncia de
hemorragias®>.

A. Hirudina

Figura 6. Inibidores diretos da trombina (IDT) paren-
terais. A. Hirudina ligada a trombina (imagem de
PDB; 4HTC). B. Estrutura do argatrobano.

O primeiro IDT disponivel (2003-2006) para
uso clinico por via oral foi o ximelagatrano
(Figura 7), um pro-farmaco do melagatrano. O
aparecimento deste medicamento representou
um grande avanco em relacdao aos AVK orais
existentes, pois ndo exigia monitorizacdo ou
ajuste de dose®®. Em ensaios clinicos para o
tratamento e prevencao de tromboembolismo
venoso, o ximelagatrano demonstrou ser mais
eficaz ou comparavel a varfarina®. No entanto,
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o uso deste farmaco foi suspenso em 2006
devido a toxicidade hepatica observada®. Em
marco de 2008, um segundo inibidor direto da
trombina por via oral, o etexilato de dabiga-
trano (Figura 7), foi aprovado para comercializa-
¢30 na Europa®.
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Figura 7. Inibidores diretos da trombina (IDT) e
respetiva bioativacdo.

Dabigatrano

O etexilato de dabigatrano é um duplo proé-
farmaco que, apés administracdo oral, é rapida-
mente absorvido e por hidrdlise, catalisada por
esterases no plasma e figado, convertido na sua
forma ativa, o dabigatrano (Figura 7). Este novo
anticoagulante ndo apresenta os problemas dos
AVK, no que concerne as interagdes com medi-
camentos e/ou alimentos. H& que referir a
possibilidade de aumento de hemorragia com o
uso concominante com farmacos que bloquei-
am a agregacao plaquetaria, como os anti-infla-
matorios ndo esterdides. Por outro lado, o etexi-
lato de dabigatrano é um substrato da glicopro-
teina P, pelo que inibidores desta bomba de
efluxo reduzem a sua eficacia (ex. amiodarona,
cetoconazol, quinidina).

Inibidores diretos do FXa

O FXa é o local primdrio de amplificagdo no
processo da coagulagdao: uma molécula de FXa
catalisa a formagdo de cerca de 1000 moléculas
de trombina®. Os inibidores de FXa inibem a
formagdao de trombina, de forma potente e
seletiva, em vez da atividade da trombina. Por
esta razdo, o desenvolvimento de farmacos que
inibam o FXa é uma estratégia promissora na
investigacdo farmacéutica. Uma vez que a inter-
vencdo do FXa fora da coagulacdo é menor do
qgue a da trombina, estes inibidores tém uma
janela terapéutica mais larga do que os inibido-
res da trombina e, aparentemente, ndo condu-
zem, apds a interrupcdo, a hipercoagulabilidade,
regularmente observada apds a paragem dos
inibidores de trombina.

O rivaroxabano ¢é um derivado da
oxazolidona (Figura 8), um inibidor direto
competitivo do FXa e altamente seletivo, que foi
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aprovado, em setembro de 2008, na Europa,
para a prevencao do tromboembolismo venoso
em pacientes submetidos a cirurgia orto-
pédica”?®. O rivaroxabano n3o apresenta
interacdes com alimentos, como os AVK; no
entanto, possui interagdes com alguns medica-
mentos inibidores da glicoproteina P, inibidores
da protease e com inibidores potentes do
CYP3A4 (ex. rifampicina). Em maio de 2011,
outro inibidor oral do FXa, o apixabano (Figura
8), foi aprovado na Europa para a prevencdo de
tromboembolismo venoso apds artroplastia
eletiva da anca ou joelho®™. O sucesso do
apixabano na prevencdao de AVC em pacientes
com fibrilagdo atrial, nos quais o tratamento
convencional com AVK estd contra-indicado, foi
descrito recentemente™.
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Figura 8. Inibidores diretos do FXa: rivaroxabano e
apixabano.

Na Tabela 1 sdo resumidas as principais
vantagens e desvantagens dos anticoagulantes
de utiliza¢do clinica.

EM INVESTIGACAO: NOVA CLASSE DE
POLIFENOIS OLIGOSSACARIDOS SULFATADOS
Embora existam substancias Uteis na tera-
péutica, hd ainda muito a fazer no sentido de se
obterem agentes mais eficazes e com menos
efeitos secunddrios. Uma licdo importante que
surgiu a partir dos numerosos ensaios
antitrombdticos é que sé o aumento da
poténcia antitrombdtica por si sé ndao garante
necessariamente um maior beneficio clinico e,
em geral, as abordagens com antitrombdticos
potentes devem ser reservadas para pacientes
de alto risco. A ocorréncia de hemorragias
representa o fator mais importante que
influencia a terapéutica a longo prazo e o
beneficio clinico global da terapéutica anti-
trombdtica. A principal preocupacgdo em relacdo
aos farmacos antitromboticos existentes rela-
ciona-se com a janela terapéutica e a
necessidade de monitorizagdo. Assim, o0s
principais desafios no desenvolvimento destes
inibidores, incluem atingir uma afinidade de
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Tabela 1. Agentes anticoagulantes na terapéutica

Administragdo Vantagens Desvantagens Antidoto
ATIVAGAO DA ATII
HNF i.v. Répido Administragdo parenteral Sulfato de protamina
(2 ou 3 vezes por dia) inicio/fim de agdo Depende da ATIII
Pode ser usada na gravidez Origem animal
ComplicagGes hemorragicas
Monitorizagdo
HIT severa (4-5 dias)
Ativagdo plaquetéria
HBPM s.C. Ndo requer Administracdo parenteral Sulfato de protamina

(2 ou 3 vezes por dia)

monitorizagao

Depende da ATIII

Origem animal
ComplicagGes hemorragicas
Risco de HIT

Fondaparinux

S.C.

(1 vez por dia)

N3o requer
monitorizacao
Origem sintética
N3o se observa HIT

Administragcdo parenteral
Depende da ATIII
ComplicagGes hemorragicas
em pacientes com insuficiéncia
renal

FVlla recombinante

AVK
Varfarina oral Administracdo Inicio de acdo lento Vitamina K
(1 vez por dia) oral ComplicagBes hemorragicas Plasma fresco
Tratamento prolongado Requer monitorizagdo
Teratogénico FIX/protrombina
Baixo custo Polimorfismo
Interagbes com medicamentos
e alimentos
IDT
Hirudina, i.v. N3&o se observa HIT Administragdo parenteral Sem antidoto
Lepirudina, Episédios hemorragicos graves
Bivalirudina
Argatrobano
Etexilato de oral Administracdo Experiéncia clinica reduzida Sem antidoto
dabigatrano (2 vezes por dia) oral
INIBIDORES DIRETOS DO FATOR Xa
Rivaroxabano oral Rapido Experiéncia clinica reduzida Sem antidoto
(1 vez por dia) inicio/fim de a¢do

Apixabano

Resposta previsivel
Interagdes com
medicamentos e alimentos

pouco relevantes

oral Rapido

(2 vezes por dia) inicio/fim de acdo
Resposta previsivel

Interagdes com medicamentos e alimentos

Experiéncia clinica reduzida

Sem antidoto

Legenda: HBPM, heparinas de baixo peso molecular; AVK, antagonistas da vitamina K; IDT, inibidores diretos da

ligacdo para as enzimas da coagula¢ao que nao
esteja associ-ada com um efeito hemorragico

excessivo e evitar a toxicidade hepatica.

Numerosas substancias com atividade anti-
trombdtica com agdo em varios outros alvos, no

trombina; i.v., intravenoso; s.c., subcutaneo; HIT, trombocitopenia induzida pela heparina.

meadamente no co-fator da heparina (HCIl),
proteina C, FIX, FVII, FXI331"33, encontram-se
atualmente em diferentes etapas de desenvolvi-
mento.

No entanto, na Uultima década, com a
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descoberta de um conjunto de mecanismos
envolvidos na atividade anticoagulante da
HNF** vérios esforcos tém sido dirigidos na
procura de miméticos da heparina, mas que
apresentem uma composicdo bem definida, sin-
tese eficaz, menores efeitos secundarios e uma
resposta terapéutica previsivel, sem necessida-
de de monitorizacdo. Podem destacar-se, nome-
adamente, as tentativas de obtencdo de hepari-
na totalmente sintética, de oligossacaridos mi-
méticos da heparina35‘37, bem como tentativas
de desenvolvimento de formula¢ées de hepa-
rina oralmente ativa®®

No nosso grupo de investigacdao temos vindo
a desenvolver nos ultimos anos pequenas molé-
culas com atividade antitrombdtica no sentido
de mimetizar as fung¢des dos anticoagulantes
polissacaridos sulfatados da terapéutica®

Assim, foram definidas trés carateristicas
estruturais essenciais: i) possuir grupos sulfato,
necessdarios para a atividade anticoagulante; ii)
ser uma pequena molécula que, relativamente
as macromoléculas da terapéutica, corresponda
a uma estrutura, do ponto de vista de sintese,
mais acessivel, contendo um menor numero
cargas negativas e um carater mais hidrofdbico,
no sentido de minimizar os seus efeitos secun-
darios; iii) e possuir uma porgado glicosidica que
consinta aplicar o principio da extensdo mole-
cular e aumentar o numero de cargas negativas
permitindo assim o reconhecimento molecular
carateristico dos anticoagulantes polissacari-
dicos.

Assim, foi selecionado um conjunto de
pequenas moléculas glicosiladas, que se encon-
trasse na terapéutica, para submeter a modifi-
cac¢do molecular por sulfatagdo. Isto porque a
probabilidade de com- postos que resultem de
modificagdes moleculares de agentes terapéu-
ticos ja existentes poderem também virem a ser
utilizados em humanos é elevada. Como ja dizia
Sir James Black, prémio Nobel em fisiologia e
medicina (1988): “A forma mais proveitosa para
a descoberta de novos farmacos é comecar com
farmacos ja existentes”®. Pelo exposto, foram
selecionados flavondides utilizados na terapéu-
tica como venotrdpicos, nomeadamente, a dios-
mina (D), a hesperidina (H), a rutina (R) e a eto-
xirutina (ER)*, bem como uma série de outras
moléculas pertencentes a outras classes quimi-
cas (Figura 9), por serem utilizadas como nutra-
céuticos ou suplementos nutricionais, pelas suas
propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes,
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como por exemplo, o glucosideo de trans-
resveratrol (SB), a mangiferina (M), etc*>*.
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Flgura 9. Materlas primas selecionadas para
sulfatagao.

Os derivados polissulfatados (Figura 10)
foram obtidos por um processo sintético mais
simples que o utilizado para o fondaparinux
(podendo mesmo ser efetuado numa so etapa a
partir das respetivas matérias-primas), com
rendimentos superiores a 80%" ™.
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Figura 10. Alguns exemplos de novas pequenas
moléculas sulfatadas sintetizadas com propriedades
anticoagulantes.

No que diz respeito aos tempos cldssicos de
coagulacdo, todos os compostos polissulfatados
prolongaram os tempos de coagulagdo in vitro,
em contato com plasma humano, e dentro de
cada classe quimica foi possivel observar uma
relacdo estrutura-atividade que evidenciou a
importancia do numero de grupos sulfato* ™. 0
tempo de tromboplastina parcial ativado (APTT)
e o tempo de protrombina (TP) foram os testes
que apresentaram maior sensibilidade a presen-
¢a dos compostos sulfatados. Os compostos
mais potentes foram a rutina persulfatada (RS)*
e a 3,6-(0-D-glucopiranosil) xantona persulfa-
tada (XGS)*® (Figura 10), tendo duplicado o APTT
numa concentra¢ao da ordem dos micromolar.
No entanto, com concentragdes mais altas, os
com- postos ERS, RS41, MS e XGS*® interferiram
também com o tempo de trombina (TT). Os
tempos classicos de coagulacdo, apds a adminis-
tracdo intraperitoneal em ratinhos, foram
também avaliados para trés dos compostos



polissulfatados (DS, RS, MS) *** tendo sido
observado um prolongamento do APTT para ni-
veis terapéuticos (2,5-3 vezes superior ao valor
normal do APTT) logo apds 30 minutos. Os com-
postos demonstraram provocar uma hipocoagu-
lagdo com durac¢do de acdo adequada, uma vez
que, ap6s 120 minutos, os tempos de coagu-
lagdo ainda se encontravam prolongados. Os
niveis das necroenzimas hepaticas foram tam-
bém avaliados ao longo do ensaio in vivo e ndo
foram observados sinais de hepatotoxicidade.

A capacidade anticoagulante dos compostos
DS, ERS, RS, HS, SBS, MS e XGS*™, na presenca
de sangue total humano foi avaliada por
tromboelastografia, tendo o tromboelatograma
apresentado um perfil de hipocoagulacdo, sem
sinais de fibrindlise.

Relativamente ao possivel mecanismo de
acao justificativo da atividade anticoagulante,
nenhum dos compostos apresentou qualquer
influéncia sobre a atividade da trombina,
mesmo na presenca de ATIIl. No entanto, alguns
derivados sulfatados, DS, HS, ERS, RS, MS e XGS,
mostraram seletividade para o FXa (direta ou
indiretamente) tendo sido observadas algumas
caracteristicas interessantes de relacdo estru-
tura-atividade, no que se refere a classe quimica
e a posicdo do agucar: enquanto que os fla-
vonodides polissulfatados 3-rutinosideos ERS e
RS* e a mangiferina sulfatada MS* foram inibi-
dores diretos do FXa, os flavondides polissul-
fatados 7-rutinosideos DS e HS foram inibidores
do FXa através da ativacdo da ATIII*'. A xantona
XGS apresentou um perfil diferente exercendo
atividade inibidora do FXa tanto na presenca
como na auséncia de ATII®.

A agregacdo plaquetdria foi também avaliada
na presengca dos compostos sulfatados, em
sangue total, através da medi¢ao dos tempos de
oclusdo do colagénio/5’-difosfato de adenosina
(COL/ADP) e colagénio/epinefrina (COL/EPI) e
por agregometria por impedancia elétrica
induzida pelo péptido de ativacdo do recetor de
trombina (teste TRAP), pelo acido araquiddnico
(teste ASPI) e pelo 5'-difosfato de adenosina
(teste ADP). Ambos os tempos de oclusdo
COL/ADP e COL/EPI apresentaram-se prolon-
gados na presenca dos flavondides polissul-
fatados ERS e RS*, do resveratrol persulfatado
SBS*, e da xantona glicosilada persulfatada
XGS*. Na presenca das diosmina e hesperidina
hexasulfatadas (DS e HS)*' e da mangiferina
heptasulfatada (MS)®, o tempo de oclusdo
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COL/EPI permaneceu dentro dos valores
normais enquanto o tempo de oclusdo COL/ADP
foi alterado, sendo este um perfil caracteristico
por exemplo, do clopidogrel. Alguns compostos
sulfatados, DS, ERS, RS, HS, SBS, MS e XGS,
inibiram a agregacdo plaquetdria induzida pelo
acido araquiddnico (teste ASPI), a semelhanca
do 4cido acetilsalicilico, e pelo 5'-difosfato de
adenosina (teste ADP).

A descoberta que os compostos DS, ERS, RS,
HS, SBS, MS e XGS apresentavam simultane-
amente atividades anticoagulante e antiagre-
gante plaquetdria, aumentou as expectativas
relativamente aos seus beneficios clinicos. Este
tipo de perfil é vantajoso relativamente a tera-
péutica de combinacdo de um anticoagulante e
um antiagregante plaquetdrio, pela sua farma-
cocinética menos complexa, pela probabilidade
de incidéncia mais baixa de efeitos colaterais e
pela menor exigéncia em fase de estudos clini-
cos. Assim, os compostos sintetizados podem
ser Uteis concomitantemente na trombose arte-
rial como na venosa, podendo vir, por isso, a
constituir uma nova abordagem na prevencao e
tratamento das doencas cardiovasculares®’.

CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

A introducdo das HBPM e do fondaparinux
simplificou a terapéutica anticoagulante paren-
teral e estes agentes tém substituido a HNF para
muitas  indicacGes. Inesperadamente, foi
provado que o pentassacarido sintético, fonda-
parinux, produz grandes problemas de hemor-
ragia em doses minimas**. Assim, a sua utiliza-
¢do tem sido reservada apenas para casos de
desenvolvimento de HIT.

O desenvolvimento de novos anticoagulantes
orais para substituir os AVK em ambulatério em
tratamentos prolongados de doengas trombo-
ticas tem sido mais lento do que o dos agentes
parenterais. Os AVK, como a varfarina, apresen-
tam a vantagem da administracdo oral, mas
devido ao seu inicio de ag¢do lento, ndo dispen-
sam administracdo dos anti-coagulantes citados
anteriormente, na fase inicial do tratamento.
Para além disso, apresentam varias intera¢des
com medicamentos e alimentos e originam
respostas com grande variabilidade inter-indi-
vidual, requerendo monitorizacdo da resposta
terapéutica, o que conduz frequentemente a
falta de adesdo do doente. Com o objetivo de
ultrapassar estas desvantagens, desenvolveram-
se os NOAC. Foram introduzidos na terapéutica
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para uso oral quer agentes inibidores do FXa
guer inibidores da trombina que tém propor-
cionado resultados clinicos impressionantes nos
ensaios para a profilaxia de trombose venosa
pos-operatdria. Estes ndo requerem monitori-
zacdo nem sdo afetados por interacdes com
alimentos como os AVK; no entanto, tém as
preocupacdes de seguranca relacionadas com
elevacdo das enzimas hepaticas e potenciais
riscos de hemorragia associada com o seu uso
prolongado. Nesta fase, sdo escassos os dados a
longo prazo sobre o etexilato de dabigatrano ou
rivaroxabano. Os ensaios clinicos a decorrer por
periodos mais longos de tratamento irdo com
certeza fornecer informagdes mais rigorosas
sobre a potencial hepatotoxicidade®. Portanto,
€ ainda cedo para se prever se os AVK serdo
substituidos pelos novos anticoagulantes orais*®.
A falta de um inibidor especifico para utilizacao
guando é necessaria a reversao urgente parece
ser um problema mais tedrico do que pratico,
devido ao tempo de semi-vida relativamente
curto do etexilato de dabigatrano e do rivaroxa-
bano. Assim, apesar das previsdes otimistas
sobre a utilidade superior dos novos anticoagu-
lantes orais emergentes, a sua utilizacdo tera-
péutica estd longe de ser a ideal”. Ha que
considerar o elevado custo que implicam para o
paciente e mesmo para o Sistema Nacional de
Salde se a todos os doentes medicados com
varfarina fossem prescritos indiscriminada-
mente os NOAC.

Assim, a procura de novas alternativas para a
terapéutica antitrombdtica continua. A heparina
parece continuar a desempenhar um papel
central nas principais linhas de investigacao que
poderao fazer chegar, no futuro, a terapéutica
anticoagulante, uma heparina totalmente sinté-
tica, uma heparina oralmente ativa, ou peque-
nas moléculas polissulfatadas que mimetizem as
fungdes das heparinas.
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