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Resumo

RESUMO

Neste estudo, investigamos os mecanismos farmacologicos responsaveis pela
hipertensdao pulmonar desencadeada pelo complexo heparina-protamina em cies
anestesiados Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico (Hypnol, 30mg/kg,
iv) combinados com citrato de fentanil (0,01 mg/Kg/h, iv) e diazepam (0,25 mg/Kg/h iv). A
administragao de 500 UI/Kg de heparina, seguida da administragdo de protamina (10
mg/Kg), causou um aumento de aproximadamente 280% da pressdo arterial pulmonar,
acompanhado de um aumento significativo do gradiente transpulmonar. Este aumento foi
significativo 1 min apos a protamina, mantendo-se significativamente elevado até
aproximadamente 3 minutos apos administragao da protamina. Ao mesmo tempo em que se
detectou a hipertensdo pulmonar, observamos uma queda significativa da pressdo arterial
media, observada até aproximadamente 5 minutos apos administragdo da protamina.
Observamos ainda um aumento significativo da frequéncia cardiaca com queda acentuada
do volume sistolico e do débito cardiaco. O indice de resisténcia vascular sistémica nio
apresentou alteragdes significativas.

O pre-tratamento dos cdes com indometacina (10 mg/Kg iv) reduziu marcantemente
a hipertensdo pulmonar e o gradiente transpulmonar determinado pela interagdo in vivo da
heparina-protamina. A taquicardia e a queda do débito cardiaco foram também
significativamente atenuados por este tratamento. O tratamento dos cdes com dazoxibeno
(10 mg/Kg iv) preveniu significativamente a hipertensdo pulmonar e o gradiente

transpulmonar, mas ndo alterou o aumento da frequéncia cardiaca, nem a queda de débito

XXXIX
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cardiaco. O tratamento com tezosentan (10 mg/kg iv bolus e 10 mg/Kg/h iv infusdo)
reduziu significativamente a hipertensdo pulmonar, e atenuou o aumento da freqiéncia
cardiaca e da queda de débito cardiaco

O tratamento com o oxido nitrico inalatorio (3 ppm) reduziu a hipertensdo pulmonar
e o gradiente transpulmonar.

Os niveis de tromboxano A; mostraram-se elevados 2 min apds a administragao da
protamina, mantendo-se elevados até o final do experimento. A indometacina preveniu a
liberagdo de tromboxano A;.

As analises da gasometria arterial mostraram que os valores de pO, e pCO; ndo
foram significativamente alterados quer em cdes controles, quer em cdes tratados com
dazoxibeno e tezosentan. Em resumo, nossos dados mostraram que a formagdo do
complexo heparina-protamina in vivo induzem hipertensdo pulmonar dependente da

liberagdo de tromboxano A; e endotelina-1.
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Introducdo

1.1 Hipertensio Pulmonar

A resisténcia vascular pulmonar (RVP) ¢é aproximadamente 50 vezes menor que a
do sistema circulatorio, devendo-se esta diferenga ao fato de a rede arteriolar pulmonar
apresentar um baixo ténus muscular basal. Ao contrario, o sistema circulatorio apresenta os
vasos parcialmente contraidos, contribuindo com mesmos 75% da resisténcia periférica
total do organismo (MACLEAN, 1998).

Na vigéncia de hipertensdo pulmonar, a resisténcia vascular pulmonar eleva-se
marcantemente, e a pressdo arterial pulmonar atinge valores acima de 20 mmHg (em estado
de repouso) ou de 30 mmHg (durante exercicios), que pode levar a faléncia do coracdo
direito e morte.

A hipertensdo pulmonar pode ser classificada em 1) hipertensdo pulmonar primaria
(ctiologia desconhecida), 2) hipertensdo pulmonar persistente do neonato, ¢ 3) hipertensio
pulmonar secundaria a doengas cardiovasculares e pulmonares. Dentre as doengas capazes
de levar a hipertensio pulmonar, podemos citar a sindrome da anglstia respiratoria do
adulto (SDRA), doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), choque séptico e estados
hipoxémicos em geral (ZAPOL & SNIDER,1977, MACLEAN,1998, HAY,1998). A
hipertensdo pulmonar € ainda observada clinica e experimentalmente na reversio do efeito
anticoagulante da heparina pela protamina (LOWENSTEIN, 1989).

A causa mais comum que desencadeia a hipertensdo secundaria € a hipoxia. A
exposicdo aguda a hipoxia resulta inicialmente em vasoconstri¢do arterial pulmonar e,

consequentemente, elevagdo da pressio pulmonar. Estes fendmenos podem ser
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acompanhados por policitemia e remodelagio das paredes das artérias pulmonares

(FAGAN et al.,1999).

1.2 Sindrome do Desconforto Respiratério em Adulto (SDRA)

A hipertensdo pulmonar aguda esta invariavelmente presente em pacientes com a
SDRA. Neste caso, a hipertensdo pulmonar independe de variagdes do débito cardiaco e
persiste mesmo ap0s a corre¢do da hipoxemia sistémica (ZAPOL & SNIDER, 1977). Em
um quadro grave de SDRA, é comum a ocorréncia de oclusdo tromboembélica da
vasculatura pulmonar, podendo ainda levar a formagdo de edema, disfun¢do ventricular
direita e redugdo do debito cardiaco (SIBBALD et al., 1983; GATTINONI ef al. 1988).

Embora ainda ndo completamente elucidada, as alteragdes vasculares pulmonares
decorrentes da SDRA sdo produzidas por uma combinagio complexa que envolve a lesio
pulmonar primaria (aspiragdo, traumas e infecg¢Bes), a resposta inflamatoria a lesdo
(hipoxia, acidose, liberagdo de citocinas e metabolitos do acido araquidonico, formagao de
componentes do sistema do complemento e inibidores da fibrindlise) e complica¢des
iatrogénicas do tratamento intensivo (toxicidade por oxigénio e barotrauma). Acredita-se
também que a produgdo de oxido nitrico (NO) esteja prejudicada na vigéncia da SDRA o
que favorece a instalagdo de vasoconstrigdio e agregagdo plaquetaria no organismo,
(CREMONA e al., 1991; DINH XUAN et al., 1991). A inalagdo de NO reduz a resisténcia

vascular pulmonar, aumentando a relagdo ventilagdo/perfusdo, tendo, portanto, um efeito
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benéfico neste quadro. (PEPKE-ZABA et al., 1991; FROSTELL et al., 1993).

1.3 Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC)

A hipertensdo pulmonar é uma complicagdo séria da DPOC. O quadro clinico é
resultante da combinagio de trés processos patoldgicos, a saber: bronquite cronica,
enfisema e asma. Os dois primeiros sdo mais importantes no desencadeamento dessa
doenga.

No quadro de DPOC, onde a bronquite cronica tem um papel fundamental, o
organismo passa a apresentar ventilagdo diminuida e aumento do débito cardiaco. Ou seja,
cria-se uma situagdo de circulagao rapida em um pulmio com prejuizo de ventilagdo; isto
pode acarretar hipoxemia e policitemia. Finalmente, instalam-se a hipercapnia e acidose
respiratoria, levando & vasoconstri¢do arterial pulmonar ¢ cor pulmonale. Em decorréncia
da hipoxemia, policitemia e retengdo de CO, pode surgir insuficiéncia ventricular direita.
Nesse tipo de DPOC, a hipertensio pulmonar é do tipo “pré-capilar” sendo quase
exclusivamente devida a aumento da resisténcia vascular pulmonar que se Instala
principalmente em resposta a hipoxia aguda (ou cronica). A remodelagdo vascular é um
fator fundamental que contribui para o desenvolvimento e manutengio destas condi¢des. A
hipertensdo pulmonar na DPOC ¢é normalmente branda (20 a 35 mm Hg), mas a pressao
arterial pulmonar pode aumentar rapidamente durante exercicios, sono e episodios de

insuficiéncia respiratoria adulta. O aumento de pos-carga pode ainda favorecer o
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desenvolvimento de insuficiéncia do veniriculo direito (NAVIN & GROSS, 1996,
WANSTALL & JEFFERY, 1998).

Em um outro tipo de DPOC onde o enfisema tem papel fundamental, ocorrem danos
graduais dos septos alveolares e destruigdo do leito capilar pulmonar, e, consequentemente,
redu¢do da capacidade do pulmido em oxigenar o sangue. O oxigénio passa a compensar
esta deficiéncia reduzindo o débito cardiaco e produzindo hiperventilagao. Tsto resulta em
um fluxo sangiiineo relativamente limitado em um pulmdo ainda oxigenado com
gasometria ¢ pressdo pulmonar normais (NAVIN & GROSS, 1996 WANSTALL &

JEFFERY, 1998).

1.4 Choque Séptico

Sepses causadas por bactérias Gram negativas tais como dos géneros Serratias,
Pseudomonas, Acinetobacter, Enterobacter e Escherichia coli sio a causa mais comum do
choque séptico (ou choque endotoxico).

O choque séptico € caracterizado por dilatagdo arteriolar, hipotensdo sistémica,
elevagdo do débito cardiaco e perfusdo tecidual inadequada (PARILLO ef al., 1990). Além
disso, a hipertensdo pulmonar tem sido freqiientemente observada na sepses humana e
experimental (ADAMS & LEDINGHAM, 1977, AL-KAISI ef al., 1977: CASEY et al.,
1982; Li et al., 1993; YAMAMOTO et al., 1997, WANECEK e/ al.. 1997). Entretanto, os

mecanismos responsaveis por sua instalagio ainda ndo sdo claros. Em cies anestesiados, a
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hipertensdo pulmonar induzida por endotoxina é associada com redugdes significativas do
volume sistolico e da fracdo de eje¢do do ventriculo direito, decorrentes sobretudo de
altera¢des na impedancia pulmonar (D’ORIO er al/., 1998). Em porcos, a hipertensdo
pulmonar em resposta a endotoxina parece ser resultante de constrigio das artérias
pulmonares proximais (fase inicial) e declinio na complacéncia vascular pulmonar distal
(fase tardia) (LAMBERMONT ef al., 1999).

A hipotensdo sistémica observada tanto em pacientes, como em animais de
experimentagdo, tem sido creditada em parte a superproducdo de NO, oriunda da indugdo
da NO sintase pelas endotoxinas bacterianas. De fato, a administragdo de inibidores da
sintese de NO (L-NMMA e L-NAME) corrige a pressdo arterial baixa nos pacientes
criticos (PETROS ez al , 1994), mas, por outro lado, pode desencadear per se hipertensdo
pulmonar intensa e prolongada (AVONTUUR ez al, 1998). Assim, embora a inibigao
seletiva da NOS induzivel (sem afetar a NOS constitutiva) em pacientes com choque
séptico seja desejavel, o aparecimento colateral da hipertensdo pulmonar nestes pacientes

pode representar uma complica¢@o séria.

1.5 Sindrome Hepatopulmonar

Com o sucesso nos transplantes de figado ortotopico, tem havido grande interesse
na compreensdo da sindrome hepatopulmonar e hipertensdo pulmonar, (SCOTT e/ al,

1999: KROWKA, 1997, KROWKA, 2000b).

48



Introducdo

A sindrome hepatopuimonar é caracterizada por hipoxemia arterial causada pela
dilatagdo vascular intrapulmonar que desenvolve como conseqiiéncia da disfungio hepatica.
Esta disfungdo vascular pulmonar é apresentada pelo menos em duas formas patologicas:
disfungdo precapilar/dilatagdo capilar e shunt anatdmico intrapulmonar Esta sindrome nio
e, geralmente acompanhada de hipertensdo portal ou cirrose e por isso é raramente
reconhecida em centros de transplante de figado em adultos e criangas (MARTINEZ et al.,
1999, EGAWA ef al, 1999, KROWKA, 2000a). As terapias médicas tém sido
desapontadoras, (SCOTT ef al, 1999; HERVE et al., 1998). Mas melhoras significativas
tém sido obtidas com a utilizagdo do azul de metileno, aspirina e prednisona (HERVE et

al., 1998).

1.6 Endotelina-1 e Hipertensio Pulmonar

A endotelina (ET-1) ¢ um potente peptideo vasoconstritor primeiramente descrito
em sobrenadante de cultura de células endoteliais de aorta de porco (YANAGISAWA ef
al., 1988). Desde sua descoberta até os dias de hoje houve grandes avangos na compreensao
do mecanismo de sintese ¢ dos tipos de receptores de endotelina, bem como dos fendmenos
fisiopatologicos nos quais este peptideo esta envolvido (HAY, 1998). Poucos anos apds a
descoberta de ET-1, foi descrito que os niveis plasmaticos de ET-1 em pacientes com
hipertensdo pulmonar primaria e secundaria estdo elevados (STEWART e/ al., 1991;

CODY et al., 1992), sendo os mesmos, muitas vezes, correlacionados com a severidade e
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prognostico da doenga.

Analises de genomas humanos de endotelina demonstraram a existéncia de trés
genes distintos de endotelina: ET-1, ET-2 e ET-3. A ET, inicialmente isolada de cultura de
células endoteliais suinas, foi denominada de ET-1 ao passo que as outras duas foram
designadas de ET-2 e ET-3 (INOUE er a/,1989). A ET-1 é formada a partir de um
precursor que contém 203 residuos de aminoacidos denominado de preproendotelina
(ppET-1). Esta € clivada por uma endopeptidase originando a pré-endotelina (ou big
endotelina), um produto intermediario contendo 39 residuos de aminoacidos em porcos e
38 residuos em humanos (YANAGISAWA ef a/,1988). A ET-1, com 21 residuos de
aminoacidos, origina-se de uma clivagem proteolitica da pro-endotelina pela enzima
conversora de endotelina (ECE).

A pro-ET-1 e a ET-1 sdo equipotentes no que diz respeito ao aumento da pressio
arterial /n vivo, entretanto, a pro-ET-1 possui apenas 1 % da poténcia pressorica da ET-1
em relagdo ao efeito contratil em segmentos vasculares in vitro (KIMURA et al |1989),
mostrando assim que a pro-ET-1 ¢ rapidamente convertida em ET-1 in vivo sob acdo da
enzima conversora de endotelina (D’ORLEANS-JUSTE et al., 1990). A enzimas
conversoras de endotelina foram clonadas, sendo a primeira delas, a ECE-1 (XU et al.,
1994, SHIMADA et al., 1994), tida como a responsavel pela conversio de pro-ET-1 em
ET-1 ao nivel de membrana celular. A segunda, ECE-2 (EMOTO er al., 1995), seria
responsavel pela conversdo ao nivel intracelular

Em relagdao aos receptores das ETs, dois tipos foram descritos: ETs (ARAI ef al,

1990) e ETs (TAKAI ef al., 1992). Estes receptores estdo distribuidos nos vérios tecidos do
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organismos em diferentes densidades e estdo envolvidos no controle da vasomotricidade,
liberagdo de prostanoides, oxido nitrico pelas células endoteliais e motilidade do
tratogastrointestinal (SCHIFFFRIN, 1998; KUWAHARA ef al.. 2000: GIARDINA ef al.,
2001). O receptor ETg foi posteriormente subdividido em ETg; (vasodilatagdo em
mesenterio de ratos) e o ETp; (contragdo de estémago de ratos e vasoconstri¢ao em artéria
pulmonar de ratos) (WARNER et al . 1993, 5, OLHSTEIN et ai., 1994,).

O efeito vasoconstritor da endotelina ¢ mediado por dois sistemas distintos de
transdugdo: ativa¢do de canais de Ca’" (YANAGISAWA ef al., 1988; GOTO et al., 1989,
KASUYA et al., 1989,) efou ativagio de fosfolipase C (ABDAEL-LAFIT & ZHANG,
1991; HU et al, 1991), os quais estio intimamente ligados a proteina G. O efeito
vasodilatador parece ser devido a liberagdo de prostanoides, principalmente PGI, e PGE,,
por agao da fosfolipase A; (DE NUCCI et al., 1988s,; FILEP ef al., 1992; GRANSTAM et
al, 1991; RESINK et al., 1988; WARNER ef al., 1989). ¢ liberagdo do NO pelas células
endoteliais (DE NUCCI et al., 1988,; WARNER e al., 1989,) e efeito este mediado pela
ativagdo de receptores do subtipo ETg (CLOZEL et al., 1992). Em ratos, a infusio de ET-1
causa aumento do fluxo sangiiineo, pulmonar e hepatico, devendo-se isto a redistribuicdo
do débito cardiaco para estes leitos vasculares. A atividade vasoconstritora da ET-1 é
mediada pela ativagdo tanto dos receptor ET, como do ETg (SUMNER et al, 1992;
OKAMURA et al., 1992; MORELAND et al., 1992; GODFRAIND, 1993; WARNER ef
al, 1993; GRASSI-KASSISSE er al, 1995). Assim, acredita-se que os efeitos
vasoconstritores da ET-1 sejam modulados pela liberagio concomitante de NO, PGl e

PGE, (DE NUCCl et al., 1988; RAE er al., 1989) que reduziriam a amplitude e a duragédo
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das respostas vasoconstritoras, tanto i vivo como in vitro (WARNER ef al., 1989;; RAE et
al., 1989; WITHRINGTON et al., 1989; GRASSI-KASSISSE et al., 1995, FARO et al.,
1995).

Em pulmdes, a ET-1 ¢ expressa abundantemente, sugerindo que a mesma possa ter
um importante papel na regulagio do tdnus vascular pulmonar (HEMSEM. 1991:
MARCINTAK et al, 1992) Em vasos pulmonares in vifro, a ET-1 causa potente contragdo
via receptores ETA e ETp, e mitogénese em artérias pulmonares humana por um mecanismo
mediado por receptores ETa (HAY, 1998). Efeitos estes presentes na hipertensdo pulmonar
sugerindo um papel importante da ET-1 nessa patologia. Niveis plasmaticos elevados de
ET-1 em pacientes adultos e criangas com hipertensio pulmonar tém sido relatados em
varios estudos, existindo, em alguns casos, correlagio dos niveis desse peptideo com a
severidade das doengas (GOLDIE et al., 1996, MICHAEL & MARKEWITZ, 1996; HAY,
1998; FRANCO-CERECEDA ef al, 1999). Entretanto, na hipertensio pulmonar
secundaria a doenca cardiaca congénita, TUTAR er al. (1999) mostraram ndo haver
correlagdo direta entre os niveis plasmaticos de ET-1 e hipertensdao puimonar. Por outro
lado, em biopsias de pacientes com hipertensdo pulmonar devido a doenga cardiaca
congénita, demonstrou-se uma maior densidade de receptores ET, nas artérias e
parénquima pulmonar (LUTZ et al , 1999).

Em estudos experimentais, WANECEK er al. (1997) demonstraram que a
hipertensao pulmonar induzida por endotoxina em porcos foi eficientemente prevenida por
uma combinacdo de bosentan (antagonista ndo seletivo de receptores de ET) e diclofenaco

(inibidor da cicloxigenase). Resultados semelhantes com o emprego de antagonistas
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seletivos (BQ 123, BMS-182874, ZD 1611) e nio seletivos e receptores de ET (SB 217242
e bosentan) foram recentemente descritos em diversos tipos de hipertensdo pulmonar, tais
como aquelas associadas a doenga da membrana hialina em ovelhas (IVY ez al., 1998), pos-
bypass cardiopulmonar em porcos (CARTEAUX et al., 1999) e induzida por hipoxia em
ratos e porcos (BIALECKI ef a/., 1998; HOLM et ai., 1998; UNDERWOOD ef al.. 1999).
Neste ultimo trabalho, os autores sugerem que a hipertensio pulmonar ¢ mediada por
receptores do subtipo ET4 ao passo que o bloqueio dos receptores do subtipo ETg poderia
alterar os niveis elevados de ET-1. Assim, parece que os receptores do subtipo ET,,
aumentados apos exposi¢do a hipoxia, exercem um papel importante na remodelagio
vascular pulmonar associada a hipertensdo pulmonar (SOMA er al., 1999). Por outro lado,
os receptores ETp, também aumentados no endotélio pulmonar apds exposigio a hipoxia,
seriam responsaveis pela liberagdo de NO, garantindo um continuo estado vasodilatador
contrabalangando o  desenvolvimento da  hipertensdo pulmonar pela hipoxia
(MURAMATSU et al,, 1999, SOMA ef al., 1999). Curiosamente, alguns autores relatam
que, ao lado de aumento da expressio do RNAm da pré-proET-1 na hipertensdo pulmonar,
ocorre paralelamente redugdo da expressio do RNAm do receptor ETg (BLACK ef al.,
1998, IVY et al., 1998).

Embora todas essas evidéncias sugiram que a ET-1 esteja envolvida na
fisiopatologia da hipertensao pulmonar, € ainda bastante discutido se a ET-1 é um mediador

da hipertensao puimonar ou simplesmente um marcador da mesma.
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1.7 Oxido Nitrico (NO) Inalatério na Hipertensio Pulmonar

Em pulmdes normais, o tonus vascular pulmonar basal é baixo e a administra¢io de
NO exo6geno por inalagdo tem pouco efeito sobre a resisténcia vascular pulmonar. Na
hipertensdo pulmonar, alguns estudos clinicos tém procurado avaliar o efeito do NO
inalatorio na reversdo do aumento da resisténcia vascular puimonar. Em 18 pacientes com
doengas pulmonar cronica ou cardiaca, PEPKE-ZABA er al. (1991) relataram que a
inala¢do de 40 ppm de NO reduziu a resisténcia vascular pulmonar, sem afetar a resisténcia
vascular sistémica. Efeitos hemodindmicos semelhantes foram relatados em pacientes com
hipertensdo pulmonar decorrente de troca da valva mitral (DOYLE, 1981), DPOC
(ADATIA et al, 1993; FRATACCI et al,, 1992) e criangas com hipertensdo pulmonar
idiopatica ndo responsiva a vasodilatadores intravenosos (KINSELLA ef a/., 1993). Assim,
o NO inalado causa redugao da pressdo arterial pulmonar e aumento do fluxo sangiiineo
pulmonar sem reduzir a resisténcia vascular sistémica (ROBERTS e a/.,1993a).

Em relagdo ao emprego do NO inalatorio na SDRA, acredita-se que o NO inalado
difundi de regides ventiladas dos pulmdes para a vasculatura pulmonar, causando
relaxamento do musculo liso vascular pulmonar, reduzindo consequentemente a
hipertensdo pulmonar (FROSTELI e a/., 1991; FRATACCI et al., 1991). O NO inalado,
provavelmente, distribui-se melhor nos alvéolos melhor ventilados. Assim, quando o tonus
vasomotor esta aumentado, a vasodilatacio nas regides bem ventiladas deve provocar um
desvio (“roubo”) do fluxo sangiiineo da artéria pulmonar para os alvéolos bem ventilados,

melhorando o acoplamento ventilagdo/perfusdo e a oxigenagao arterial na SDRA.
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ROSSAINT er al (1993), demonstrou que o NO reduz seletivamente a pressdo arterial
pulmonar causando melhora da oxigenagdo (BIGATELLO er a/, 1993, PAYEN ef al .
1993; GROVER et al., 1993; WYSOCKI ef al., 1993).

Em um outro estudo, criangas com hipertensdao pulmonar cronica devido a ma-
formagdo cardiaca foram submetidas a inalagdio de 20 a 80 ppm de NO por 10 minutos
(ROBERTS et a/., 1993b). Observou-se redugdo imediata da pressdo arterial pulmonar e da
resisténcia vascular pulmonar, enquanto a pressdo arterial sistémica e a resisténcia vascular
sistémica permaneceram inalteradas. Em adultos submetidos a diversos tipos de cirurgia
cardiaca os quais necessitaram de circulagdo extracorporea e ventilagio mecanica, a
inalagdo de NO (20 ppm) reduziu a pressio da artéria pulmonar (antes e depois da
circulagdo extracorporea) e a resisténcia vascular pulmonar, ndo afetando a hemodinamica
sistémica (RICH et al., 1993).

ZAYER et al (1993) estudaram os efeitos do NO inalado (6 a 100 ppm) em
modelos de hipertensdoc pulmonar persistente em neonatos de carneiros. Os autores
relataram redug¢ao dose-dependente da pressdo arterial e resisténcia vascular pulmonar. A
reducdo do shunt resultou em elevagdo da pO, e diminuigdo da pCO,. A pressdo sistémica
nao foi afetada pela inalagio de NO (KINSELLA ef a/, 1992a,b; ROBERTS ef al, 1992:
KINSELLA E ABMAN 1993; ZAYER et al., 1993). Na hipertensdao pulmonar induzida por
Streptococcus do grupo B em porcos demonstrou-se que a inalagio de NO (150 ppm)
reverte a hipertensdo pulmonar, mas nao modifica as anormalidades ventilagio/perfusao e a

hemodinamica sistémica (BERGER ¢/ al., 1993).

L
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1.8 A Hipertensiao Pulmonar Induzida pelo Complexo Heparina-Protamina

O uso clinico da protamina foi primeiramente relatado por HAGERDORN et al.
(1936) quando os autores sugeriram que a relativa insolubilidade do complexo protamina-
insulina poderia retardar a velocidade de absor¢do da insulina, aumentando a atividade
biologica desta substancia apoés a inje¢do subcutinea. Posteriormente, cogitou-se a
possibilidade de a protamina também prolongar o efeito anticoagulante da heparina.
Contudo, isto ndo foi observado em virtude de a protamina inibir eficientemente a acdo da
heparina, tanto in vitro como in vivo (CHARGAFF & OLSON, 1937). Depois disso, a
neutralizagao da atividade anticoagulante da heparina pela protamina tornou-se uma pratica
comum apos cirirgias em que se emprega circulagdo extracorporea (HORROW, 1985).

Em ovelhas e porcos, a protamina reverte o efeito anticoagulante da heparina,
podendo levar a contragao das vias aéreas e liberagdo de tromboxano A; (TxA;); (MOREL
et al, 1988, CONZEN et al., 1989), um metabdlito do acido araquidénico com potente
propriedade vasoconstritora e agregante plaquetaria. Estas respostas sdo, provavelmente,
decorrentes da interagdo de molécula anidnica (heparina) com molécula catidnica
(protamina). Ou seja, o complexo heparina-protamina (H-P) ativaria o metabolismo do
acido araquidonico levando a formacdo de TxA,, causando, por sua vez, vasoconstri¢io,
broncoconstrigdo pulmonar e hipertensdo pulmonar (LOWENSTEIN, 1989).

A hipertensao pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina in vivo
desenvolve-se facilmente em ovelhas e porcos, sendo menos evidente em humanos

(LOWENSTEIN et al., 1988). As razdes para esta discrepancia ndo sdo claras, mas a
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hipotese mais provavel é que o complexo heparina-protamina, ao interagir com macrofagos
perivasculares pulmonares, determinaria a formagdo de grandes quantidades de
Tromboxano A,, supostamente o principal causador da hipertensio pulmonar. Os
macrofagos pulmonares estariam presentes em grande nimero na microcirculagio
pulmonar de certas especies incluindo ovelhas, vacas e porcos, e em menor niimero no
homem (WARNER e7 af, 1986; STAUB, 1988; SCHAPIRA & CHRISTMAN, 1990). De
fato, existe grande similaridade da pressdo pulmonar em ovelhas que receberam o
complexo heparina-protamina com aquelas em que se administrou microparticulas
circulatorias capazes de ativar macrofagos pulmonares (CHANG & VOELKEL, 1989).
Aumento da concentragdo plasmatica de TxA, foi também relatado em modelos de
hipertensdo pulmonar em porcos e ovelhas (DEGGES et a/., 1987, MOREL ef al , 1988). A
hip6tese do TxA; como principal mediador da hipertensdo pulmonar induzida pelo
complexo heparina-protamina em ovelhas foi ainda apoiada por MONTALESCOT ez al.
(1990). Demonstrou-se também que a hipertensdo pulmonar mediada pela formagio de
TxA; em carneiros € prevenida pela inalagdo de NO (40-80 ppm), sem causar vasodilatagio
sistémica (FRATACCI et al., 1991).

Apesar dessas evidéncias, ainda ndo ¢ conhecido se o complexo heparina-protamina
in vivo €, de fato, o agente causador da hipertensdo pulmonar durante a reversio do efeito
anticoagulante da heparina pela protamina. A simples mistura da heparina-protamina na
seringa e injecdo desta mistura no animal parece ja determinar o aparecimento da
hipertensdo pulmonar (STEFANISZYN e/ al, 1984; HORIGUCHI ef al, 1995).

Entretanto, o complexo heparina-protamina formado in vifro (na seringa) é bastante
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diferente daquele formado in vivo, uma vez que, nesta Uitima situagdo, a formagdo do

complexo pode ser afetada pela antitrombina I1I e outras proteinas plasmaticas.

58



Objetivos

59

OBJETIVOS



Objetivos

O objetivo geral desse projeto é o de investigar os mecanismos pelos quais a
formagdo in vivo do complexo heparina-protamina desencadeia hipertensdo pulmonar em
cdes anestesiados. A hipertensio pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina
ainda é pouco estudada, particularmente em cies onde os estudos sdo escassos. Os
objetivos especificos do presente trabaiho foram:

1) Padronizar o modelo de hipertensio pulmonar induzido pelo complexo heparina-
protamina em caes anestesiados;

2) Investigar a participagio da endotelina-1 e tromboxano A; na hipertensdo
pulmonar induzidas pelo complexo heparina-protamina,

3) Investigar o efeito do protetor NO inalatorio na vigéncia da hipertensao pulmonar

induzida pelo complexo heparina-protamina.
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2.1 Animais

Foram utilizados cdes SRD de ambos os sexos, adultos, pesando de 8 a 15 Kg,
procedentes do canil do CEMIB-UNICAMP. Os protocolos experimentais utilizados neste
estudo foram aprovados pelo comité de ética animal, do Instituto de Biologia da

UNICAMP, (n.° 169-1)

2.2 Procedimento Experimental

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico (Hypnol®, 30 mg/kg, i.v.),
apos o qual foram intubados com uma canula endotraqueal (7.5 ou 8.0, Riisch, Alemanha) e
artificialmente ventilados através de um respirador volumétrico Newport (modelo E 100i1).
A anestesia foi mantida combinando-se citrato de fentanil (0.01 mg/kg/h) e diazepam (0.25
mg/kg/h).

A artéria femoral esquerda foi canulada a fim de se registrar a pressdo arterial
sistémica, através de transdutor de pressio (MX-860, Medex, EUA). A veia femural
esquerda foi canulada para a administrag@o e infusdo de drogas. Através da veia femural
direita, introduziu-se catéter de Swan-Ganz 7F (Edwards, EUA; Figura 1) o qual foi locado
na artéria pulmonar e conectado a dois outros transdutores de pressdo (MX-860, Medex,
EUA) onde permitiu-se o registro da pressdo da artéria pulmonar e da pressdo de atrio
direito. O catéter de Swan-Ganz permitiu ainda a obtengdo do débito cardiaco (DC) pela

técnica de termodilui¢do. Inicialmente descrita por GANZ ef al (1971), esta técnica consiste
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na injecdo rapida de 10 ml de soro fisiologico frio (entre 0 e 25°C) através do lumen
proximal do catéter de Swan-Ganz. O método mede a mudancga de temperatura do injetado
a medida em que a coluna de liquido se desloca pelo sangue (Figura 2), fornecendo em
instantes 0 DC do animal em litros/min. O DC, foi realizado no minimo em duplicata. A
frequéncia cardiaca foi calculada através de eletrocardiograma de superficie (derivagio I).
Todos os catéteres foram preenchidos com salina heparinizada (10 Ul/ml) a fim de se evitar
a formagdo de coagulos. Os pardmetros hemodinidmicos foram visualizados continuamente

em uma tela, utilizando-se monitor multiprogamavel (SDM 2000, Dixtal, Brasil).
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Figura 1 . Representagdo esquematica do catéter de Swan-Ganz. O termistor € conectado
ao cabo do debitometro. Os encaixes dos limens proximal e distal sdo conectados a
transdutores de pressdo para medida da pressdo de atrio direito e da pressdo arterial

pulmonar, respectivamente
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Figura 2 : Determinagdo do débito cardiaco pela técnica de termodilui¢do. As alteragdes na
temperatura do injetado sdao captadas pelo termistor localizado a 4 ¢cm da extremidade do

catéter
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2.3. Obtencao dos Parametros Hemodinamicos

Os parimetros hemodinamicos medidos foram os seguintes: pressdo arterial média
(PAM), pressio média da artéria pulmonar (PMAP), pressdo de atrio direito (PAD),
freqiiéncia cardiaca (FC) e débito cardiaco (DC). A pressdo capilar puimonar (PCP) foi
calculada a partir da pressdo diastélica da artéria pulmonar.

A partir destes valores, os valores de outras variaveis hemodinamicas foram obtidos
indiretamente, tais como resisténcia vascular sistémica (RVS), cuja tormula € a seguinte:

RVS = PAM - PAD x 80
DC

Onde 80 ¢é o fator que transforma a unidade de resisténcia de mmHg/I/min para
dina.s/cm5.

Para a resisténcia vascular pulmonar, optamos por expressa-la como gradiente
transpulmonar, o qual € calculado da seguinte forma:

Gradiente transpulmonar = (PMAP — PCP) x 80 x SC

Considerando-se a variagio do peso dos animais, optamos por expressar 0S
resultados de débito cardiaco, resisténcia vascular sistémica sob a forma de indice, os quais
estdo corrigidos pela superficie corporal (SC, relagdo entre a distancia naso-anal e o peso
dos animais). Consequentemente, o débito cardiaco esta expresso como indice cardiaco
(IC), e a resisténcia vascular como indice de resisténcia vascular sistémica (IRVS). As
formulas utilizadas para os calculos sio as seguintes:

¢ =Dt IRVS =RVS x SC
SC
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2.4 — Padronizacio da Hipertensio Pulmonar Induzida peio Compiexo

Heparina-Protamina

A hipertensio pulmonar é caracterizada por um aumento da pressao média arterial
pulmonar, como consequéncia de aumento de resisténcia vascular pulmonar.

Na padronizagdo da hipertensio pulmonar induzida pelo complexo heparina-
protamina utilizamos 3 grupos experimentais, como descrito a seguir:

Grupo P1: Utilizamos uma concentragéo de 250 UI/Kg de heparina e 2.5 mg/Kg de
protamina, com intervalo de 5 min entre as drogas. Neste grupo foram utilizados um » de 4
animais;

Grupo P2: Utilizamos uma concentragio de 500 UI/Kg de heparina e 5.0 mg/Kg de
protamina, com intervalo de 3 min entre as drogas. Neste grupo foram utilizados um » de 4
animais,

Grupo P3: Utilizamos uma concentragdo de 500 U/Kg de heparina e 10.0 mg/Kg de
protamina, com intervalo de 3 min entre as drogas. Neste grupo foram utilizados um » de 5

animais.

2.5 — Avaliacio dos Efeitos Hemodinimices na Hipertensic Pulmonar pelo

Complexo Heparina-Protamina

Na avaliagio dos parametros hemodindmicos utilizamos 18 animais divididos em 3
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grupos

Grupo Heparina/protamina. Apés estabilizagdo hemodinamica do animal, avaliamos
0s parametros hemodinamicos na indugdo anestésica (basal) aos 5, 10 e 15 min. Em
seguida, administramos 500 Ul/kg de heparina por via intravenosa sob a forma de bolus. Os
parametros hemodindmicos foram novamente avaliados aos 1, 2 e 3 min. Trés minutos apos
a injecdo da heparina, administramos intravenosamente 10 mg/kg de protamina em bolus.
Os parametros hemodinamicos foram reavaliados a cada 30 segundos durante os primeiros
5 minutos apods o inicio da inje¢d@o, e aos 10 e 15 minutos. Neste grupo foram utilizados um
n de 12 animais;

Grupo Heparina/salina: Administramos 500 Ul/kg de heparina por via intravenosa
sob a forma de bolus. Trés minutos apos a injecio da heparina, administramos
intravenosamente 3 ml de salina em bolus. Os pardmetros hemodindmicos foram avaliados
nos mesmos tempos do grupo heparina/protamina. Neste grupo foram utilizados um » de 3
animais;

Grupo Salina/protamina: Administramos 3 ml de salina por via intravenosa sob a
forma de bolus. Trés minutos apoOs a inje¢do da salina, administramos intravenosamente 10
mg/Kg de protamina em bolus. Os parametros hemodindmicos foram avaliados nos
mesmos tempos do grupo heparina/protamina. Neste grupo foram utilizados um » de 3

animais.

2.6 — Tratamento com Indometacina, Dazoxibeno e Tezosentan
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Os tratamentos com inibidor da ciclooxigenase (indometacina) e da de tromboxano
sintetase (dazoxibeno) foram realizados para investigar a participagdo do tromboxano A; na
hipertensdo pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina

O tratamento com tezosentan (antagonista de receptor ET 4 e ETg) foi realizado para
investigar o papel da endotelina-1 na hipertensdo pulmonar induzida pelo complexo
heparina-protamina.

Estas drogas foram administradas antes da indugio da hipertensdo pulmonar pelo
complexo heparina-protamina (antes da administragdo da heparina). Foram utilizados 18
animais divididos em 3 grupos distintos: Grupo Indometacina, grupo Dazoxibeno, grupo
Tezosentan.

Grupo Indometacina: Administramos 10 mg/Kg de indometacina em bolus
intravenosamente 30 min antes da administragdo da heparina. Neste grupo foram utilizados
um # de 6 animais;

Grupo Dazoxibeno: Administramos 10 mg/Kg de dazoxibeno em bolus
intravenosamente 10 min antes da administragdo da heparina. Neste grupo foram utilizados
um 7 de 5 animais;

Grupo Tezosentan: Administramos 10 mg/Kg de Tezosentan em bolus seguido de
uma infusio de 10mg/Kg/h intravenosamente 10 min antes da administragdo da heparina.

Neste grupo foram utilizados um » de 7 animais.

2.7 — Método de Oxido Nitrico Inalatério
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Apos a estabilizagdo do animal, previamente entubado e ventilado com ar ambiente (FiO, =
21%), foi instaurado uma tensdo de Oxido nitrico de 3 ppm aos animais. Esta tensdo foi
monitorada usando-se 0 NOx BOX série 257 (Upchurch, Kent, Inglaterra). Um min apos a
inalagdo do oxido nitrico, foi induzido a hipertensdo pulmonar pela heparina-protamina,

conforme descrito anteriormente.

2.8 — Gasometria Arterial

Amostras de 3 ml de sangue arterial foram coletadas da artéria femoral em seringas
heparinizadas nos seguintes tempos: (1) antes da administragdo da heparina, (2) dois
minutos apos a administragdo da heparina, (3) dois minutos apos a injecdo de protamina e
(4) 15 min apos a injegdo de protamina. Apos a coleta das amostras, acoplou-se um batoque
proprio para vedar as seringas a fim de se evitar o contato das amostras com o ar. O
material foi analisado em um periodo maximo de 30 minutos, usando-se o equipamento Bio
Nova Stat Profile 5 (Abott, EUA). Nos grupos tratados com dazoxibeno e tezosentan, uma

amostra de sangue arterial foi coletada aos S min apos a administra¢@o da droga.

2.9 — Dosagem dos Niveis Plasmaticos de Tromboxano A;

Amostras de sangue venoso foram coletadas nos periodos: (1) antes da

administrag¢do da heparina, (2) dois minutos apds a administragdo da heparina, (3) dois
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minutos apos a inje¢do de protamina e (4) 15 min apos a injegdo de protamina. No grupos
tratados com indometacina, uma amostra de sangue venoso foi coletada aos 5 min apos a
administragdo da droga. A amostras foram purificadas e dosadas utilizando um Kit

(cayman, E.U.A.) para dosagem de tromboxano B; pelo método ELISA.

2.10 — Andlise Estatistica

Os dados estdo expressos como medias + erro padrdo das medias (E.P.M.) para “N”

experimentos. Para comparagdo entre os grupos experimentais, foi empregado analise de

variancia (ANOVA) seguida de teste de Dunnett ou teste de Duncan (software US. 04"

Graphpad Instat, 1990). Valores de p<0.05 foram considerados significativos.
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Resultados

3.1. Padronizacio da Hipertensio Pulmonar induzida peio Complexo

Heparina—Protamina

Nos primeiros protocolos, utilizamos uma concentragdo de 250 UI/Kg de heparina e
2.5 mg/kg de protamina, com um intervalo de 5 min entre a primeira e segunda droga.
Neste esquema, ndo obtivemos alteragdes significativas da pressdo arterial pulmonar (Fig
3).

Em um segundo grupo experimental, utilizamos 500 Ul/kg de heparina,
administrada 3 min antes da injegdo de 5.0 mg/Kg de protamina. Neste esquema notamos
que apenas 1 animal, de um total de 4, apresentou hipertensio pulmonar (Fig. 4).

Finalmente, decidimos administrar 500 UI/Kg de heparina, dada 3 min antes da
inje¢ao de 10 mg/Kg de protamina. Neste esquema, 100% dos animais apresentaram
hipertensao pulmonar significativa, embora com graus variaveis (Fig. 5). Dessa forma, para
os protocolos posteriores estabelecemos as doses de 500 UI/Kg de heparina e 10 mg/Kg de

protamina, com intervalo de 3 min entre ambas.
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Figura 3 : Valores individuais da Pressdo Média da Artéria Pulmonar em cées submetidos

a injegdo de 250 UI/Kg de heparina, 5 min antes da inje¢do de protamina (2,5 mg/Kg). hep,

Heparina; prot, protamina, PMAP, pressio média da artéria pulmonar.
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Figura 4. Valores individuais da Pressdo Média da Artéria Pulmonar em cdes submetidos
a inje¢do de 500 UI/Kg de heparina, 3 min antes da inje¢do da protamina (5 mg/Kg). hep,

Heparina, prot, protamina, PMAP, pressao média da artéria pulmonar.
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Figura 5 : Valores individuais da Pressdo Média da Artéria Pulmonar em cées submetidos
a injegdo de 500 UI/Kg de heparina, 3 min antes da inje¢do da protamina (10 mg/Kg). hep,

Heparina; prot, protamina, PMAP, pressao média da arteria pulmonar.
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3.2.  Alteracdes Hemodinimicas induzidas pelo Compiexo Heparina-

Protamina

A administragdo de 500 Ul/Kg de heparina, 3 min antes da protamina (10 mg/Kg),
causou um aumento de aproximadamente 280% da pressdo média da arterial pulmonar
(PMAP) o qual foi acompanhado por um aumento significativo  do gradiente
transpulmonar (Fig. 6 A e B). O aumento da pressio média da arterial pulmonar e do
gradiente transpulmonar foi significativo aos 30 — 60 seg apos a administragio da
protamina, decaindo para os valores basais apos 2 min da administragio desta droga.

Concomitante a hipertensio pulmonar, observamos uma queda significativa da
pressdo arterial média (PAM), observada até aproximadamente 15 min apos administracio
da protamina (Fig. 6 C). Além disso, observamos um aumento significativo da freqiiéncia
cardiaca (FC) com queda acentuada do volume sistolico (VS) e do débito cardiaco (IC)
(Fig. 6 D, Fig. 7 E e F). O indice de resisténcia vascular sistémica (IRVS) ndo sofreu
alteracdes significativas (Fig. 7 G).

Nos cdes que receberam salina no lugar da protamina (ou no lugar da heparina) nio
detectamos alteragdes significativas de nenhum dos pardmetros hemodinamicos estudados

(Fig. 6 A-D, Fig. 7 E-G).
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Figura 6: Altera¢ées Hemodinimicas Induzidas pelo Complexo Heparina—Protamina.
A) Pressdo média da artéria pulmonar (PMAP); B) Gradiente transpulmonar; C) Pressdo
arterial sistémica média (PAM); D) Freqiiéncia cardiaca (FC). Os valores estdo expressos
como media + EPM. para »n animais, Heparina (hep); protamina (prot),

heparina/protamina (n=12), heparina/salina (n=3), salina/protamina (n=3).. *P<0.05,

**P<0.01 em relagdo ao basal (-3 min), nP<0.05, "P<0.01 em relagdo ao grupo

heparina/protamina.
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Figura 7: Alteracoes Hemodinimicas Induzidas pelo Complexo Heparina—Protamina.
E) Indice cardiaco (IC); F) Volume sistolico (VS), G) indice de resisténcia vascular
sistémica (IRVS). Os valores estdo expressos como média + EP M. para » animais
Heparina (hep); protamina (prot), heparina/protamina (n=12), heparina/salina (n=3),

salina/protamina (n=3).. *P<0.05, **P<0.01 em relagdo ao basal (-3 min), nP40.05,

“P<0.01 em relagdo ao grupo heparina/protamina.
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3.3 Efeitos dos Tratamentos com Indometacina, Dazoxibeno e Tezosentan

Nos animais pré-tratados com indometacina (10 mg/Kg), observamos que o
aumento da pressdo média da arterial pulmonar ¢ do gradiente transpulmonar decorrentes
da interagdo heparina—protamina foram marcantemente reduzidos em relagdo ao grupo
controle (Fig. 8 e 9, respectivamente). A queda da PAM no grupo indometacina foi de
mesma magnitude do grupo controle; porém notamos normalizagdo da PAM aos 4 min
apos administracio de protamina (Fig. 10). O aumento da frequéncia cardiaca foi
significativamente atenuado por este tratamento € a queda do IC ndo foi alterada de maneira
significativa exceto no tempo de 2 min apds a protamina (Fig. 11 e 12). O IRVS ndo
apresentou alteracdes significativas (Fig. 13).

O tratamento dos cdes com dazoxibeno (10 mg/Kg) preveniu significantemente o
aumento de pressio média da arterial pulmonar (Fig. 8) ¢ o gradiente transpulmonar (Fig.
9). Por outro lado, € interessante notar que este tratamento potencializou discretamente a
queda de pressio arterial nos tempos 1.5, 2, 2.5, 3 min apos a administragdo de protamina
(Fig. 10). O aumento da freqiiéncia cardiaca e queda do IC nao sofreram modificagdes em
relagio ao grupo controle (Figs. 11 e 12). O IRVS nao apresentou alteragdes significativas
(Fig. 13).

O tratamento com tezosentan (10 mg/kg bolus + 10 mg/Kg/h infusdo) reduziu
significativamente o aumento da pressao média da arterial pulmonar apenas no intervalo de
1.0 - 1.5 min apos administragdo da protamina, apés o qual os valores mantiveram-se

iguais aos do grupo controle (Fig. 8). No tempo de 1 min apos a administragdo de
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protamina, o valor do gradiente transpulmonar também mostrou-se significativamente
reduzido pelo tezosentan (Fig. 9). A queda do PAM ndo soffeu alteragdes significativas nos
animais tratados com tezosentan (Fig. 10). O aumento da freqiiéncia cardiaca foi atenuado,
embora ndo de forma significativa, por este tratamento (Fig. 11) ao passo que a queda de
débito cardiaco (Fig. 12) atenuou significativamente. O IRVS n@o apresentou alteraghes
significativas (fig. 13).

Um grupo separado de cdes foi usado para a verificagdo da eficacia do tratamento
com o tezosentan frente a administragdo exogena da ET-1. Neste grupo observamos que,
nos primeiros 5 min apos a administragio da ET-1 (20 pug/Kg, i.v.), a pressio média da
arterial pulmonar aumentou significativamente enquanto a PAM sofreu queda
significativa(Figs 14 A ¢ B). Aos 30 min da administragdo da ET-1, a PAM encontrava-se
significativamente elevada, sem alteragio da pressio media da arterial pulmonar. No
animais tratado com tezosentan, nenhuma alteragio significativa de pressio media da
arterial pulmonar ¢ PAM foram observadas, quer aos 5 min quer aos 30 min (Fig. 14),
indicando que, na dose administrada, este composto foi eficaz em bloquear os receptores

ET,.



Resultados

350+ —ea— Nao-tratado
= —eo— Indometacina
3 —e— Tezosentan
@ 2504 —e— Dazoxibeno
X
-
150+
=
o :
L * ’
X I e L
50 XA a2 Rk mk R *
ok T T T T i
28" -3 0 2 5 15
f f Tempo (min)

Figura 8: Pressio Média da Artéria Pulmonar (PMAP — % de variacio dos valores
basais). Administra¢do de heparina (500 UI/Kg) foi realizada 3 min antes de protamina (10
mg/KG) para os grupos Nio-tratado (n=12), Indometacina (n=6), Tezosentan (n=7) e
Dazoxibeno (n=5). Os valores estdo expressos como médias + EP.M.. ¥*P<0 .05, **P<0 01

em relagdo ao grupo nio-tratado.
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Figura 9: Gradiente Transpulmonar (% de variacio dos valores basais).
Administragdo de heparina (500 Ul/Kg) foi realizada 3 minutos antes de protamina (10
mg/KG) para os grupos Nao-tratado (n=12), Indometacina (n=6), Tezosentan (n=7) e

Dazoxibeno (n=5). O EPM do grafico foi omitido para fim de clareza no grafico.
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Figura 10: Pressio Arterial Sistémica Média (PAM - % de variacao dos valores
basais). Administragao de heparina (500 UI/Kg) foi realizada 3 min antes de protamina (10
mg/KG) para os grupos Nao-tratado (n=12), Indometacina (n=6), Tezosentan (n=7) e
Dazoxibeno (n=5). Os valores estdo expressos como médias + E.P.M.. *P<0.05, em relagdo

ao grupo ndo-tratado
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Figura 11: Freqiiéncia Cardiaca (FC - % de variacio dos valores basais).

Administra¢do de heparina (500 Ul/Kg) foi realizada 3 min antes de protamina (10 mg/KG)
para os grupos Nao-tratado (n=12), Indometacina (n=6), Tezosentan (n=7) e Dazoxibeno
(n=5). Os valores estdo expressos como medias + E P.M.. *P<0.05, em relagdao ao grupo

nao-tratado
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Figura 12: indice Cardiace (IC — % de variaciio dos valores basais). Administragdo de
heparina (500 U/Kg) foi realizada 3 min antes de protamina (10 mg/KG) para os grupos
Nio-tratado (n=12), Indometacina (n=6), Tezosentan (n=7) e Dazoxibeno (n=5). Os valores
estdo expressos como médias = EP.M.. *P<0.05, **pP<0.01 em relagdo ao grupo nao-

tratado.
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Figura 13: indice Resisténcia Vascular Sistémica (IRVS — % de variagio dos valores
basais). Administragdo de heparina (500 Ul/Kg) foi realizada 3 min antes de protamina (10
mg/KG) para os grupos Nao-tratado (n=12), Indometacina (n=6), Tezosentan (n=7) ¢

Dazoxibeno (n=5). Os valores estdo expressos como medias = EP.M.
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Figura 14: Alteracdes Hemodinamicas (% de variacio) Induzidas pela Administracio
de ET-1 (20 pg/Kg, i.v.) na Auséncia e Presenca de Tratamento com Tezosentan (10
mg/Kg bolus + 10 mg/Kg/h i.v. infusdo). A) Pressdo arterial sistémica média (PAM); B
Pressdo media da arterial pulmonar (PMAP). Os valores estdo expressos como média +
E.P M. para 3 animais. *P<0.05 em relagdo ao basal; “P<0.05 em relagdo aos valores de S

min.
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3.4.  Efeito do Tratamento com Oxido Nitrico (NO) Inalatério

O tratamento dos cdes com o NO inalatorio (3 ppm) reduziu significativamente o
aumento da pressdo média da arterial pulmonar e do gradiente transpulmonar induzido pelo
complexo heparina—protamina (Fig. 15 e 16). Além disso, esse tratamento acentuou
discretamente a queda da pressdo arterial principaimente aos 1,5 € 2 min apos a protamina
(Fig. 17). A taquicardia foi atenuada significativamente (Fig. 18). O débito cardiaco e o

IRVS ndo foram alterados significativamente pelo NO inalatorio (Fig. 19 e 20).
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Figura 15: Pressio Média da Artéria Pulmonar (PMAP - % de variacdo dos valores
basais). Administra¢do de heparina (500 UI/Kg) foi realizada 3 minutos antes de protamina
(10 mg/KG) para os grupos Nao-tratado (n=12), NO (n=6). Os valores estdo expressos

como meédias + E.P.M.. ¥*P<0.05, ¥**P<0.01 em relagdo ao grupo ndo-tratado.
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Figura 16: Gradiente Trans-Pulmonar (% de variacio dos valores basais).
Administracdo de heparina (500 UI/Kg) foi realizada 3 min antes de protamina (10 mg/kg)
para os grupos Nao-tratado (n=12), NO (n=6). Os valores estdo expressos como médias +

EP.M.. *P<0.05, em relagdo ao grupo ndo-tratado
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Figura 17: Pressdo Arterial Sistémica Média (PAM - % de variacio dos valores
basais). Administragdo de heparina (500 UI/Kg) foi realizada 3 min antes de protamina (10
mg/KG) para os grupos Nao-tratado (n=12), NO (n=6). Os valores estdo expressos como

médias + E.P.M_, onde * P<0,05.
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Figura 18: Freqiiéncia Cardiaca (FC - % de variacdo dos valores basais).

Administragdo de heparina (500 Ul/Kg) foi realizada 3 min antes de protamina (10 mg/KGQG)
para os grupos Nao-tratado (n=12), NO (n=6). Os valores estdo expressos como medias *

E.P.M., onde * P<0,05.
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Figura 19: Indice Cardiaco (IC — % de variacdo dos valores basais). Administragio de

heparina (500 UI/Kg) foi realizada 3 min antes de protamina (10 mg/kg) para os grupos

Nao-tratado (n=12), NO (n=6). Os valores estdo expressos como médias + E.P.M.
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Figura 20: indice Resisténcia Vascular Sistémica (IRVS — % de variacio dos valores
basais). Administragio de heparina (500 UI/Kg) foi realizada 3 min antes de protamina (10
mg/KG) para os grupos Nao-tratado (n=12), NO (n=6). Os valores estdo expressos como

meédias + E.P. M.

95



Resultados

3.5. Niveis Plasmaticos de Tromboxano B;

Os niveis de TxB, encontraram-se significativamente elevados 2 min apds a
administragio da protamina, mantendo-se elevados até o final do experimento (15 min).
Com a administracdo da indometacina, observamos uma total prevengdo da liberagdo de

TxB, durante a formagdo do complexo heparina—protamina (Fig. 21).

4~ mmmm Nio-tratados
mm [ndometacina

TxB2 (ng/ml)

Basal -2 2 15’
Tempo (min)

Figura 21: Niveis Plasmaiticos de Tromboxano B; em Cies Niao-tratado (n=12) e
tratados com indometacina (n=6) na vigéncia da hipertensao pulmonar induzida pelo
complexo heparina—protamina. O nivel basal refere-se a concentragdo plasmatica de TxB,
antes da administracio da heparina. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. para

n animais. **P<0.01 em relagdo ao basal e "P<0.01 em relagdo ao grupo ndo-tratado.
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3.6. Gasometria Arterial

A hipertensdo pulmonar induzida pelo complexo heparina—protamina e os
tratamentos ndo modificaram significativamente a pO, e pCO; no sangue arterial em
animais ventilados com ar ambiente (FiO, = 21%) (Tabela 1). Nao houve diferenca

significativa entre os grupos tratados
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Tabela 1. Gasometria Arterial de Cies Anestesiados e Ventilados com ar Ambiente
(FiO2 =21%). As analises foram realizadas antes da administracdo das drogas (basal) e 2
min apds a administracdo da protamina, para os grupos Nio-tratado (n=12), Tezosentan

(n=7) e Dazoxibeno (n=5). Os valores estdo expressos como médias + E.P.M.

Basal 2 min apos
protamina

p0O2 (mmHg) pCO02 (mmHg) pOC2 (mmHg) pCOC2 (mmHg)

Controle 1004 + 46 321+33 116,0 + 8,0 357+40
Dazoxibeno 88,5+8,9 288+35 100,0 + 8,3 286 +39
Tezosentan 947+ 3,7 289+45 108,3 + 96 30,7+29

o8



Discussdo

99

DISCUSSAO



Discussdo

Os resultados apresentados nesta tese mostraram claramente que a interaco in vivo
da heparina com a protamina desencadeia hipertensdo pulmonar marcante e rapida em cées
anestesiados. Concomitantemente a hipertensdo pulmonar, observamos um aumento
significativo da resisténcia vascular pulmonar (demonstrado pela elevagio do gradiente
transpulmonar) e da frequéncia cardiaca e queda da pressdo arterial sistémica média, do
debito cardiaco e do volume sistolico. Embora ndo tenhamos ainda explicagdo clara para
todos estas variagdes hemodinamicas que acompanham a hipertensdo pulmonar, podemos
descartar que a queda prolongada da pressdo arterial sistémica média seja conseqiiéncia de
redugdo da resisténcia vascular sistémica, visto que o IRVS ndo alterou significativamente
ao longo do periodo de observagdo. Na verdade, detectamos uma discreta queda do IRVS
que parece nao justificar a prolongada hipotensio arterial. E possivel que a queda do débito
cardiaco contribua majoritariamente para a hipotensdo arterial nos cdes submetidos ao
complexo heparina-protamina. Este parametro cardiovascular é resultado de duas variaveis
hemodindmicas: freqiiéncia cardiaca (que mostrou-se elevada durante a hipertensio
pulmonar) e o volume sistolico (que mostrou-se marcantemente reduzido durante a
hipertensdo pulmonar). Nossos resultados sugerem entdo que o volume sistolico é uma
variavel importante que esta determinando a queda do débito cardiaco e da pressdo arterial
sistémica. Uma possivel explicagdo para a queda do volume sistdlico poderia ser a agio do
complexo heparina-protamina diretamente no coragdo (efeito inotropico negativo), como
consequéncia de redugdo temporaria do fluxo no ventriculo esquerdo. A taquicardia nos
parece ser um reflexo da hipotensdo sistémica.

O tromboxano A, € um agente vasoconstritor derivado do acido araquidénico pela
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agdo da ciclooxigenase em plaquetas e outros elementos sangtiineos (Hamberg er a/ , 1975)
O tromboxano A; tem sido implicado na hipertensdo pulmonar induzida pelo complexo
heparina-protamina em ovelhasMONTALESCOT ef al,1990b). Estudos em porcos
utilizando antagonista de receptores de TxA, (BM 13.177) demonstraram que este
composto previne a vasoconstri¢ao pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina.
Um segundo prostandide com propriedades vasoconstritoras, 0 PGFy,, também apresentou
aumentado no plasma ap6s administragao da protamina, mas, aparentemente, este aumento
ndo mostrou-se relacionado as alteragdes hemodinamicas resultantes do complexo
heparina-protamina (CONZEN ef al., 1989, JANSSENS ef al., 1985). Outros antagonistas
de receptores de tromboxano A; tais como o L-670596, SQ 30741, EP 092 e Gr 32191 tém
sido empregados na hipertensao pulmonar apés a administragdo endovenosa de protamina.
Entretanto, como estes compostos também inibem a agregagao plaquetaria, é questionado o
seu beneficio em situagdes onde a atividade plaquetaria é fundamental para a manutengio
da homeostasia (LUMLEY ef al., 1988, BOOTH et al., 1989; MONTALESCOT ef al.,
1990; NUTTALL et al., 1991).

A indometacina € um inibidor da ciclooxigenase derivada do indol, sendo utilizada
para o tratamento da artrite reumatoide, de osteoartrites e de artrite gotosa. Em estudos de
vasoconstricdo pulmonar hipoxémica induzida por endotoxina (E. coli), a indometacina
previne a queda inicial (relacionada com as prostaglandinas vasodilatadoras), mas nio o
aumento tardio da vasoconstri¢do pulmonar hipoxémica (produzido principalmente pelos
leucotrienos). O dazoxibeno ¢ um inibidor da formagdo de tromboxano A, e parece

aumentar a produgdo de PGI; (inibidor da agregagdo plaquetaria e a da vasoconstri¢do)
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(Fiddler e Lumley, 1990). Apesar disso, o dazoxibeno nio altera a hemodinimica sistémica,
o tempo de sangramento e a agregagio plaquetaria, bem como ndo produz melhora clinica
em uma grande variedade de doengas vasculares, pulmonares, cardiacas e renais,
hipertensdo pulmonar e SARA (RAPT Investigators, 1994).

Em nossos experimentos, utilizamos a indometacina e o dazoxibeno para avaliar a
importancia do tromboxano Az na hipertensdo pulmonar induzida pelo complexo heparina-
protamina nos caes, onde observamos que os mesmos revertem significativamente a
hipertensdo pulmonar.

Além disso, detectamos niveis séricos elevados de Tromboxano A; na hipertensio
pulmonar, sendo que esses niveis se mantiveram elevados até o final do experimento.
Animais tratados com indometacina apresentaram uma normalizacio dos niveis de
Tromboxano A, confirmando a eficacia do tratamento. Estes dados reforgam a hipotese
que realmente o tromboxano A, exerce papel importante na hipertensdo pulmonar induzida
pelo complexo heparina-protamina. O mecanismo pele qual a interagio heparina-protamina
desencadeia a hipertensdo pulmonar ainda nao ¢ conhecido, mas acredita-se que esteja
relaciona ao fato de a molécula de protamina ser de natureza policatidnica, ou seja, a
interagdo da molécula anidnica (heparina) com a molécula catidnica (protamina) levaria a
ativagdo do metabolismo do acido araquidénico em certos tipos celulares, incluindo
plaquetas e macrofagos perivasculares pulmonares (WARNER ef al., 1986; STAUB, 1988:
SCHAPIRA & CHRISTMAN, 1990).

Entretanto a fonte celular exata de produgido deste medidor é ainda desconhecida

(MOTALESCOT eral, 1990b). A deplegdo de plaquetas circulantes com o uso de
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anticorpos ndo preveniu o desenvolvimento da hipertensdo pulmonar e 0 mesmo aumento
dos niveis plasmaticos de tromboxano B, apds a administragdo de heparina-protamina
(MONTALESCOT et al., 1989), excluindo as plaquetas como fonte de producdo deste
eicosanoide.

Niveis plasmaticos elevados de ET-1 tém sido relatados em pacientes com
hipertensdo pulmonar primaria e secundaria, e parecem correlacionar-se com a severidade
da doencga. Isto sugere o envolvimento da ET-1 nas fisiopatologias da hipertensdao pulmonar
(MACLEAN, 1998; HAY, 1998 ), tanto em adultos como em criangas (IVY ef al., 1998).

Este peptideo ativa receptores ET4 e ETy nas células da musculatura lisa vascular
pulmonar causando respostas contrateis (HYSLOP & DE NUCCI. 1992). Estudo recente
em cdes anestesiados demonstrou que a hipertensao pulmonar, o aumento da resisténcia
vascular pulmonar e dos niveis de tromboxano A, induzidos por embolia experimental sdo
atenuados por antagonistas de receptores ET4 (JKC-301), mas ndo de ETgy (BQ-788).
(TANUS-SANTOS er al., 2000).

O tezosentan € um antagonista ndo seletivo de receptores de ET-1 (Clozel et al,
1999; Takamura ef al., 2000; Tune ef al., 2000), apontado como um bom candidato para o
tratamento de patologias agudas (Clozel ef al.,, 1999). Este antagonista inibe a contrag¢do de
aorta de ratos induzida pela ET-1 in vivo, e reduz o efeito pressorico da big—endotelina,
além de dimmuir a concentragdo plasmatica da ET-1 (Clozel e al, 1999). Em ratos
hipertensos, o tezosentan diminui a pressao arterial e previne a insuficiéncia renal aguda em
modelos de ratos nefropatas (WILHELM ef al, 2001). Estudos prévios de hipoxemia

cronica em pulmdes de ratos mostram que o efeito vasoconstritor poderia ser atribuido a
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ativagao de receptores ET, (Li ef al., 1994 a e b), o qual ¢ associado ao aumento da
expressao do RNAm destes receptores.

Em nossos experimentos, observamos que o tezosentan diminuiu significativamente
a hipertensao pulmonar induzida pelo complexo heparina—protamina. Notamos também
reversdo significativa na queda do débito cardiaco. Os outros parametros hemodindmicos
ndo foram alterados significativamente pelo tratamento com o tezosentan. Em conjunto,
estes resultados sugerem que a ET-1 esta implicada nas alteragdes hemodinamicas
desenvolvidas pelo complexo heparina—protamina em cdes. O uso futuro de antagonistas
seletivos para receptores ET, ou ETy poderia indicar o principal subtipo de receptores
envolvidos em cada uma das alteragdes observadas. Estudos sobre o efeito da endotelina no
miocardio, demonstraram que a mesma possui efeito inotropico positivo (KRAMER ez al.,
1997)e que a mesma possui um papel importante no controle do fluxo coronario tanto em
humanos como em animais (STEWART ef al., 1991a; GOODWIN & YACOUB, 2001). O
fato do tromboxano A, ser liberado no tecido pulmonar explicaria a prevengdo total da
hipertensdo pulmonar pela indometacina (e dazoxibeno), quando o proprio tezosentan reduz
apenas parcialmente este efeito, fato de a ET-1 poder ter uma melhor atuagdo a nivel de
tecido cardiaco.

Estudos em cides tratados com L-NAME (inibidor da sintese de NO) demonstraram
que tanto a fungdo sistémica como a pulmonar ¢ modulada pela liberagio de NO. O
tratamento agudo com L-NAME desencadeia hipertensao pulmonar em cdes acompanhada
de aumento da resisténcia vascular pulmonar, resisténcia vascular sistémica ¢ queda do

débito cardiaco e da frequéncia cardiaca (ZAPPELLINI ef al., 1996). Em nossos estudos, a
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inalagao de NO na vigéncia da hipertensdo pulmonar induzida pelo complexo heparina-
proiamina atenuou significativamente a hipertensdo pulmonar e o aumento da resisténcia
vascular pulmonar. A queda da PAM e do débito cardiaco ndo foram significativamente
alterados.

Estudos prévios demonstraram que a inalagdo de NO reverte a hipertensao pulmonar
induzida tanto pelo complexo heparina-protamina quanto pela infusdo de U46619 (anaiogo
estavel de tromboxano A,) em carneiros (FROSTELL e a/., 1991). G NO inalatorio reduz
a pressio média da artéria pulmonar, sem reduzir a resisténcia vascular sistémica
(ROBERTS er al, 1993,). Comparando o efeito do NO com o de outro vasodilatador
endotelial, a prostaciciina, demonstrou-se que o NO reduz seletivamente a pressdo arterial
pulmonar, causando melhora da oxigena¢do (BIGATELLO ef al., 1993; PAYEN e/ al,
1993, GROVER ez al., 1993, WYSOCKI et al., 1993). Em nossos estudos, observamos que
a utilizagdo de NO inalatorio diminuiu significativamente a hipertensio pulmonar
melhorando a resisténcia vascular pulmonar. ZAYER et af., (1993) estudaram os efeitos do
NO inalado (6 a 100 ppm) em modelos de hipertensio puimonar persistente em neonatos de
carneiros, e tfambém relataram redugdo dose-dependente da resisténcia vascular pulmonar.
Em conclusdo, a interac@o in vivo do complexo da heparina-protamina leva a hipertensdo
pulmonar em cdes anestesiados decorrente da liberagdo de tromboxano A; e ET-1.
Antagonistas de receptores de ET-1 e inibidores da sintese de tromboxano A, (ou de
ciciooxigenase) poderiam ser empregados terapeuticamente nos processos patoldgicos de
hipertensdo pulmonar. A inalacdo de NO durante a hipertensdo pulmonar teria um efeito

coadjuvante benéfico neste processo.
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Conclusdo

A hipertensdo pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina é mediada pela
liberacdo de tromboxano A, e ET-1;
O tratamento dos animais com NO inalatorio melhora (ou corrige) a hipertensdo

pulmonar induzida pelo complexo heparina-protamina
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Abstract

in this study we investigated the pharmacological mechanisms underlying the
pulmonary hypertension induced by the protamine-heparin complex in anaesthetized dogs.
The animals were anaesthetized with pentobarbital sodium (Hypnoi, 30 mg/kg, iv).
Anaesthesia was maintained with a combination of fentanyl citrate (0.01 mg/kg/h, i.v) and
diazepam (025 mg/kg/h, iv). The administration of heparin (500 Ul/kg) following
protamine (10 mg/kg) lead to a marked increase in the pulmonary hypertension (280 %)
accompanied by a significant increase in the transpulmonary gradient. This phenomenon
was observed within 1-3 mins after protamine administration. We also observed significant
decreases of mean arterial blood pressure, systolic volume and cardiac output, and a
significant tachycardia. The index of systemic vascular resistance was not significantly
altered. Arterial blood gas analysis showed that pO, and pCO, were not changed.

Dogs pre-treated with the cyclooxygenase inhibitor indomethacin (10 mg/kg)
showed a reduction of the pulmonary hypertension and increased the
transpulmonary.gradient induced by the heparin-protamine complex. This treatment also
attenuated the decrease of cardiac output and tachycardia. Similarly, pre-treatment of the
animais with the thromboxane synthetase inhibitor dazoxiben (10 mglkg) prevented the
puimonary hypertension and increased transpulmonary gradient. Moreover, this treatment
was 1ot able to affect the decrease of cardiac output and heart rate. The thromboxane A
levels were markedly increased after protamine (2 min) injection, and maintained elevated
untii the end of experiment protocol. Indomethacin pre-treatment abolished the
thromboxane A; release. The mixed ET/ETg endothelin receptor antagonist tezosentan (10
mg/kg bolus + 10 mg/kg/h infusion) decreased significantly the pulmonary hypertension,
cardiac output and heart rate. In addition, NO inhalation (3 ppm) reduced the pulmonary
hypertension and transpulmonary gradient. In summary, our data showed that the heparin-
protamine complex administration induces pulmonary hypertension mediated by both

thromboxane. A, and endothelin -1 release
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