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Neste� estudo,� investigamos� os� efeitos� protetores� do� BAY� 41$2272� sobre� a�

hipertensão� pulmonar� induzida� pelo� complexo� heparina$protamina� e� hipóxia� em� cães�

anestesiados.� Os� animais� foram� anestesiados� com� pentobarbital� sódico� (Hypnol,�

30mg/kg,� iv)�combinado�com�citrato�de�fentanila� (0,01�mg/kg/h,� i.v.)�e�diazepam�(0,25�

mg/kg/h,� iv).� A� hipertensão� pulmonar� pelo� complexo� heparina$protamina� foi� induzida�

com�a�administração�de�500�UI/kg�de�heparina,�seguida�da�administração�de�protamina�

(10�mg/kg).�A�interação�heparina$protamina�causou�aumento�de�aproximadamente�350%�

da�pressão�média�da� artéria�pulmonar� (PMAP),�acompanhado�de�aumento�significativo�

do�índice�de�resistência�vascular�pulmonar�(IRVP)�e�da�pressão�capilar�pulmonar�(PcP).�

Este� aumento� foi� significativo� 2� min� após� a� injeção� de� protamina,� mantendo$se�

significativamente� elevado� até� aproximadamente� 5� minutos� após� administração� da�

mesma.� Ao� mesmo� tempo� em� que� se� detectou� a� hipertensão� pulmonar,� observamos�

redução�significativa�da�pressão�arterial�média� (PAM).�Observamos�ainda�um�aumento�

significativo�da�freqüência�cardíaca�(FC)�aos�2�minutos�após�administração�da�protamina�

com� discreta� diminuição� do� índice� cardíaco� (IC).� O� índice� de� resistência� vascular�

sistêmica�(IRVS)�não�sofreu�alterações�significativas.�A�saturação�do�oxigênio�(SpO2)	foi�

significativamente� diminuída� após� a� formação� do� complexo� heparina$protamina.� Nos�

animais�tratados�com�BAY�41$2272�(10�\g/kg/min,�i.v.),�observamos�redução�marcante�

do�aumento�da�PMAP,�do�IRVP�e�da�PcP.�Por�outro�lado,�este�tratamento�potencializou�a�

redução� da� PAM.� Além� disso,� o� BAY� 41$2272� reduziu� significantemente� o� IRVS� e�

aumentou� a� FC.�A� diminuição� da� SpO2� foi� atenuada� significativamente� pelo�BAY�41$

2272.� Os� níveis� plasmáticos� de� GMPc� foram� dosados� aos� 2� min� após� a� formação� do�

complexo�heparina$protamina,�tendo$se�mostrado�elevados�no�grupo�tratado�com�o�BAY�

41$2272.�O� tempo� de� tromboplastina� parcial� ativado� (TTPA)� não� apresentou� alteração�

significativa�no� tratamento� com�o�BAY�41$2272.�O�veículo�do�BAY�41$2272� (DMSO�

30%)�não�alterou�significativamente�os�parâmetros�estudados.�

A�hipertensão�pulmonar�por�hipóxia�foi�induzida�com�a�instalação�de�uma�baixa�

tensão� de� oxigênio� (FiO2=12%).� Nesta� circunstância,� a� PMAP� elevou$se� em�

aproximadamente� 280%�aos� 5�minutos,�mantendo$se� significativamente� elevada� até� 15�

minutos�após�instalação�da�hipóxia.�A�elevação�da�PMAP�foi�acompanhada�de�aumentos�

significativos� no� IRVP� e� PcP.� A� PAM,� IRVS,� FC� e� IC� não� apresentaram� alterações�

significativas.�A�SpO2�diminuiu�na�presença�da�hipóxia.�O�tratamento�com�BAY�41$2272�

(10� \g/kg/min,� i.v.),� reduziu� significativamente� a� PMAP,� PcP� e� IRVP.� O� IRVS� foi�

significativamente� potencializado� pelo�BAY�41$2272.�A�PAM,� FC� e� IC� não� alteraram�

significativamente.�A�diminuição�da�SpO2�foi�atenuada�significativamente�pelo�BAY�41$

2272.�Os�níveis�plasmáticos�de�GMPc�elevaram$se� significativamente�no�grupo� tratado�

com� o� BAY� 41$2272.� Em� conclusão,� o� BAY� 41$2272� atenuou� a� ação� vasoconstritora�

pulmonar� induzida� pelo� complexo� heparina$protamina� e� hipóxia� levando� a� uma�

prevenção�da�hipertensão�pulmonar.�

�
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In� this� study,� we� investigated� the� protective� effect� of� BAY� 41$2272� on� the�

pulmonary� hypertension� induced� by� the� protamine$heparin� complex� and� hypoxia� in�

anaesthetized�dogs.�The�animals�were�anaesthetized�with�pentobarbital�sodium�(Hypnol,�

30�mg/kg,� i.v.)� combined�with� fentanil� citrate� (0.01�mg/kg/h,� i.v.)� and� diazepam� (0.25�

mg/kg/h,� i.v.).� The� pulmonary� hypertension� for� the� protamine$heparin� complex� was�

induced� by� the� administration� of� 500� UI/kg� of� heparin,� followed� by� protamine� (10�

mg/Kg),� causing� an� increase� of� approximately� 350%� of� the� mean� pulmonary� arterial�

pressure�(MPAP),�followed�by�a�significant�increase�of�the�index�of�pulmonary�vascular�

resistance� (IPVR)� and� index� of� pulmonary� capillary� wedge� pressure� (PcWP).� This�

increase� was� significant� from� 2� min� to� 5� min� after� the� protamine� administration.�

Concomitantly�to�the�pulmonary�hypertension,�we�observed�a�significant�decrease�of�the�

mean� arterial� blood� pressure� (MABP).�We� also� observed� a� significant� increase� of� the�

heart�rate�(HR)�2�min�after�administration�of�protamine�with�a�discreet�reduction�of�the�

cardiac�index�(IC).�The� index�of�systemic�vascular�resistance�(ISVR)�was�not�changed.�

The�saturation�of� the�oxygen� (SpO2)�was� significantly�decreased� after� the� formation�of�

heparin$protamine� complex.� In� the� animals� treated�with�BAY�41$2272� (10� \g/kg/min,�

i.v.),�we�observed�a�marked� reduction�of�MPAP,� IPVR�and�PcWP.�On� the�other�hand,�

BAY� 41$2272� potentiated� the� reduction� of� MABP� after� protamine� administration.�

Furthermore,� BAY� 41$2272� significantly� reduced� the� ISVR� and� increased� HR.�

Additionally,� the�reduction�of�SpO2�was�attenuated�significantly�by�BAY�41$2272.�The�

plasma�levels�of�cGMP,�measured�at�2�min�after�the�formation�of�the�protamine$heparin�

complex,� were� higher� in� BAY� 41$2272$treated� animals.� The� activated� partial�

thromboplastin� time� (APTT)� was� not� altered� in� the� BAY� 41$2272$treated� group.� The�

vehicle�of�BAY�41$2272�(DMSO�30%)�did�not�alter�any�of�the�parameters�evaluated.�

The�hypoxia$induced�pulmonary�hypertension�was�obtained�with�the�installation�

of� low� tension� of� oxygen� (FiO2=12%).� In� this� condition,� MPAP� was� significantly�

elevated� (280%)� from� 5� min� to� 15� min� after� hypoxia� installation.� This� elevation� was�

accompanied�by�significant� increases� in�both� IPVR�and�PcWP.�The�MABP,� ISVR,�HR�

and�IC�were�not�significantly�altered.�The�SpO2�was�decreased�by�hypoxia.�The�treatment�

with� BAY� 41$2272� (10� \g/kg/min,� i.v.)� reduced� significantly� the� MPAP,� PcWP� and�

IPVR.�The�ISVR�reduction�was�significantly�potentiated�by�BAY�41$2272.�The�MABP,�

HR�and� IC�were�not�modified�by�BAY�41$2272,�while� the� reduction�of� the�SpO2�was�

significantly�attenuated.�The�plasma�levels�of�cGMP�were�significantly�increased�in�the�

BAY�41$2272$treated�group ��

In� conclusion,� treatment� with� BAY� 41$2272� attenuates� the� pulmonary�

vasoconstrictor�action�induced�by�heparin$protamine�complex�or�hypoxia,�leading�to�the�

prevention�of�pulmonary�hypertension�

�

�
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1.1 	Considerações	gerais	

�

A� hipertensão� pulmonar� é� uma� seqüela� comum� resultante� de� diversas� doenças�

respiratórias� e� cardiovasculares� nos� seres� humanos.� É� caracterizada� pela� elevação� da�

resistência� vascular� pulmonar� e� da� pressão� arterial� pulmonar� devido� à� vasoconstrição�

exagerada� do� leito� arterial� pulmonar� (Jeffery� &� Wanstall,� 2001).� Embora� a� natureza� da�

hipertensão� pulmonar� quanto� à� fisiopatologia� e� tratamento� tenha� sido� negligenciada� no�

passado,�nos�últimos�anos�adquiriu$se�grande�conhecimento�da�sua�etiologia�e�tratamento.�

Em�2003,�ocorreu�em�Veneza�o�3º�Simpósio�Mundial�em�Hipertensão�Arterial�Pulmonar,�

onde� houve� uma� nova� classificação� e� revisão� de� conceitos� terapêuticos� desta� condição.�

Entretanto,� a� hipertensão� pulmonar� é� uma� síndrome� complexa� para� a� qual� ainda� não�

existem�esquemas�simples�de�avaliação�diagnóstica�e�orientação�terapêutica.�

�

1.2 	Hipertensão	pulmonar�

�

� A� resistência� vascular� pulmonar� é� marcantemente� menor� que� a� do� sistema�

circulatório,�devendo$se�esta�diferença�ao�fato�de�a�rede�arteriolar�pulmonar�apresentar�um�

baixo� � muscular� basal.� Ao� contrário,� o� sistema� circulatório� apresenta� os� vasos�

parcialmente�contraídos,�contribuindo�com�75%�da�resistência�periférica�total�do�organismo�

(Maclean,�1998).�

� Na� vigência� de� hipertensão� pulmonar,� a� resistência� vascular� pulmonar� eleva$se�

marcantemente,�e�a�pressão�sistólica�pulmonar�e�a�pressão�arterial�pulmonar�média�atingem�

valores� acima�de�30� e�25�mmHg,� respectivamente,� em�estado�de� repouso,�ou�de�30� a�35�
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mmHg� durante� exercícios� físicos.� Isto� pode� levar� à� falência� do� coração� direito� e� morte�

(Rich,� .,�1987).��

A� hipertensão� pulmonar� era� classificada,� segundo� a� etiologia,� em� primária� e�

secundária.� A� hipertensão� pulmonar� primária� era� definida� pela� presença� de� elevação�

persistente� da� pressão� na� artéria� pulmonar,� sem� causa� aparente� (arteriopatia,� venopatia,�

microangiopatia),� ao� passo� que� a� hipertensão� pulmonar� secundária� era� conseqüência� de�

doenças�associadas�(Zapol�&�Snider,�1977;�Pietra�1997;�Maclean,�1998;�Hay,�1998).�

No� 3o� Simpósio�Mundial� em�Hipertensão�Arterial� Pulmonar� em� 2003,� decidiu$se�

por� uma� nova� classificação� e� revisão� de� conceitos� fisiopatológicos,� diagnósticos� e�

terapêuticos� da� hipertensão� pulmonar� (Rubin� &� Galiè,� 2004;� Lee� &� Rubin,� 2005),�

conforme�mostrado�no�quadro�1.�Atualmente,�a�hipertensão�pulmonar�primária�passa�a�ser�

chamada� hipertensão� arterial� pulmonar,� pertencente� ao� Grupo� 1,� onde� se� enquadram� a�

hipertensão� pulmonar� idiopática� (esporádica� ou� familial),� dentre� outras� (Quadro� 1).� A�

hipertensão�pulmonar�secundária�agora�pertence�aos�grupos�de�2�a�5,�onde�estão�incluídos�a�

hipertensão� pulmonar� decorrente� de� doenças� cardíacas� (grupo� 2),� doenças� pulmonares�

(grupo� 3),� doenças� trombolíticas� (grupo� 4)� e� diversas� outras� condições� que� levam� à�

hipertensão�pulmonar�(grupo�5).�

Segundo� a� classificação� da�Organização�Mundial� de�Saúde� (OMS),� as� causas�que�

levam�aos�diferentes�tipos�de�hipertensão�pulmonar�são:�a�hipertensão�arterial�pulmonar,�a�

hipertensão� pulmonar� persistente� do� recém$nascido,� drogas,� síndrome� do� desconforto�

respiratório�do�adulto�(SDRA),�doença�pulmonar�obstrutiva�crônica�(DPOC),�fibrose�cística�

e�estados�hipoxêmicos�em�geral�(Zapol�&�Snider,�1977;�Maclean,�1998;�Hay,�1998,�Jeffery�

&� Wanstall,� 2001).� A� causa� mais� comum� que� desencadeia� a� hipertensão� pulmonar� por�

hipóxia� é� a� exposição� a� altitudes� elevadas� e� estados� de� hipoxemia,� a� qual� pode� ser�
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acompanhada�por�policitemia�e� remodelação�das�paredes�das�artérias�pulmonares� (Fagan,�

1999).�A�hipertensão�pulmonar�é�ainda�observada�clínica�e�experimentalmente�na�reversão�

do�efeito�anticoagulante�da�heparina�pela�protamina�(Lowenstein,�1989).�

�
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CLASSIFICAÇÃO	DA	HIPERTENSÃO	PULMONAR

1.	Hipertensão	Arterial	Pulmonar	

1.1.�Idiopática;�

1.2.�Familial;�

1.3.�Relacionada�à�doença�do�tecido�conjuntivo,�cardiopatias�congênitas,�

Hipertensão�porto�pulmonar,�infecção�por�HIV,�drogas,�toxinas�e�outras;�

1.4.�Hipertensão�arterial�pulmonar�com�envolvimento�venoso�e/ou�capilar;�

1.5.�Hipertensão�pulmonar�persistente�do�recém$nascido.�

2.	Hipertensão	Pulmonar	por	doença	do	coração	esquerdo	

2.1.�Doença�cardíaca�atrial�ou�ventricular�esquerda;�

2.2.�Valvulopatia.�

3.	Hipertensão	Pulmonar	por	doença	pulmonar	e/ou	hipóxia	

3.1.�Doença�pulmonar�obstrutiva�crônica;�

3.2.�Doença�pulmonar�intersticial;�

3.3.�Distúrbios�durante�o�sono,�hipoventilação�alveolar,�exposição�crônica�a�grandes�

altitudes;�

3.4.�Anormalidades�do�desenvolvimento.�

4.	Hipertensão	Pulmonar	por	doença	trombótica	e/ou	embólica	crônica	

4.1.�Obstrução�tromboembólica�das�artérias�pulmonares�proximais;�

4.2.�Obstrução�tromboembólica�das�artérias�pulmonares�distais;�

4.3.�Embolia�pulmonar�de�origem�tumoral,�parasitas,�corpo�estranho.�

5.	Outros	

5.1.�Sarcoidose,�histiocitose,�linfangiomatose,�compressão�de�vasos�pulmonares�

(adenopatias,�tumores,�mediastinite�fibrosante).

	

Quadro	1�–�Classificação�da�hipertensão�pulmonar�de�acordo�com�os�Anais�do�3o�Simpósio�

Mundial�em�Hipertensão�Arterial�Pulmonar,�Veneza,�2003.�

�

�
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	 1.3	Síndrome	do	desconforto	respiratório	do	adulto	

�

� A� hipertensão� pulmonar� aguda� está� invariavelmente� presente� em� pacientes� com�

SDRA.�Neste�caso,� a�hipertensão�pulmonar� independe�de�variações�do�débito�cardíaco,�e�

persiste�mesmo�após�a�correção�da�hipoxemia�sistêmica� (Zapol�&�Snider,�1977).�Em�um�

quadro�grave�da�SDRA,�é�comum�a�ocorrência�de�oclusão�tromboembólica�da�vasculatura�

pulmonar,� podendo� ainda� levar� à� formação� de� edema,� disfunção� ventricular� direita� e�

redução�do�débito�cardíaco�(Sibbald� .,�1983;�Gattinoni� �1988).�Embora�ainda�não�

completamente� elucidada,� as� alterações� vasculares� pulmonares� decorrentes� da�SDRA� são�

produzidas� por� uma� combinação� complexa� que� envolve� a� lesão� pulmonar� primária�

(aspiração,�traumas�e�infecções),�a�resposta�inflamatória�à�lesão�(hipóxia,�acidose,�liberação�

de�citocinas�e�metabólitos�do�ácido�araquidônico,�formação�de�componentes�do�sistema�do�

complemento� e� inibidores� da� fibrinólise)� e� as� complicações� iatrogênicas� do� tratamento�

intensivo�(toxicidade�por�oxigênio�e�barotrauma).�Acredita$se� também�que�a�produção�de�

óxido�nítrico�(NO)�está�prejudicada�na�vigência�da�SDRA�o�que�favorece�a� instalação�de�

vasoconstrição�e�agregação�plaquetária�no�organismo�(Cremona� �1991;�Dinh�Xuan�

�1991).�A�inalação�de�NO�reduz�a�resistência�vascular�pulmonar,�aumentando�a�relação�

ventilação/perfusão,� tendo,� portanto,� um� efeito� benéfico� neste� quadro� (Pepke$Zaba� ,�

1991;�Frostell� .,�1993).��
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1.4	Doença	pulmonar	obstrutiva	crônica		

� �

Na� DPOC,� o� quadro� clínico� é� resultante� da� combinação� de� dois� processos�

patológicos,� a� saber:� bronquite� crônica� e� enfisema,� sendo� os� mesmos� importantes� no�

desencadeamento�dessa�doença.��

Na�DPOC�devido�à�brônquite�crônica,�o�organismo�passa�a�apresentar�ventilação�

diminuída� e� aumento� do� débito� cardíaco,� ou� seja,� cria$se� uma� situação� de� circulação�

rápida� em� um� pulmão� com� prejuízo� de� ventilação;� isto� pode� acarretar� hipoxemia� e�

policitemia.� Finalmente,� instalam$se� a� hipercapnia� e� acidose� respiratória,� levando� à�

vasoconstrição� arterial� pulmonar� e� .� Em� decorrência� da� hipoxemia,�

policitemia�e�retenção�de�dióxido�de�carbono�(CO2),�pode�surgir�insuficiência�ventricular�

direita.�Nesse�tipo�de�DPOC,�a�hipertensão�pulmonar�é�do�tipo�“pré$capilar”�sendo�quase�

exclusivamente� devida� ao� aumento� da� resistência� vascular� pulmonar� que� se� instala�

principalmente�em�resposta�à�hipóxia�aguda�(ou�crônica).�O�remodelamento�vascular�é�

um� fator� fundamental� que� contribui� para� o� desenvolvimento� e� manutenção� destas�

condições.�A�hipertensão�pulmonar�na�DPOC�é�normalmente�branda�(20�a�35�mmHg),�

mas�a�pressão�arterial�pulmonar�pode�aumentar�rapidamente�durante�exercícios,�sono�e�

episódios�de�insuficiência�respiratória.�O�aumento�de�pós$carga�pode�ainda�favorecer�o�

desenvolvimento�de�insuficiência�do�ventrículo�direito�(Navin�&�Gross,�1996;�Wanstall�

&�Jeffery,�1998).�

� Na� DPOC� onde� o� enfisema� tem� papel� fundamental,� ocorrem� danos� graduais� dos�

septos�alveolares�e�destruição�do�leito�capilar�pulmonar�e,�conseqüentemente,�redução�da�

capacidade� do� pulmão� em� oxigenar� o� sangue.� O� oxigênio� passa� a� compensar� esta�
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deficiência�reduzindo�o�débito�cardíaco�e�produzindo�hiperventilação.�Isto�resulta�em�um�

fluxo�sangüíneo�relativamente�limitado�em�um�pulmão�ainda�oxigenado�com�gasometria�

e�pressão�pulmonares�normais�(Navin�&�Gross,�1996;�Wanstall�&�Jeffery,�1998).	

A�DPOC�é�uma�das�causas�mais�comuns�de�morte�que�vem�aumentando�nos�últimos�

anos�(Lopez� .,�2006).�Dessa�forma,�há�grande�interesse�em�se�conhecer�a�fisiopatologia�

desta� doença� com� o� objetivo� de� se� buscar� novas� terapias� farmacológicas� (Barnes� �

2000;� Barnes� � 2001).� Tendo� em� vista� que� a� DPOC� é� uma� doença� inflamatória�

complexa� envolvendo� diferentes� tipos� celulares,� com� capacidade� de� liberar� diversos�

mediadores� inflamatórios,� acredita$se� que� os� antagonistas� de� mediadores� inflamatórios�

possam�ter�potencial�terapêutico�nesta�doença�(Barnes� �2004).��

� ��

1.5	A	hipertensão	pulmonar�induzida	pelo	complexo	heparina�protamina	

� �

O�uso�clínico�da�protamina�foi�primeiramente�relatado�por�Hagerdorn� �(1936)�

quando� estes� autores� sugeriram� que� a� relativa� insolubilidade� do� complexo� protamina$

insulina� poderia� retardar� a� velocidade� de� absorção� da� insulina,� aumentando� a� atividade�

biológica� desta� substância� após� a� injeção� subcutânea.� Posteriormente,� cogitou$se� a�

possibilidade� de� a� protamina� também� prolongar� o� efeito� anticoagulante� da� heparina.�

Contudo,�isto�não�foi�observado�em�virtude�de�a�protamina�inibir�eficientemente�a�ação�da�

heparina,� tanto� como� � (Chargaff� &� Olson,� 1937).� Depois� disso,� a�

neutralização�da�atividade�anticoagulante�da�heparina�pela�protamina�tornou$se�uma�prática�

comum�em�pós$operatório�de�cirurgias�com�circulação�extracorpórea�(Horrow,�1985).�
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� Em� caprinos� e� suínos,� a� protamina� reverte� o� efeito� anticoagulante� da� heparina,�

podendo�levar�à�contração�das�vias�aéreas�e�liberação�de�tromboxano�A2,�um�metabólito�do�

ácido�araquidônico�com�potente�propriedade�vasoconstritora�e�agregante�plaquetária�(Morel�

.,� 1988;� Conzen� .,� 1989).� Estas� respostas� são,� provavelmente,� resultantes� da�

interação�de�molécula�aniônica�(heparina)�com�molécula�catiônica�(protamina).�Ou�seja,�o�

complexo� heparina$protamina� ativaria� o� metabolismo� do� ácido� araquidônico� levando� à�

formação� de� tromboxano� A2� causando,� por� sua� vez,� vasoconstrição� pulmonar,�

broncoconstrição�e�hipertensão�pulmonar�(Lowenstein,�1989).�

� A� hipertensão� pulmonar� induzida� pelo� complexo� heparina$protamina�

desenvolve$se� facilmente� em� caprinos� e� suínos,� sendo� menos� evidente� em� humanos�

(Lowenstein� .,�1988).�As�razões�para�esta�discrepância�não�são�claras,�mas�a�hipótese�

mais� provável� é� que� o� complexo� heparina$protamina� ao� interagir� com� macrófagos�

perivasculares�pulmonares,�determinaria�a�formação�de�grandes�quantidades�de�tromboxano�

A2,� supostamente� o� principal� causador� da� hipertensão� pulmonar.� Os� macrófagos�

pulmonares�estariam�presentes�em�grande�número�na�microcirculação�pulmonar�de�certas�

espécies�incluindo�caprinos,�bovinos�e�suínos,�e�em�menor�número�em�humanos�(Warner�

�1986;�Staub,�1988;�Schapira�&�Christman,�1990).�De� fato,�existe�grande�similaridade�

entre� a� pressão� arterial� pulmonar� em� caprinos� que� receberam� o� complexo� heparina$

protamina� com� aqueles� em� que� se� administrou� micropartículas� circulatórias� capazes� de�

ativar� macrófagos� pulmonares� (Chang� &� Voelkel,� 1989).� O� aumento� da� concentração�

plasmática� de� tromboxano�A2� foi� também� relatado� em�modelos� de� hipertensão� pulmonar�

em�suínos�e�caprinos�(Degges� .,�1987;�Morel� .,�1988).�A�hipótese�do�tromboxano�

A2� como� principal�mediador� da� hipertensão� pulmonar� induzida� pelo� complexo� heparina$

protamina� em� caprinos� foi� ainda� apoiada� por� Montalescot� � (1990).� Demonstrou$se�
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também� que� a� hipertensão� pulmonar� mediada� pela� formação� de� tromboxano� A2� em�

carneiros�é�prevenida�pela�inalação�de�NO�(40$80�ppm),�sem�causar�vasodilatação�sistêmica�

(Fratacci� �1991).�

� Apesar�dessas�evidências,�ainda�não�é�conhecido�se�o�complexo�heparina$protamina�

�é,�de�fato,�o�agente�causador�da�hipertensão�pulmonar�durante�a�reversão�do�efeito�

anticoagulante� da� heparina� pela� protamina.� A� simples� mistura� da� heparina$protamina� na�

seringa� e� injeção� desta� mistura� no� animal� parece� já� determinar� o� aparecimento� da�

hipertensão�pulmonar�(Stefaniszyn� ,�1984;�Horiguchi� .,�1995).�

A� utilização� da� protamina� em� vários� procedimentos� clínicos� reverte� o� efeito�

anticoagulante�da�heparina,�reduzindo�a�hemorragia�(Lowenstein� �1983).�Em�cirurgias�

cardiovasculares� esta� reversão� pode� levar� a� um� quadro� de� hipertensão� pulmonar� e�

complicações� como�depressão�do�miocárdio,� hipotensão� sistêmica� e� reações� alérgicas� em�

2,6%�dos�procedimentos�cirúrgicos�(Kimmel� ,�1998a;�Carr�&�Silverman�1999;�Welsby�

.,�2005;�Stafford$Smith� .,�2005).�Em�cirurgias�de�revascularização�miocárdica�esta�

proporção�chega�a�39%�(Kimmel� .,�1998b;�Welsby� .,�2005).�Estudos�em�modelos�

experimentais�realizados�em�caprinos,�suínos,�caninos,�roedores�e�em�humanos�mostraram�

que� a� utilização� de� drogas� como� aspirina� (Comunale� ,� 2003),� dazoxibeno,� NO�

inalatório,�indometacina,�tezosentan�(Freitas� .,�2004)�e�prostaciclina�(Ocal� .,�2005),�

melhorou� o� quadro� da� hipertensão� pulmonar;� por� outro� lado,� e� em� cirurgias� de�

revascularização� miocárdica,� a� heparinase� I� não� mostrou$se� apropriada� para� substituir� a�

protamina�na�reversão�da�heparina�(Stafford$Smith� .,�2005).�

�

�

�
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1.6	A	hipertensão	pulmonar	induzida	por	hipóxia	

	

A�hipóxia�induz�uma�potente�vasoconstrição�pulmonar,�conduzindo�a�um�aumento�

da� pressão� arterial� pulmonar� (Ghofrani� .,� 2004,� Lee� &� Rubin,� 2005).� A� hipóxia�

representa� um� dos� mecanismos� fisiopatológicos� mais� importantes� no� processo� de�

vasoconstrição�pulmonar,�além�de�ser�um�complicador�em�diversas�doenças,�não�deixando�

de�mencionar� que� é� um� dos� modelos� experimentais� mais� bem� estudados� de� hipertensão�

pulmonar� (Voelkel,� 1986;�Stenmark� .,� 1987;�Weir�&�Archer,� 1995).�A�obstrução� de�

vias�aéreas�é�caracterizada�pela�redução�no�volume�expiratório,�acarretando�vasoconstrição�

e�elevação�adicional�da�resistência�arteriolar�pulmonar.�A�obstrução�decorrente�de�doenças�

pulmonares�crônicas�leva�à�hipoxemia,�que�é�um�fator�etiológico�conhecido�na�hipertensão�

pulmonar� associada� a� doenças� cardíacas,� pulmonares,� trombolíticas,� dentre� outras�

(Salvaterra�&�Rubin,�1993).�

Estudos�em�roedores�mostram�que� a�hipertensão�pulmonar� induzida�por�hipóxia�é�

mediada�por�receptores�ETA�de�ET$1�os�quais�estão�aumentados�após�exposição�à�hipóxia;�

estes�poderiam�exercer�um�papel� importante�no�remodelamento�vascular�pulmonar�(Soma�

�1999).�Por�outro�lado,�os�receptores�ETB,�também�aumentados�no�endotélio�pulmonar�

após� exposição� à� hipóxia,� seriam� responsáveis� pela� liberação� de� NO,� garantindo� um�

contínuo� estado� vasodilatador� contrabalanceando� o� desenvolvimento� da� hipertensão�

pulmonar� (Muramatsu� .,� 1999,� Soma� .,� 1999).� Estudos� recentes� sugerem� a�

participação� do� peptídeo� natriurético� atrial� (PNA)� na� regulação� da� pressão� arterial�

pulmonar�e�no�remodelamento�vascular�pulmonar�em�resposta�ao�stress�por�hipóxia�(Chen�

.,� 2006).� Estudos� em� cães� expostos� a� diferentes� níveis� de� altitude� mostraram� que�
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altitudes�elevadas�resultam�na�diminuição�da�oferta�de�oxigênio,� levando�a�um�quadro�de�

hipóxia�e�conseqüentemente�à�hipertensão�pulmonar�(Glaus� .,�2003).�

Evidências� experimentais� sugerem� que� curtos� períodos� de� hipóxia� na� fase� fetal�

podem�resultar�em�alterações�estruturais�vasculares�pulmonares,�aumento�da�espessura�da�

parede� das� arteríolas� pulmonares� bem� como� da� musculatura� dos� vasos� periféricos� em�

decorrência�do� atrial�e�ductal,� levando�à� redução�do� fluxo�pulmonar,� acentuando�a�

hipoxemia� (Dick� .,� 1981).� Por� outro� lado,� distúrbios� pós$natais� como� hemorragia,�

hipoglicemia,� aspiração,� hipóxia,� podem� resultar� em� deficiência� da� dilatação� de� vasos�

pulmonares,�bem�como�em�disfunção�ventricular�esquerda,�contribuindo�para�o�quadro�de�

hipertensão�pulmonar�persistente�do�recém$nascido�(Rabinovitch,�2001).��

�

� 1.7		 Intervenções	terapêuticas	

	

O�tratamento�eficaz�da�hipertensão�pulmonar�depende�de�um�diagnóstico�correto�e�

definitivo,�sendo�o�cateterismo�indicado�para�determinar�o�diagnóstico�e�prognóstico�desta�

patologia�(Barst� .,�2004;�McGoon� �2004).�A�sobrevida�média�dos�pacientes�com�

hipertensão�pulmonar�é�de�aproximadamente�2,8�a�5�anos�(D’Alonso� �1991).��

Alguns� medicamentos� têm� se� mostrado� eficazes� no� tratamento� da� hipertensão�

pulmonar,�como�a�prostaciclina,�antagonistas�do�receptor�da�endotelina$1�(ET$1),�inibidores�

da� fosfodiesterase$5� (PDE$5),� NO� inalatório,� drogas� doadoras� de� NO,� bloqueadores� de�

canais� de� cálcio,� diuréticos� de� alça,� glicosídeos� cardíacos� e� anticoagulantes.� A�

suplementação� com� oxigênio� também� é� utilizada,� produzindo�melhora� do� quadro� clínico�

(Rich� .,�1992;�Frank� .,�1997;�Rick� �1998;�Roberts� .,�2001;�Lee�&�Rubin,�
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2005).�O�desenho�de�novas�drogas�tem�se�centrado�nas�principais�vias�de�sinalização�cujas�

alterações�podem�resultar�em�hipertensão�pulmonar;�estes�são�representados�pela�ET$1,�NO�

e�metabolismo�do�ácido�araquidônico,�destacados�na�figura�1.��

�

�

�

�
	

Figura	1	Vias	importantes	na	terapêutica	da	hipertensão	pulmonar.�Os�sinais�positivos�

denotam� um� aumento� na� concentração� intracelular;� sinais� negativos,� bloqueio� de� um�

receptor,� inibição� de� enzima,� ou� diminuição� da� concentração� intracelular� (Lee�&�Rubin,�

2005).��

�

PDE$5�
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1.7.1�Antagonistas�do�receptor�de�endotelina$1�
�

�

A� endotelina$1� (ET$1)� é� um� potente� peptídeo� vasoconstritor� (Yanagisawa� .,�

1988),� que� atua� principalmente� em� dois� tipos� de� receptores,� ETA� e� ETB,� os� quais� estão�

distribuídos�nos�vários�tecidos�do�organismo�(Arai� �1990;�Takai� �1992).�A�ET$1�

é� formada� a� partir� da� preproendotelina� (ppET$1),� que� é� clivada� por� uma� endopeptidase�

originando� a� pró$endotelina.� A� ET$1� origina$se� de� uma� clivagem� proteolítica� da� pró$

endotelina�pela�enzima�conversora�de�endotelina�(ECE)�(Yanagisawa� .,�1988).�

� O� efeito� vasoconstritor� da� ET$1� é� mediado� por� ativação� de� canais� de� cálcio� e�

ativação�de� fosfolipase�C,�os� receptores� são� acoplados� à�proteína�G� (Murali,� 2006;�Rich,�

2006).�O�efeito�vasodilatador�deste�peptídeo�parece�ser�devido�à�liberação�de�prostanóides,�

principalmente�prostaciclina�(PGI2)�e�prostaglandina�E2�(PGE2),�por�ação�da�fosfolipase�A2,�

e� liberação� do�NO�pelas� células� endoteliais� (Rich,� 2006).�A� atividade� vasoconstritora� da�

ET$1�é�mediada�pela�ativação� tanto�dos�receptores�ETA�como�do�ETB.�Assim,�acredita$se�

que�os�efeitos�vasoconstritores�da�ET$1�sejam�modulados�pela� liberação�concomitante�de�

NO,�PGI2�e�PGE2�que�reduziriam�a�amplitude�e�a�duração�das�respostas�vasoconstritoras,�

tanto� �como� �(De�Nucci� .,�1988;�Rae� .,�1989;�Warner� .,�1989a;�

Withrington� .,� 1989;� Grassi$Kassisse� .,� 1995;� Faro� .,� 1995).� O� efeito�

vasodilatador�é�mediado�pela�ativação�de�receptores�ETB.��

Em�pulmões,�a�ET$1�é�expressa�abundantemente,�sugerindo�que�a�mesma�possa�ter�

um� importante� papel� na� regulação� do� � vascular� pulmonar� e� no� remodelamento�

vascular�pulmonar,�processos�importantes�na�patogenia�da�hipertensão�pulmonar�(Hemsém,�

1991;� Marciniak� � 1992;� Lee� &� Rubin,� 2005).� Níveis� plasmáticos� elevados� de�

endotelina� em�pacientes� adultos� e� crianças� com�hipertensão� pulmonar� têm� sido� relatados�
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em� vários� estudos,� sendo� os�mesmos,�muitas� vezes,� correlacionados� com� a� severidade� e�

prognóstico�da�doença�(Stewart� �1991;�Cody� �1992;�Goldie� �1996;�Franco$

Cereceda� �1999).��

Em� estudos� experimentais,� antagonistas� seletivos� e� não� seletivos� de� ET$1,�

atenuaram� a� hipertensão� pulmonar� induzida� por� � cardiopulmonar,� hipóxia,�

monocrotalina� e� pelo� complexo� heparina$protamina� (Chen� � 1995;� Bialecki� �

1998;�Holm� � 1998;�Carteaux� � 1999;�Underwood� � 1999;�Nguyen� �

2000;� Freitas� � 2004).� Estes� antagonistas� também� foram� capazes� de� reduzir� a�

hipertensão�pulmonar�persistente�do�recém$nascido�(Ivy� �1997).�Mais�recentemente,�o�

bosentan�(antagonista�não�seletivo�da�ET$1),�administrado�por�via�oral,�mostrou$se�eficaz�

no� tratamento� da� hipertensão� pulmonar� em� humanos;� porém,� causou� acúmulo� de�

transaminases�anormais�associadas�a�lesões�hepáticas,�bem�como�cefaléia�e�diminuição�na�

concentração�da�hemoglobina�(Humbert� �2005;�Lee�&�Rubin,�2005).�

�

1.7.2�Óxido�nítrico�inalatório�

�

No�pulmão�normal,�o�endotélio�vascular�das�vias�aéreas�produz�o�NO�que�por�sua�

vez�regula�a�perfusão�vascular�e�a�ventilação�alveolar.�Entretanto,�na�hipertensão�pulmonar,�

a� produção� de� NO� é� prejudicada,� provavelmente� porque� vasoconstritores,� tais� como� o�

tromboxano�A2�e�a�ET$1,�são�liberados�em�excesso,�mascarando�o�efeito�do�NO�(Farber�&�

Loscalzo,�2004;�Machado� .,�2004;�Evgenov� .,�2006).�Dessa� forma,�o�uso�de�NO�

inalatório� pode� ter� grande� valor� terapêutico.� O� NO� inalatório� reduziu� a� hipertensão�

pulmonar� induzida� pela� monocrotalina� em� ratos� neonatos� (Roberts� .,� 2000)� e� pelo�

complexo� heparina$protamina� em� cães� anestesiados� (Freitas� � 2004).� Em� humanos�
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(adultos�e�crianças)�com�doenças�pulmonares�crônicas�ou�cardíacas,�decorrentes�de�troca�de�

valva�mitral,�hipertensão�pulmonar�idiopática�e�doença�pulmonar�obstrutiva�crônica,�o�NO�

inalatório� reduziu� a� resistência� vascular� pulmonar,� sem� afetar� a� resistência� vascular�

sistêmica�(Doyle,�1981;�Pepke$Zaba� 1991;�Adatia� �1993;�Fratacci� .,�1992).�

O� NO� inalado� parece� também� melhorar� a� hipertensão� pulmonar� persistente� do� recém�

nascido,�podendo� ser� eficaz� em�pacientes� prematuros� com�SDRA,�doenças�pulmonares� e�

cardiopatias�com�repercussão�pulmonar�(Weinberger� .,�2001).�

As�limitações�de�NO�inalado�como�terapia�crônica�para�o�tratamento�da�hipertensão�

pulmonar� incluem� a� duração� curta� da� vasodilatação� pulmonar,� possível� formação� de�

dióxido� de� nitrogênio� (potente� irritante� pulmonar)� e� de� peroxinitrito� (um� oxidante�

citotóxico).�Incluem�ainda�a�inativação�rápida�na�circulação�pela�hemoglobina,�a�produção�

de�metahemoglobinemia�e,�possivelmente,�a�indução�de�vasodilatação�extra$pulmonar,�sem�

contar� que� nem� todos� os� pacientes� com�hipertensão� pulmonar� respondem�ao�NO� inalado�

(Weinberger� �2001;�Ichinose� .,�2004;�Evgenov� .,�2006).��

�

1.7.3�Prostaciclina�

�

O� tratamento� de� pacientes� hipertensos� pulmonares� com� prostaciclina� melhorou� a�

capacidade�física,�a�hemodinâmica�e�a�sobrevida�dos�pacientes�(Rubin� �1990;�Barts�

� 1996;� Barst,� 1998;� Sanchez� � 1999;� Badesch� � 2000).� Por� outro� lado,� a�

prostaciclina�apresentou�desvantagens,�como�o�tempo�de�meia$vida�curto,�a��necessidade�de�

se�fazer� infusão�contínua�e�custo�elevado�(Jeffery�&�Wanstall,�2001).�Outras�formulações�

de� prostaciclina� para� tratamento� da� hipertensão� pulmonar� incluem� o� epoprostenol,�

treprostinil,�iloprost�inalatório�e�beraprost.�
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O� epoprostenol� é� um� potente� vasodilatador� de� ação� rápida.� Tem� se� mostrado�

benéfico� no� tratamento� da� hipertensão� pulmonar� idiopática� e� na� hipertensão� pulmonar�

associada� à� escleroderma,� ao� lupus� eritematoso� sistêmico,� à� infecção� por� HIV,� na�

hipertensão�portopulmonar� e� síndrome�de�Eisenmenger� (McLaughlin� � 2002;�Lee�&�

Rubin,� 2005).� Este� medicamento� requer� uma� bomba� portátil� de� infusão� para� a�

administração�contínua�endovenosa,�devida�à�curta�meia$vida�(<5�min)�e�do�pH�elevado�do�

diluente.�Além�disso,�possui�estabilidade�química�apenas� em�baixas� temperaturas� (Lee�&�

Rubin,�2005).�

O� treprostinil� é� um� análogo� estável� da� prostaciclina� com� meia$vida� de� 55$117�

minutos,�podendo�ser�administrado�subcutaneamente�à� temperatura�ambiente� (Olschewski�

� 2004;� Lee� &� Rubin,� 2005).� Estudos�mostraram�melhora� na� hipertensão� pulmonar�

idiopática� ou� associada� à� doença� do� tecido� conjuntivo,� no� � pulmonar� congênito�

sistêmico,�nos�parâmetros�hemodinâmicos�e�na�dispnéia� (Barst� �1996;�Sitbon� �

2002;�Lee�&�Rubin,�2005).��

O� iloprost� inalatório� é� estável� à� temperatura� ambiente� e� tem� meia$vida� de�

aproximadamente�30�minutos�(Krause�&�Krais,�1986,�Grant�&�Goa,�1992;�Olschewski�

,� 2003).� Este� fármaco� produz� vasodilatação� seletiva� na� circulação� pulmonar,�

minimizando� os� efeitos� sistêmicos� associados� aos� prostanóides� endovenosos.� Entretanto,�

requer�administração�de�6�a�9�vezes�ao�dia,�entre�5�e�10�minutos�usando$se�um�nebulizador�

(Lee�&�Rubin�2005).�

O�beraprost,�um�análogo�oral�ativo�da�prostaciclina,�mostrou$se�eficaz�nos�sintomas�

da�hipertensão�pulmonar;�porém,�atualmente�o�beraprost�é�aprovado�para�o�uso�somente�no�

Japão�(Galie� �2002;�Badesch� �2004).�

�
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�
1.7.4�Bloqueadores�de�canais�de�cálcio�

Os�bloqueadores�de�canais�de�cálcio� (nifedipina,�nitrendipina�e�amlodipina)� foram�

capazes� de� reduzir� a� pressão� arterial� pulmonar� em� roedores� e� humanos� (Michael� �

1986;� Takahashi� � 1996;� Jeffery�&�Wanstall,� 2001).� Em� humanos,� o� tratamento� da�

hipertensão�pulmonar�com�bloqueadores�de�canais�de�cálcio�é�reservado�aos�pacientes�com�

redução� significativa� na� hemodinâmica� da� hipertensão� pulmonar� durante� o� teste� de�

vasoreatividade� aguda.� Este� teste� é� definido� atualmente� como� uma� redução� na� pressão�

média� da� artéria� pulmonar� >� 10�mmHg� a� um� nível� que� seja� <� 40�mmHg,� com� o� débito�

cardíaco� normal,� usando� vasodilatadores� de� ação� rápida� como� o� epoprostenol,� NO�

inalatório,�iloprost�ou�adenosina�(Barst� .,�2004;�Galie� �2004;�Lee�&�Rubin,�2005).�

�

1.7.5�Inibidores�da�fosfodiesterase$5

�

A� inibição� da� fosfodiesterase$5� provoca� vasodilatação� pulmonar,� mediada� pelo�

aumento� nos� níveis� de�GMPc� nas� células� s� do�músculo� vascular� pulmonar.�O� sildenafil,�

inibidor�da�fosfodiesterase$5,�produz�vasodilatação�pulmonar�em�modelos�experimentais�de�

hipertensão� pulmonar,� assim� como� em� pacientes� com� hipertensão� pulmonar� crônica�

(Chockalingam� .,�2005;�Michelakis� ,�2002;�Stocker� .,�2003;�Evgenov� .,�

2006).� Entretanto,� uma� proporção� significativa� de� pacientes� com� hipertensão� pulmonar�

crônica�não�responde�à�terapia�com�sildenafil,�indicando�que�nestes�indivíduos�a�produção�

endógena�de�NO�está�reduzida�de�tal�maneira�que�a�inibição�da�degradação�do�GMPc�não�

repercute� em� nenhum� efeito� benéfico� (Chockalingam� ,� 2005).� Os� efeitos� colaterais�
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relatados� foram:� cefaléia,� dispepsia,� congestão� do� sinus� e� dor� lombar,� sendo� o� mesmo�

contra$indicado� em� pacientes� que� fazem� uso� de� medicamento� à� base� de� nitrato� por�

potencializar�os�efeitos�hipotensivos�(Lee�&�Rubin�2005).��
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1.8	Moléculas	experimentais	

�

1.8.1�Mecanismo�de�vasodilatação�mediado�pela�guanilil�ciclase�solúvel�

�

A�guanilil� ciclase� solúvel�é�uma�enzima�presente�no�citoplasma�de�quase� todas�as�

células� de� mamíferos,� e� está� envolvida� em� várias� funções� fisiológicas� importantes,� tais�

como�inibição�da�função�plaquetária,�relaxamento�de�músculo�liso,�transdução�de�sinais�em�

neurônios�e�imunomodulação�(Collier�&�Vallance,�1989;�Hobbs,�1997).��

A� guanilil� ciclase� solúvel� é� um�

heterodímero� composto� de� subunidades�α� e�β,�

sendo�que�cada�subunidade�contém�um�domínio�

regulatório�N$terminal�(grupo�prostético�heme�e�

região�de�dimerização)�e�um�domínio�catalítico�

C$terminal� (figura� 2).� A� expressão� das� duas�

subunidades� é� necessária� para� atividade�

catalítica� (Harteneck� .,� 1990;� Buechler�

.,�1991).�

A� presença� do� grupo� prostético� heme� é�

necessária� para� ativação� da� enzima� pelo� NO�

(Gerzer� .,� 1982;� Ignarro� .,� 1982;�

Ohlstein� .,� 1982).� O� grupo� heme� possui�

ferro�na�forma�de�Fe2+�(forma�reduzida)�ou�Fe3+�

(forma� oxidada)� (Stone� &� Marletta,� 1998).� O�

Figura	 2: Estrutura� da� guanilil�
ciclase� solúvel� e� sua� ativação� pelo�
NO.�Subunidades α e�����β

(Lucas� 2000).

Guanilil	ciclase	solúvel

Figura	 2: Estrutura� da� guanilil�
ciclase� solúvel� e� sua� ativação� pelo�
NO.�Subunidades α e�����β

(Lucas� 2000).

Guanilil	ciclase	solúvel
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NO�ativa�a�guanilil� ciclase� solúvel�por� ligar$se�diretamente�ao�grupo�heme� formando�um�

complexo�heme$ferrosonitrosil.�A�ligação�do�NO�promove�mudanças�conformacionais�que�

levam�à�ativação�da�guanilil�ciclase�solúvel�(Traylor�&�Sharma,�1992;�Lucas� .,�2000)�e,�

conseqüentemente,� à� elevação� nos� níveis� de� GMPc,� formado� a� partir� do� trifosfato� de�

guanosina� (GTP)� (Rapoport� &� Murad,� 1983;� Lucas� .,� 2000).� São� propostos� vários�

mecanismos�para�explicar�a�atividade�relaxante�resultante�do�aumento�nos�níveis�de�GMPc�

induzido� pelo� NO� (Waldman� &� Murad,� 1987;� Lucas� .,� 2000).� Estes� incluem:� (1)�

inibição� da� geração� de� inositol$1,4,5$trifosfato� (IP3);� (2)� aumento� do� seqüestro� de� cálcio�

citossólico;�(3)�desfosforilação�da�cadeia�leve�da�miosina;�(4)�inibição�do�influxo�de�cálcio;�

(5)� ativação�de�proteínas�quinases;� (6)� estimulação�da� cálcio$ATPase�de�membrana� e� (7)�

abertura�de�canais�de�K+.�Dados�experimentais�sugerem�que�a�ativação�farmacológica�direta�

da�guanilil�ciclase�solúvel�pode�representar�uma�alternativa�terapêutica�promissora.�

�

1.8.2�YC$1��

�

O�YC$1�([3$(5′$hidroximetil$2′furil)$1$benzil�indazol]�foi�descrito�como�um�ativador�

direto� da� guanilil� ciclase� solúvel� devido� à� sua� capacidade� de� se� acoplar� a� um� sítio�

regulatório� da� enzima� independente� do� NO� (Ko� .,	 1994;� Wu� .,� 1995;� Stone� e�

Marletta,�1998).�Este�composto�se�liga�à�guanilil�ciclase�solúvel�em�um�sítio�alostérico,�na�

subunidade�α1,�a�qual�contém�as�Cys238�e�Cys243.�Esta�região�regula�a�atividade�catalítica�e�

a� resposta� do� ligante� acoplado� ao� grupamento� heme� (Martin� .,� 2001;� Becker� .,�

2001;�Stasch� .,�2001),�e�tem�sua�atividade�intensificada�na�presença�do�NO�(Brioni�

.,� 2002).� Trabalhos� realizados� em� anéis� de� aorta� de� coelho� e� em� culturas� de� células�
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endoteliais� mostraram� que� o� YC$1� aumenta� o� acúmulo� de� GMPc,� sendo� este� efeito�

potencializado�pelo�NO�(Wohlfart� .,�1999).�Na�presença�de�inibidores�da�óxido�nítrico�

sintase� (NOS),� como�L$NAME,�o�efeito�do�YC$1�é�diminuído,� indicando�a�existência�de�

uma�ação�sinérgica�entre�o�YC$1�e�o�NO�endógeno�(Wohlfart� .,�1999).��

�

1.8.3�BAY�41$2272��

�

O�BAY�41$2272�(5$ciclopropil$

2$[1$(2$fluor$benzil)$1 $pirazol[3,� 4$

]piridin$3$il]$pirimidin$4$ilamina;�

figura�3)�e�seu�análogo,�BAY�41$8543,�

são� moléculas� com� características� e�

mecanismos�similares�ao�YC$1.�Foram�

descritos� como� ativadores� da� guanilil�

ciclase� solúvel,� porém,� muito� mais�

potentes� e� desprovidos� de� atividade�

inibitória�sobre�a�PDE$5�(Stasch� .,�2001;�2002a).�Experimentos� �mostraram�uma�

potente�ativação�da�guanilil�ciclase�solúvel�pelo�BAY�41$2272,�a�qual�é�potencializada�na�

presença�de�doador�de�NO�(Stasch� .,�2001).�Estudos�mostraram�que�o�BAY�41$2272�

não� ativa� enzimas� desprovidas� do� grupamento� heme,� indicando� que� este� composto�

provavelmente�ativa�a�guanilil�ciclase�solúvel�na�porção�amino�terminal�(onde�se�encontra�o�

grupamento�heme),�através�de�mecanismos�independentes�de�NO�(Stasch� .,�2001).�

Em� ratos� normotensos� e� hipertensos,� o� BAY� 41$2272� diminuiu� a� pressão� arterial�

sistêmica�e�prolongou�o�tempo�de�sangramento�(Stasch� .,�2001,�2002b;�Straub� .,�



� 72�

2002;� Boerrigter� .,� 2003).� Trabalhos� subseqüentes� mostraram� que� o� BAY� 41$2272�

induz�relaxamento�vascular�em�anéis�aórticos� �e�redução�da�pressão�arterial�em�ratos�

normotensos� e� hipertensos� Straub� .,� 2002).� Demonstrou$se� também� que� a�

vasodilatação�induzida�por�este�composto�não�causa�tolerância�como�os�nitratos�orgânicos�

(Stasch� .,�2002b).�O�BAY�41$2272�aumentou�o�débito�cardíaco�e�preservou�a� função�

renal�em�modelo�de�insuficiência�cardíaca�congestiva�experimental�e�preveniu�a�hipertrofia�

cardíaca� e� a� fibrose� induzidas� pelo� bloqueio� crônico� de� NO� em� ratos� (Boerrigter� .,�

2003;�Zanfolin� �2006).�O�BAY�41$2272�também�induz�relaxamento� �de�aorta�

de�coelhos,�corpo�cavernoso�de�coelhos�e�humanos,�tecido�vaginal�e�clitorial�de�coelhas,�e�

promove�ereção�peniana�em�coelhos�(Baracat� .,�2003;�Kalsi� l.,�2003;�Cellek,�2003;�

Bischoff� .,�2003;�Priviero� .,�2005).�Adicionalmente,�demonstrou$se�que�o�BAY�41$

2272�interage�com�o�NO�endógeno�e�exógeno,�causando�potente�relaxamento�do�músculo�

anococcígeo�de�rato� Teixeira 2006a).��

Recentemente,�em�modelos�de�hipertensão�pulmonar�aguda� induzida�pelo�U46619�

(análogo� de� tromboxano)� em� caprinos,� demonstrou$se� que� a� infusão� do� BAY� 41$2272�

reduz�a�pressão�média�da�artéria�pulmonar�e�a�resistência�vascular�pulmonar,�e�aumenta�a�

produção� de�GMPc� (Evgenov� .,� 2004).� Entretanto,� doses�maiores� do�BAY� 41$2272�

elevaram� também� o� índice� cardíaco� e� causaram� vasodilatação� sistêmica.� A� inibição�

farmacológica� da�NOS� aboliu� os� efeitos� vasodilatadores� pulmonares,�mas� não� os� efeitos�

sistêmicos�do�BAY�41$2272.�Embora�o�BAY�41$2272�atue�independentemente�da�produção�

de� NO� endógeno� na� vasculatura� pulmonar,� o� NO� endógeno� parece� ser� requerido� para� a�

resposta� vasodilatadora� sistêmica.� Além� disso,� o� BAY� 41$2272� potencializou� a�

vasodilatação� induzida� pelo� NO� inalado� (Evgenov� .,� 2004).� Efeitos� hemodinâmicos�

semelhantes� foram� relatados� no� modelo� de� hipertensão� pulmonar� persistente� do� recém$
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nascido� em� caprinos.�Comparado� ao� sildenafil,� a� resposta� da� vasodilatação� pulmonar� em�

resposta� ao�BAY�41$2272� é�mais� prolongada� (Deruelle� .,� 2005a;b).� Além�disso,� em�

modelos�de�hipertensão�pulmonar�crônica�em�roedores,� trabalhos�recentes�mostram�que�o�

tratamento� com�BAY�41$2272� (ou�BAY�58$2667)� atenuou�marcantemente�o� aumento�na�

pressão�sistólica�ventricular�direita,�hipertrofia�ventricular�direita�e�remodelamento�vascular�

pulmonar�(Deruelle� .,�2006;�Dumitrascu� .,�2006).��

A�perspectiva�de�um�estimulador�da�guanilil�ciclase�solúvel�aumentar�a�eficácia�do�

NO� inalado,� em� pacientes� hipertensos� pulmonares� sugere� que� doses� menores� de� NO�

inalatório� possam� ser� usadas,� facilitando� terapias� crônicas� que� utilizam� este� tratamento�

(Evgenov� .,�2006).�Assim�esta�nova�classe�de�compostos�representada�pelo�BAY�41$

2272,� com� perfil� farmacológico� diferente� dos� clássicos� doadores� de� NO,� pode� fornecer�

meios�alternativos�de�tratamento�eficaz�para�pacientes�com�hipertensão�pulmonar.��
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1.9	Objetivos	

�

1.9.1� Objetivo�geral�

	

O�objetivo�geral�desse�estudo�foi�o�de�investigar�os�potenciais�efeitos�protetores�do�

BAY�41$2272�sobre�a�hipertensão�pulmonar�induzida�pelo�complexo�heparina$protamina�e�

hipóxia�em�cães�anestesiados.�

�

1.9.2� Objetivos�específicos�

�

Em� cães� anestesiados� submetidos� à� hipertensão� pulmonar� por� hipóxia� ou� pela�

formação�do�complexo�heparina$protamina,�nos�propusemos�a:��

1)� Investigar� os� efeitos� do� BAY� 41$2272� sobre� a� pressão� arterial� média� (PAM),�

pressão�média�da�artéria�pulmonar�(PMAP),�freqüência�cardíaca�(FC),�índice�cardíaco�(IC),�

pressão�capilar�pulmonar�(PcP),�índice�de�resistência�vascular�sistêmica�(IRVS)�e�índice�de�

resistência�vascular�pulmonar�(IRVP);�

2)�Investigar�os�efeitos�do�BAY�41$2272�sobre�a�pressão�de�saturação�de�oxigênio�

(SpO2);�

3)�Investigar�os�efeitos�do�BAY�41$2272�sobre�os�níveis�plasmáticos�de�GMPc.�

4)� Investigar� os� efeitos� do� BAY� 41$2272� no� tempo� de� tromboplastina� parcial�

ativado� (TTPA)� (no� caso� da� hipertensão� pulmonar� induzida� pelo� complexo� heparina$

protamina).	

�

�
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2.1	Animais	

�
� Foram�utilizados�cães�machos�beagles(n=12)�e�cães�sem�raça�definida�(SRD,�n=18),�

adultos,� pesando� de� 8� a� 15� Kg,� procedentes� do� canil� do� Centro� Multidisciplinar� para�

Investigação�Biológica� da�Universidade�Estadual� de�Campinas� (CEMIB$UNICAMP).�Os�

protocolos� experimentais� utilizados� neste� estudo� foram� aprovados� pelo� comitê� de� ética�

animal� (CEEA:� http://www.ib.unicamp.br/ceea)� do� Instituto� de� Biologia� da� UNICAMP,�

parecer�nº�595–1,�aprovado�em�03�de�outubro�de�2003�(em�anexo).�

�

2.2	Procedimento	experimental	

��
� Os�animais�foram�anestesiados�com�pentobarbital�sódico�(Hypnol®�30�mg/kg,�i.v.).�

Após� instalação� da� anestesia,� os� animais� foram� intubados� com� uma� cânula� endotraqueal�

(7.5� ou� 8.0,� Rüsch,� Alemanha)� e� artificialmente� ventilados� através� de� um� respirador�

volumétrico� Newport� (modelo� E� 100i,� Harvard� Apparatus,� Holliston,� MA,� EUA).� A�

anestesia� foi� mantida� combinando$se� citrato� de� fentanila� (Fentanil®,� 0.01� mg/kg/h)� e�

diazepam� (Compaz®,� 0.25� mg/kg/h).� A� freqüência� respiratória� e� o� volume� inspiratório�

foram�mantidos�em�20�bpm�e�13�ml/kg�do�peso�do�animal,�respectivamente.�Um�oxímetro�

de�pulso�foi�conectado�para�mensuração�da�pressão�de�saturação�de�oxigênio�(SpO2)�através�

de� um� sensor� transcutâneo� acoplado� na� língua� do� animal� (EMAI� Model,� OX$P$10,�

Transmai,�São�Paulo,�SP,�Brasil).�

� A� artéria� femoral� esquerda� foi� canulada� a� fim� de� se� registrar� a� pressão� arterial�

sistêmica,� através� de� transdutor� de� pressão� (MX$860,� Medex,� Columbus,� OH,� EUA).� A�

veia�femoral�esquerda�foi�canulada�para�a�administração�e�infusão�de�drogas.��
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Através� da� veia� femoral�

direita,�introduziu$se�catéter�de�Swan$

Ganz� 7F� (Edwards� Laboratories,�

Santa�Ana,�CA,�EUA;�figura�4)�o�qual�

foi�locado�na�artéria�pulmonar�(figura�

5).�O�termístor�foi�conectado�ao�cabo�

do� debitômetro.� Os� encaixes� dos�

lúmens� proximal� e� distal� foram�

conectados� a� transdutores� de� pressão�

(MX$860,�Medex,�EUA)�onde�permitiu$se�o�registro�da�pressão�da�artéria�pulmonar�e�da�

pressão�de�átrio�direito,�respectivamente.��

O�catéter�de�Swan$Ganz�permitiu�ainda�a�obtenção�do�débito�cardíaco�pela�técnica�

de� termodiluição.� Inicialmente� descrita� por� Ganz�

� (1971),�esta� técnica� consiste�na� injeção� rápida�de�

10�ml�de�soro�fisiológico�frio�(entre�0�e�25ºC)�através�

do� lúmen� proximal� do� catéter� de� Swan$Ganz.� O�

método�mede�a�mudança�de� temperatura�da� solução�

injetada� à� medida� em� que� a� coluna� de� líquido� se�

desloca� pelo� sangue� (figura� 6),� fornecendo� em�

instantes�o�débito�cardíaco�do�animal�em� litros/min.�

O� débito� cardíaco,� foi� realizado,� no� mínimo,� em�

duplicata.�A�freqüência�cardíaca�foi�calculada�através�

de� eletrocardiograma� de� superfície� (derivação� I).�
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Todos�os�catéteres�foram�preenchidos�com�salina�heparinizada�(10�UI/ml)�a�fim�de�se�evitar�

a�formação�de�coágulos.��

Os� parâmetros� hemodinâmicos� foram� visualizados� continuamente� em� uma� tela,�

utilizando$se�monitor�multiprogramável�(SDM�2000,�Dixtal,�São�Paulo,�SP,�Brasil).��

�

Figura	6:�Determinação�do�débito�cardíaco�pela�técnica�de�termodiluição.�As�alterações�na�

temperatura� da� solução� injetada� são� captadas� pelo� termístor� localizado� a� 4� cm� da�

extremidade�do�catéter.�

�
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2.3	Obtenção	dos	parâmetros	hemodinâmicos	

�

	 Os� parâmetros� hemodinâmicos� medidos� foram:� pressão� arterial� média� (PAM),�

pressão� média� da� artéria� pulmonar� (PMAP),� pressão� de� átrio� direito� (PAD),� freqüência�

cardíaca� (FC)� e� débito� cardíaco� (DC).� A� pressão� capilar� pulmonar� (PcP)� foi�mensurada�

insuflando$se�o�balão�que�se�encontra�na�extremidade�do�catéter�de�Swan�Ganz.�

A�partir�destes�dados,�os�valores�de�outras�variáveis�hemodinâmicas�foram�obtidos�

indiretamente,� tais� como� resistência� vascular� sistêmica� (RVS)� e� resistência� vascular�

pulmonar�(RVP),�cujas�fórmulas�são�as�seguintes:�

RVS�=�PAM�–�PAD�x�80�
� ��������DC�
�
RVP�=�PMAP�–�PcP�x�80�
� ��������DC�
�

Para� as� resistências� vasculares,� 80� é� o� fator� que� transforma� a� unidade� de� resistência� de�

mmHg/l/min�para�D.s/cm5.�

No� entanto,� considerando$se� a� variação� do� peso� dos� animais� (mínimo� de� 8.0� e�

máximo� de� 15.0� Kg),� optamos� por� expressar� os� resultados� de� DC,� RVS� e� RVP� como�

índices,�os�quais�estão�corrigidos�pela�área�de�superfície�corporal�(distância�naso$anal�e�o�

peso� dos� animais).� Desta� forma,� o� DC� foi� expresso� como� índice� cardíaco� (IC),� e� as�

resistências� vasculares� como� índice� de� resistência� vascular� sistêmica� (IRVS)� e� índice� de�

resistência� vascular� pulmonar� (IRVP).� As� fórmulas� utilizadas� para� os� cálculos� são� as�

seguintes:�

IC�=�DC� � IRVS�=�RVS�x�ASC� � � IRVP�=�RVP�x�ASC�
��������ASC�
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2.4�Protocolos	experimentais	

�

2.4.1	 Indução� de� hipertensão� pulmonar� pela� reversão� do� efeito�

anticoagulante�da�heparina�pela�protamina	

	

� Após� um� período� de� repouso� do� animal� (30� min),� avaliamos� os� parâmetros�

hemodinâmicos�no�tempo�zero,�5,�10�e�15�min.�Em�seguida,�administramos�500�UI/kg�de�

heparina�por�via� intravenosa�sob�a� forma�de� .�Os�parâmetros�hemodinâmicos� foram�

novamente� avaliados� aos� 1,� 2� e� 3�min� após� a� injeção� da� heparina.�No� 3º�minuto� após� a�

injeção�da�heparina,�administramos� intravenosamente�10�mg/kg�de�protamina� ( ).�Os�

parâmetros�hemodinâmicos�passaram�a�ser�reavaliados�a�cada�minuto�durante�os�primeiros�

5�minutos,�e�aos�10�e�15�minutos�após�a�injeção�da�protamina.�Visto�que�o�BAY�41$2272�é�

dissolvido�em�DMSO�30%�(0.1�ml/kg/min),� todo�este�procedimento�foi� realizado�durante�

infusão�deste�veículo;�esta�infusão�iniciou�10�min�antes�da�injeção�de�heparina,�mantendo$

se� a�mesma�até�os�15�min� após� a� administração�de�protamina.�Neste�grupo� (chamado�de�

controle)�foi�utilizado�um� �de�8�animais.�Um�grupo�adicional�de�3�cães�recebeu�apenas�a�

infusão�deste�veículo,�na�ausência�de�injeção�de�heparina$protamina.�No�grupo�de�cães�que�

recebeu� o� BAY� 41$2272,� a� droga� (dissolvida� em� DMSO� 30%),� foi� infundida� na�

concentração�de�10�\g/kg/min.�A� infusão� iniciou$se�10�min�antes�da� injeção�da�heparina,�

mantendo$se� até� os� 15� min� após� a� administração� da� protamina.� Os� parâmetros�

hemodinâmicos�foram�mensurados�nos�mesmos�tempos�do�grupo�controle.�Neste�grupo�foi�

utilizado�um� �de�8�animais.�
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� � 2.4.2�Indução�de�hipertensão�pulmonar�por�hipóxia�

�

	 Após� estabilização� da� hemodinâmica� dos� cães� com� ar� ambiente� (FiO2=21%),�

avaliamos�os�parâmetros�hemodinâmicos�nos�tempo�zero,�5,�10�e�15�min.�Após�15�min,�os�

animais� foram� submetidos� a� uma� baixa� tensão� de� oxigênio� (FiO2=12%).� Os� parâmetros�

hemodinâmicos�foram�avaliados�nos�tempos�de�1,�5,�10�e�15�minutos�após�a�instalação�da�

hipóxia.� Em� seguida,� os� animais� foram� submetidos� à� normóxia� (ar� ambiente)� e� os�

parâmetros�hemodinâmicos� foram�novamente�avaliados�nos� tempos�de�1,�5,�10�e�15�min.�

Este�método� foi� associado� à� análise� da� oximetria� de� pulso� arterial� para� confirmação� da�

hipoxemia.� Visto� que� o� BAY� 41$2272� é� dissolvido� em� DMSO� 30%,� todo� este�

procedimento� foi� realizado� durante� infusão� deste� veículo;� esta� infusão� iniciou$se� 10�min�

antes�da�instalação�da�hipóxia,�mantendo$se�a�mesma�até�os�15�min�após�normóxia.�Neste�

grupo�(chamado�de�controle)�foi�utilizado�um� �de�6�animais.�Um�grupo�adicional�de�3�cães�

recebeu�apenas�a�infusão�deste�veículo,�na�ausência�da�instalação�da�hipóxia.�No�grupo�de�

cães�que�recebeu�o�BAY�41$2272,�a�droga�foi�infundida�na�concentração�de�10�\g/kg/min,�

cujo� início� da� infusão� se� deu� aos� 10�min� antes� da� instalação� da� hipóxia,�mantendo$se� a�

mesma� até� os� 15� min� após� a� reinstalação� da� normóxia.� Os� parâmetros� hemodinâmicos�

foram�mensurados�nos�mesmos�tempos�do�grupo�controle.�Neste�grupo�foi�utilizado�um� �

de�5�animais.�

�

2.4.3�Determinação�da�concentração�plasmática�de�GMPc�

	

� Amostras� de� sangue� (3� ml)� foram� coletadas� da� veia� femural� em� seringas�

heparinizadas.� Imediatamente�após�a�coleta,�as�amostras� foram�colocadas�em�presença�de�
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0,1�mM�de�3$isobutil$1$metilxantina�(IBMX).�No�grupo�de�hipertensão�pulmonar�induzido�

pela� heparina$protamina,� as� amostras� de� sangue� venoso� foram� coletadas� nos� seguintes�

períodos:�(1)�antes�da�administração�da�heparina,�(2)�2�min�após�a�injeção�da�protamina�e�

(3)�15�min�após�a�injeção�de�protamina.�No�modelo�de�hipertensão�pulmonar�induzida�por�

hipóxia,�as�amostras�de�sangue�foram�coletadas�nos�seguintes�períodos:�(1)�antes�da�infusão�

do�BAY�41$2272,� (2)� 5�min� após� a� instalação� da� hipóxia� e� (3)� 15�min�da� normóxia.�As�

amostras� de� sangue� foram� centrifugadas� à� 3.000� rpm� por� 10�minutos� e� congeladas� para�

medida� da� concentração� plasmática� de�GMPc� por� técnica� de� imunoensaio� enzimático.�A�

preparação� das� amostras� e� dos� padrões,� bem� como� a� incubação� com� o� anticorpo� foram�

seguidas� de� acordo� com�os� procedimentos� descritos� no� kit� comercial� (Cayman�Chemical�

Cyclic�GMP�EIA�kit,�Ann�Arbor,�MI,�EUA).�Os�ensaios�foram�feitos�em�duplicatas.�

� 	

2.4.4�Determinação�da�concentração�plasmática�do�tempo�de�trombroplastina�

parcial�ativado�

	

� Amostras�de�sangue�foram�coletadas�da�veia�femoral�de�cães�em�tubos�de�vacutainer�

citratados� (0,5� ml� de� citrato� de� sódio� para� 4,5� ml� de� sangue� total).� Em� seguida,� foram�

centrifugadas�a�3000�rpm�durante�15�minutos�para�obtenção�do�plasma�pobre�em�plaquetas�

(PPP).�O�plasma�foi�separado�e�utilizado�para�a�análise�do�tempo�de�tromboplastina�parcial�

ativado� (TTPA).� O� TTPA� consiste� na� determinação� do� tempo� de� coagulação� do� PPP�

citratado,�após�adição�de�um�ativador�da�fase�de�contato�da�coagulação,�a�cefalina�(plasma�

ativado),� que� substitui� o� fosfolipídio� da� membrana� plaquetária.� O� cálcio� é� adicionado� e�

reverte� a� ação� do� citrato.�As� amostras� de�PPP� foram� incubadas� em�banho�maria� a� 37ºC.�

Alíquotas�de�100�\l�das�amostras�de�PPP�foram�separadas�em�tubos�de�ensaio�apropriados�e�
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incubadas� a� 37ºC� com�o� ativador� (cefalina)� por� um� tempo�de� 3�min.�Após� este� período,�

adiciona$se� imediatamente� o� cálcio� e� é� acionado� simultaneamente� o� cronômetro,�

homogeneizando�as� amostras�até�a� formação�do�coágulo.�As�amostras� foram� testadas�em�

triplicatas�e�os�valores�foram�expressos�em�segundos.�

	

2.5	Análise	estatística	

�

� Os�dados�estão�expressos�como�médias�±� erro�padrão�das�medias� (E.P.M.)�para�

experimentos.�Foi�empregado�análise�de�variância� (ANOVA)�seguida�de� teste�de�Dunnett�

(comparação� com� o� basal)� e� Turkey� (comparação� entre� grupos).� As� análises� foram�

realizadas� utilizando$se� o� software� Graphpad� Instat� versão� 3.00,� US� 1990.� Valores� de�

p<0,05�foram�considerados�significantes.

�

�

�

�
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3.1.	 Alterações	 hemodinâmicas	 induzidas	 pelo	 complexo	 heparina�

protamina	

	

� Os�valores�hemodinâmicos�basais�da�pressão�média�da�artéria�pulmonar�(PMAP),�do�

índice�de�resistência�vascular�pulmonar�(IRVP),�da�pressão�arterial�média�(PAM),�do�índice�

de�resistência�vascular�sistêmica�(IRVS),�da�freqüência�cardíaca�(FC)�e�do�índice�cardíaco�

(IC)�foram,�respectivamente,�8,6�±�1,0�mmHg;�253,7�±�49,3�D.s/cm5/m2;�91,4�±�8,5�mmHg;�

2824,4�±�320,3�D.s/cm5/m2;�114,4�±�7,6�bpm;�2,7�±�0,3�l/min/m2�(figura�7).��

A�injeção�intravenosa�de�heparina�(Hep;�500�UI/kg,� )�não�modificou�de�modo�

significativo�estes�valores�basais�em�nenhum�dos�tempos�avaliados�(figura�7,�painéis�de�A�a�

F).�Entretanto,�a�administração�subseqüente�de�protamina�(Prot;�10�mg/kg,� ),�causou�

um� aumento� de� aproximadamente� 350%� da� PMAP,� acompanhada� por� um� aumento�

significativo�IRVP�(figura�7�A�e�B).�O�aumento�da�PMAP�e�do�IRVP�foi�significativo�nos�

tempos� de� 2,� 3,� 4� e� 5� e/ou� 10� min� após� a� administração� da� protamina.� Paralelamente,�

observamos� um� aumento� significativo� da� pressão� capilar� pulmonar,� medida� 2� min� após�

administração�da�protamina�(tabela�1).�Concomitante�à�hipertensão�pulmonar,�observamos�

uma� redução� significativa�da�PAM�aos�2,� 3,� 4� e�5�min� após� administração�da�protamina�

(figura� 7� C).� O� IRVS� não� sofreu� alterações� significativas� (figura� 7� D).� Além� disso,�

observamos� um� aumento� significativo� da� FC� aos� 2� minutos� após� a� administração� da�

protamina�(figura�7�E)�e�leve�tendência�a�diminuição�do�IC�(figura�7�F).�A�administração�do�

veículo� na� ausência� de� injeção� de� heparina$protamina,� não� alterou� significativamente�

nenhum�dos�parâmetros�hemodinâmicos�estudados�(figura�7�A$F).�
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Figura	7:	Alterações	hemodinâmicas	induzidas	pelo	complexo	heparina�protamina.�A)�

Pressão� média� da� artéria� pulmonar� (PMAP);	B)� índice� de� resistência� vascular� pulmonar�

(IRVP);	 C)� Pressão� arterial� média� (PAM);	 D)� Índice� de� resistência� vascular� sistêmica�

(IRVS);�E)�Freqüência�cardíaca�(FC);	F)�Índice�cardíaco�(IC);	Heparina�(Hep);�Protamina�

(Prot).�O�veículo�consistiu�de�infusão�de�30�%�de�DMSO.�Os�valores�estão�expressos�como�

média�±�E.P.M.�para�8�animais�no�grupo�controle�e�3�no�grupo�veículo.�*p<0,05,�**p<0,01�

em�relação�ao�basal.�

�



� 90�

Tabela	 1:	 Efeitos	 do	 BAY	 41�2272	 sobre	 a	 pressão	 capilar	 pulmonar	 nos	 cães	

submetidos	ao	complexo	heparina�protamina.�Os�valores�estão�expressos�como�média�±�

E.P.M.� para� 7� cães� no� grupo� controle� e� 5� no� grupo� tratado� com� BAY� 41$2272� (10�

\g/kg/min).� *p<0,05,� **p<0,01� em� relação� ao� basal;� #p<0,05� em� relação� ao� respectivo�

controle.�CHP,�complexo�heparina$protamina.�

�

	

	

	

�
�
�
�
�
�
�
�

	 �� �� ��

� �

�
Pressão�capilar�pulmonar�(mmHg)�

��
��
�

�
Controle� BAY�41$2272�

�

Basal� 3,3�±�0,9� 3,8�±�1,6��

Heparina� 2,8�±�0,8� 4,4�±�1,5��

CHP�(2�min)� 10,1�±�1,4�**� 7,6�±�2,8�*�#�

CHP�(15�min)� 5,1�±�1,2� 3,6�±�1,5�
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3.2	 Efeitos	 do	 BAY	 41�2272	 nas	 alterações	 hemodinâmicas	 decorrentes	 do	

complexo	heparina�protamina	

�

Nos� animais� tratados� com� BAY� 41$2272� (10� \g/Kg/min),� observamos� que� o�

aumento�da�PMAP�e�do�IRVP�decorrente�da�interação�heparina–protamina�foi�praticamente�

abolido�(Figura�8�A�e�B).�Do�mesmo�modo,�nestes�animais,�observamos�que�o�aumento�da�

pressão�capilar�pulmonar�foi�significativamente�atenuado�pelo�BAY�41$2272�(Tabela�1).��

Por� outro� lado,� é� interessante� notar� que� o� tratamento� com� BAY� 41$2272�

potencializou�a� redução�da�PAM�após�administração�de�protamina� (Figura�9�A).�O� IRVS�

não� apresentou� alterações� significativas� em� relação� ao� basal� em� nenhum� grupo,� mas�

podemos�observar�que�houve�uma�diminuição�significativa�no�IRVS�quando�comparamos�o�

grupo�BAY�41$2272�com�o�grupo�controle�(Figura�9�B).��

No� grupo� tratado� com�o�BAY�41$2272�notamos� um�aumento� significativo� da� FC�

antes� da� administração� da� heparina� (Figura� 10� A).� Entretanto,� o� aumento� da� FC� após� a�

administração�de�protamina�não�diferiu�entre�os�grupos� tratado�e�controle.�Em�relação�ao�

IC,�observamos�um�aumento� inicial� (antes�da�administração�da�heparina)�seguido�de�uma�

queda�significativa�após�a�administração�da�protamina�(Figura�10�B).��

�

�

�

�

�

�
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Figura	 8:	 Efeitos	 do	BAY	 41�2272	 sobre	 as	 alterações	 da	 pressão	média	 da	 artéria	

pulmonar	 (PMAP;	 painel	 A)	 e	 do	 índice	 de	 resistência	 vascular	 pulmonar	 (IRVP;	

painel	B)	decorrentes	 do	 complexo	 heparina�protamina.	A� administração� de� heparina�

(Hep;� 500� UI/kg)� foi� realizada� 3� minutos� antes� de� protamina� (Prot;� 10� mg/kg)� para� os�

grupos�Controle� (n=8)�e�BAY�41$2272�(10�\g/kg/min;�n=�8).�Os�valores�estão�expressos�

como�média�±�E.P.M.�para� �animais.�*p<0,05,�**p<0,01�em�relação�ao�basal;�###p<0,0001;�

##�p<0,001;�#�p<0,05�em�relação�ao�controle.�
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Figura	 9:	 Efeitos	 do	 BAY	 41�2272	 sobre	 as	 alterações	 da	 pressão	 arterial	 média	

(PAM;	painel	A)	e	índice	resistência	vascular	sistêmica	(IRVS;	painel	B)	decorrentes	

do	 complexo	 heparina�protamina.	A� administração� de� heparina� (Hep;� 500� UI/kg)� foi�

realizada�3�minutos�antes�de�protamina�(Prot;�10�mg/kg)�para�os�grupos�Controle�(n=8)�e�

BAY�41$2272�(10�\g/kg/min;�n=�8).�Os�valores�estão�expressos�como�média�±�E.P.M.�para�

�animais,�*p<0,05,�**p<0,01�em�relação�ao�basal;�#p<0,05�em�relação�ao�controle.�
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Fig.	 10:	 Efeitos	 do	 BAY	 41�2272	 sobre	 as	 alterações	 da	 freqüência	 cardíaca	 (FC;	

painel	 A)	 e	 índice	 cardíaco	 (IC;	 painel	 B)	 decorrentes	 do	 complexo	 heparina�

protamina.	A�administração�de�heparina�(Hep;�500�UI/kg)�foi�realizada�3�minutos�antes�de�

protamina�(Prot;�10�mg/kg)�para�os�grupos�Controle�(n=8)�e�BAY�41$2272�(10�\g/kg/min;�

n=� 8).� Os� valores� estão� expressos� como�média� ±� E.P.M.� para� � animais.� &,*p<0,05,� em�

relação�ao�basal;�#p<0,05�em�relação�ao�controle.�
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3.2.1	 Saturação	de	oxigênio	na	hipertensão	pulmonar	induzida	pelo	complexo	

heparina�protamina	

	

Na�hipertensão�pulmonar�induzida�pelo�complexo�heparina–protamina�observamos�

uma� diminuição� significativa� da� saturação� de� oxigênio,� a� qual� foi� atenuada�

significativamente�no�grupo�tratado�com�BAY�41$2272�(10�\g/kg/min)�(tabela�2).��

�

Tabela	 2:	 Efeitos	 do	 BAY	 41�2272	 sobre	 a	 saturação	 do	 oxigênio	 (SpO2)	 nos	 cães	

submetidos	ao	complexo	heparina�protamina.	Os�valores�estão�expressos�como�média�±�

E.P.M.� para� 7� cães� no� grupo� controle� e� 6� no� grupo� tratado� com� BAY� 41$2272� (10�

\g/kg/min�iv).�*p<0,05,�**p<0,001�em�relação�ao�basal;�#p<0,01,�em�relação�ao�respectivo�

controle.�CHP,�complexo�heparina$protamina.�

� �
�

SpO2�(mmHg)�

�� ��
�
Controle� BAY�41$2272�

�

Basal� � 88,8�±�1,2� 94,2�±�1,4��

Heparina� � 80,0�±�1,6� 93,5�±�2,2��

CHP�(2�min)� 72,7�±�1,4�**� 85,2�±�1,9�*�#�

CHP�(15�min)� 84,6�±�3,2� 89,0�±�2,1�
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3.2.2	 Níveis	Plasmáticos	de	GMPc	

	

� A�medida�dos�níveis�plasmáticos�de�GMPc�foi�realizada�aos�2�min�após�a�formação�

do�complexo�heparina$protamina� (pico�da�hipertensão�pulmonar).�Notamos�que�os�níveis�

deste� segundo� mensageiro� encontraram$se� significativamente� elevados� no� grupo� tratado�

com�o�BAY�41$2272�em�relação�ao�grupo�controle�e�valores�basais�(figura�11).�

	

�

�

	

Fig	 11:	 Efeitos	 do	 BAY	 41�2272	 sobre	 os	 níveis	 plasmáticos	 de	 GMPc	 em	 cães	

controles	e	tratados	com	BAY	41�2272.	Os�valores�estão�expressos�como�média�±�E.P.M.�

para�8�cães�no�grupo�controle�e�8�cães�no�grupo�tratado�com�BAY�41$2272�(10�\g/kg/min).�

Os�valores�basais�representam�os�níveis�de�GMPc�em�todos�os�animais,�antes�da�injeção�de�

heparina.�**p<0,01�em�relação�ao�basal.�
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3.2.3	Tempo	de	tromboplastina	parcial	ativado	

�

� Para�medida�do�TTPA,�amostras�de�plasma�foram�incubadas� �com�o�veículo�

do�BAY�41$2272� (DMSO�30%)�ou� com�o� próprio�BAY�41$2272� (10�\M).�Em� seguida,�

foram�incubados�com�heparina�(0,2�UI/ml)�seguido�ou�não�de�protamina�(300�\g/ml).�

� Nossos�resultados�mostraram�que�o�TTPA�encontrou$se�significativamente�elevado�

no�plasma�tratado�com�heparina,�retornando�aos�níveis�basais�após�a�adição�de�protamina,�

conforme�esperado.�No�plasma�tratado�com�BAY�41$2272,�o�tempo�de�TTPA�na�presença�

de�heparina$protamina�não�diferiu�do�grupo�veículo�(tabela�3).��

�

Tabela	3:	Tempo	de	Tromboplastina	Parcial	Ativado	(TTPA)	 �Os�valores�estão�

expressos�como�média�±�E.P.M.�***p<0.001�e�*p<�0.05�em�relação�ao�basal.	

�� �� �� ��

� � ��
�
TTPA�(seg)�

� � � �
Basal�(controle)� � � 14,0�±�0,01�

Heparina�(controle)� � 21,3�±�0,6�***�

Heparina�+�protamina�(controle)� 14,3�±�0,3�

Heparina�+�protamina�(veículo)� 17,3�±�0,2�*�

Heparina�+�protamina�(BAY�41$2272)� 16,0�±�0,6�*�

�
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3.3	Hipertensão	pulmonar	induzida	por	hipóxia	

	

Após� estabilização� dos� animais� com� ar� ambiente� (FiO2=21%),� os� mesmos� foram�

submetidos�a�baixa�tensão�de�oxigênio�(FiO2=12%).�Nesta�circunstância,�a�pressão�média�

da�artéria�pulmonar�elevou$se�em�aproximadamente�280%,�240%�e�225%�nos�tempos�de�5,�

10� e� 15� minutos,� respectivamente,� retornando� aos� níveis� basais� após� a� interrupção� da�

hipóxia� (no� início� da� normóxia).� A� administração� do� veículo� na� ausência� da� hipóxia�

(normóxia),� não� alterou� significativamente� estes� parâmetros� hemodinâmicos� estudados�

(figura�12).�

�

�

	

Figura	 12:	 Alterações	 da	 pressão	 média	 da	 artéria	 pulmonar	 (PMAP).� Após�

estabilização�com�ar�ambiente�(FiO2=21%),�os�animais�foram�submetidos�à�baixa�tensão�de�

oxigênio�(FiO2=12%),�hipóxia�(Hip);�normóxia�(Norm).�O�veículo�consistiu�de�infusão�de�

30�%�de�DMSO.�Os�valores�estão�expressos�como�média�±�E.P.M.�para�6�animais�no�grupo�

hipóxia�e�3�no�grupo�normóxia�*p<0,05�e�**p<0,01�em�relação�aos�valores�basais.�



� 99�

	

3.4	 Efeitos	 do	 BAY	 41�2272	 nas	 alterações	 hemodinâmicas	 decorrentes	 da	

hipóxia	

	

Nos� animais� tratados� com� BAY� 41$2272� (10� \g/kg/min),� observamos� que� o�

aumento�da�PMAP�e�do� IRVP�decorrente�da�hipóxia� foi� reduzido� significativamente,�em�

relação�ao�grupo�controle�(Figura�13).�O�aumento�da�PcP�foi�significativamente�atenuado�

no�grupo�tratado�com�BAY�41$2272�(Tabela�4).��

O� tratamento� com� BAY� 41$2272� não� interferiu� significativamente� na� PAM,� mas�

reduziu�significativamente�o�IRVS�quando�comparamos�com�o�grupo�controle�(Figura�14).�

Em�relação�à�FC�e�o�IC,�não�observamos�diferenças�significativas�entre�o�grupo�controle�e�

o�tratado�com�BAY�41$2272�(Figura�15).��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
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Figura	13:	Efeitos	do	BAY	41�2272	 sobre	as	alterações	da	pressão	média	da	artéria	

pulmonar	 (PMAP;	 painel	 A)	 e	 do	 índice	 de	 resistência	 vascular	 pulmonar	 (IRVP;	

painel	B)	 decorrentes	 de	 hipóxia.�Após� estabilização� com� ar� ambiente� (FiO2=21%),� os�

animais�foram�submetidos�à�baixa�tensão�de�oxigênio�(FiO2=12%)�para�os�grupos�hipóxia–

veículo,� (n=6)� e� BAY� 41$2272� (10� \g/kg/min,� n=5).� Os� valores� estão� expressos� como�

média�±�E.P.M..�**p<0,005�em�relação�ao�basal�e�#p<0,05�em�relação�ao�controle.��
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Figura	 14:	 Efeitos	 do	 BAY	 41�2272	 sobre	 as	 alterações	 da	 pressão	 arterial	 média	

(PAM;	painel	A)	e	índice	resistência	vascular	sistêmica	(IRVS;	painel	B)	decorrentes	

de	hipóxia.�Após�estabilização�com�ar�ambiente�(FiO2=21%),�os�animais�foram�submetidos�

à�baixa� tensão�de�oxigênio�(FiO2=12%)�para�os�grupos�hipóxia$veículo�(n=6)�e�BAY�41$

2272�(10�\g/kg/min,�n=5).�Os�valores�estão�expressos�como�média�±�E.P.M.�*p<0,05�em�

relação�ao�basal�e�##p<0,01;�#p<0,05�em�relação�ao�controle.��
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Figura	15:	Efeitos	do	BAY	41�2272	 sobre	as	alterações	da	 freqüência	 cardíaca	 (FC;	

painel	A)	 e	 índice	 cardíaco	 (IC;	painel	B)	decorrentes	de	hipóxia.�Após� estabilização�

com� ar� ambiente� (FiO2=21%),� os� animais� foram� submetidos� à� baixa� tensão� de� oxigênio�

(FiO2=12%)�para�os�grupos�hipóxia$veículo�(n=6)�e�BAY�41$2272�(10�\g/kg/min,�n=5).�Os�

valores�estão�expressos�como�média�±�E.P.M.��

�
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�

Tabela	 4:	 Efeitos	 do	 BAY	 41�2272	 sobre	 a	 pressão	 capilar	 pulmonar	 nos	 cães	

submetidos	à	hipóxia.�Os�valores� estão� expressos� como�média�±�E.P.M.�para� 6� cães�no�

grupo�hipóxia�e�5�no�grupo�tratado�com�BAY�41$2272�(10�\g/kg/min).�*p<0,05�em�relação�

ao�basal,�#p<0,05�em�relação�ao�respectivo�controle.��

	

	 �
	
																			Pressão�capilar�pulmonar�(mmHg)�
�

�� ��
�
Controle� BAY�41$2272�

�

Basal� 3,4�±�0,9� 2,4�±�0,7�

Hipóxia�� 9,4�±�1,8�*� 6,0�±�1,1�*�#�

Normóxia� 3,2�±�1,0� 3,0�±�0,9�

�

	

�

�

�

�

�

�
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3.4.1	Saturação	de	oxigênio	na	hipertensão	pulmonar	induzida	por	hipóxia	

�

Na� hipertensão� pulmonar� induzida� por� hipóxia� observamos� uma� diminuição�

significativa� da� saturação� de� oxigênio,� a� qual� foi� atenuada� significativamente� no� grupo�

tratado�com�BAY�41$2272�(10�\g/kg/min)�(tabela�5).��

�

Tabela	 5:	 Efeitos	 do	 BAY	 41�2272	 sobre	 a	 saturação	 do	 oxigênio	 (SpO2)	 nos	 cães	

submetidos	à	hipóxia.�Os�valores� estão� expressos� como�média�±�E.P.M.�para� 6� cães�no�

grupo� hipóxia� e� 5� no� grupo� tratado� com� BAY� 41$2272� (10� \g/kg/min).� **p<0,001� em�

relação�ao�basal,�#p<0,05�em�relação�ao�respectivo�controle.��

�

	

	

	 �� �� ��

	 � ��
�
SpO2�(mmHg)�

�� ��
�
Controle� BAY�41$2272�

�

Basal� � 93.8�±�0.8� 96.0�±�0.6�

Hipóxia� � 69.7�±�2.6**� 76.5�±�1.5**��#�

Normóxia� � 94.6�±�0.6� 96.7�±�0.5�

� � � �
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3.4.2	Níveis	Plasmáticos	de	GMPc	

	

� A�medida�dos�níveis�plasmáticos�de�GMPc�foi�realizada�aos�5�min�após�a�instalação�

da� hipóxia� (pico� da� hipertensão� pulmonar).� Notamos� que� os� níveis� deste� segundo�

mensageiro�encontraram$se�significativamente�elevados�no�grupo�tratado�com�o�BAY�41$

2272�em�relação�ao�grupo�controle�e�valores�basais.�(figura�16)�

�

�

�

Figura	 16:	 Efeitos	 do	 BAY	 41�2272	 sobre	 os	 níveis	 plasmáticos	 de	 GMPc	 em	 cães	

submetidos	à	hipóxia	 e	 tratados	com	BAY	41�2272.� 	Os�valores� estão� expressos�como�

média�±�E.P.M.�para�6�cães�no�grupo�hipóxia�e�5�cães�no�grupo�tratado�com�BAY�41$2272�

(10�\g/kg/min).�Os� valores� basais� representam�os� níveis� de�GMPc� em� todos� os� animais,�

antes�da�instalação�da�hipóxia.�**p<0,01�em�relação�ao�basal.�

�
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A�fisiopatologia�da�hipertensão�pulmonar�ainda�não�está�completamente�elucidada�

e,� embora� grandes� avanços� tenham� sido� obtidos� no� conhecimento� desta� desordem,� o�

tratamento� da� mesma� ainda� permanece� paliativo� para� a� maioria� dos� casos� (Farber� e�

Loscalo,� 2004;� Evgenov� .,� 2006).� Por� isso,� o� ensaio� de� novas� drogas,� em� animais� e�

seres�humanos,� tem�grande�valor�científico.�Nos�últimos�anos,�novos�fármacos�(ou�novas�

estratégias� farmacocinéticas)� foram� testados� em� animais� e� seres� humanos,� como�

antagonistas� de� receptores� de� ET$1,� análogos� da� prostaciclina� e� inibidores� da� PDE$5,�

combinados�ou�não�com�vasodilatadores�(Rich� .,�1992;�Barst� .,�1996;�Galiè� .,�

2002;�Rubin� .,�2002;�Channick� l.,�2004;�Wilkens� .,�2001;�Dias$júniors� .,�

2005;�Barreto� .,�2005).�De�modo�geral,�grande�parte�dos� trabalhos�sugere� fortemente�

que�os�compostos�que�ativam�a�via�NO$GMPc�podem�constituir�drogas�promissoras�para�o�

tratamento� da� hipertensão� pulmonar.�O�presente� estudo�mostra� que� o�BAY�41$2272,� um�

ativador�direto�da�guanilil�ciclase�solúvel�por�mecanismo�independente�de�NO,�é�capaz�de�

reduzir� a� hipertensão� pulmonar� induzida� pelo� complexo� heparina$protamina� ou� hipóxia,�

sugerindo� que� pode� de� fato� se� constituir� em� droga� promissora� para� tratamento� desta�

patologia.�

A� fisiopatologia� da� hipertensão� pulmonar� induzida� pela� formação� do� complexo�

heparina$protamina� ,� embora� não� inteiramente� esclarecida,� parece� ser� devida� à�

liberação�de�mediadores�vasoconstritores�pela�circulação�vascular�pulmonar�(Hakim� .,�

1995;� Ocal� � 2005),� principalmente� o� tromboxano� A2� formado� a� partir� do� ácido�

araquidônico� em� células� residentes� do� tecido� pulmonar� (Lowenstein,� 1989;�Morel� .,�

1988;�Conzen� .,� 1989;�Montalescot� ,� 1990).�Além�disso,� estudos� experimentais�

sugerem�que�a�ET$1�desempenha�papel�importante�na�hipertensão�pulmonar�induzida�pelo�

complexo�heparina$protamina,�visto�que�o�antagonismo�de�receptores�ETA� reduz�este�tipo�
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de� hipertensão� pulmonar� (Freitas� .,� 2004).� Apesar� disso,� ainda� não� é� certo� se� o�

complexo�heparina$protamina� �é�de�fato�o�agente�causador�da�hipertensão�pulmonar�

durante�a�reversão�do�efeito�anticoagulante�da�heparina�pela�protamina�(Stefaniszyn� ,�

1984;�Horiguchi� .,�1995).�Como�a�protamina�é�utilizada�como�droga�padrão�na�reversão�

do�efeito�anticoagulante�da�heparina�em�diversos�tipos�de�cirurgias,�existe�grande�interesse�

em�se�conhecer�a�fisiopatologia�da�hipertensão�pulmonar�induzida�pelo�complexo�heparina$

protamina�visando,�sobretudo,�melhora�do�tratamento.���

No� presente� estudo,� a� hipertensão� pulmonar� induzida� pelo� complexo� heparina$

protamina� � em� cães� anestesiados� foi� de� grande� magnitude� e� de� curta� duração.�

Concomitantemente� à� hipertensão� pulmonar� (elevação� da� PMAP),� observamos� aumento�

significativo�do�IRVP,�da�FC�e�da�PcP,�e�uma�leve�redução�da�PAM,�DC�e�IRVS.�Embora�

não�tenhamos�explicação�clara�para�todas�as�variações�hemodinâmicas�que�acompanham�a�

hipertensão� pulmonar,� podemos� descartar� que� a� queda� prolongada� da� PAM� seja�

conseqüência� de� redução� do� IRVS,� visto� que� este� parâmetro� não� se� alterou�

significativamente�ao�longo�do�período�de�observação;�na�verdade,�detectamos�uma�discreta�

queda�do�IRVS�que�parece�não�justificar�a�prolongada�hipotensão�arterial.�É�possível�que�a�

redução�do�DC�contribua�majoritariamente�para�a�hipotensão�arterial�nos�cães�submetidos�

ao�complexo�heparina$protamina.�Uma�possível�explicação�para�a�queda�do�DC�pode�ser�a�

ação�do�complexo�heparina$protamina�diretamente�no�coração�(efeito�inotrópico�negativo),�

causando� redução� temporária� do� fluxo� no� ventrículo� esquerdo,� diminuindo�

conseqüentemente�o�fluxo�sangüíneo�pulmonar.�A�aumento�discreto�da�FC�nos�parece�ser�

um� reflexo� da� hipotensão� sistêmica� (Freitas� .,� 2004).� A� SpO2� diminuiu� durante� a�

formação� do� complexo� heparina$protamina� na� hipertensão� pulmonar� devido,�
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provavelmente,� à� vasoconstrição� e� redução� do� fluxo� sanguíneo� pulmonar� causada� pela�

formação�do�complexo�heparina$protamina�no�leito�vascular�pulmonar.��

Em� nosso� estudo,� o� BAY� 41$2272� foi� utilizado� em� dose� de� 10� \g/Kg/min,� sob�

infusão� contínua,� de� acordo� com� o� trabalho� prévio� utilizando� modelo� de� insuficiência�

cardíaca� congestiva� em� cães� (Boerrigter� .,� 2003).� O� uso� de� doses� maiores� não� foi�

possível� devido� ao� elevado� custo� e� à� quantidade� limitada� disponível� da� droga.� Neste�

esquema�de�dosagem,�os�níveis�de�GMPc�mostraram$se�elevados,�confirmando�a�eficácia�

do� tratamento� com� o� BAY� 41$2272.�O� veículo� utilizado� para� dissolver� o� BAY� 41$2272�

(DMSO�30%)�não�interferiu�com�as�variações�hemodinâmicas,�permitindo�a�realização�do�

estudo.�Concentrações�mais�elevadas�do�BAY�41$2272�poderiam�requerer�uma�quantidade�

maior� do� veículo,� podendo� interferir� na� hemodinâmica� dos� animais.� Nossos� resultados�

mostraram� que� o� tratamento� com� BAY� 41$2272� preveniu� a� hipertensão� pulmonar�

provocada� pelo� complexo� heparina$protamina,� determinado� pela� diminuição� da� PMAP,�

IRVP�e�PcP.�É�provável�que�o�BAY�41$2272�neutralize�os�mecanismos�de�vasoconstrição�

resultantes�da�interação�da�heparina�com�a�protamina�através�de�sua�capacidade�de�ativar�a�

guanilil� ciclase� solúvel� via� independente� de� NO� e� de� aumentar� os� níveis� de� GMPc� na�

musculatura�lisa�do�leito�vascular�pulmonar.�Embora�improvável,�não�se�pode�descartar�que�

parte�das� ações�do�BAY�41$2272� seja�devida� à� sua� capacidade�de� aumentar�os�níveis�de�

AMPc� na� musculatura� lisa.� É� sabido� que� o� AMPc� é� um� segundo� mensageiro� capaz� de�

relaxar�diversos�tipos�de�músculo�liso,�e�recentemente�demonstrou$se�que�o�BAY�41$2272�e�

seu� precursor,� YC$1,� são� capazes� de� elevar� os� níveis� deste� nucleotídeo� cíclico� em�

leucócitos�(Hwang� .,�2003;�Thomazzi� .,�2005).�Entretanto,�em�fatias�de�cérebro�

�o�BAY�41$2272�não�alterou�os�níveis�de�AMPc�(Teixeira� .,�2006b).�Além�disso,�

o�BAY�41$2272�causou� relaxamento�do�músculo� liso�brônquico�em�ratos�por�mecanismo�
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independente� de� AMPc� (Belik� � 2007)� descartando� que� este� nucleotídeo� cíclico�

desempenhe�papel�importante�nas�ações�cardiovascular�do�BAY�41$2272.��

Quando�iniciamos�o�presente�estudo,�nenhum�trabalho�havia�sido�publicado�sobre�as�

ações� do� BAY� 41$2272� em� quadros� de� hipertensão� pulmonar,� porém,� nos� últimos� dois�

anos,� trabalhos� relataram� os� efeitos� benéficos� desta� droga� em� outros� modelos� de�

hipertensão�pulmonar.�Na�hipertensão�pulmonar�persistente�do�recém$nascido�em�carneiros,�

demonstrou$se� que� o� BAY� 41$2272� causa� potente� vasodilatação� pulmonar,� além� de�

aumentar� a� resposta� vasodilatadora� do� NO� durante� o� nascimento� dos� animais� com�

hipertensão� pulmonar� crônica� (Deruelle� .,� 2005a;b).� Em� modelos� de� hipertensão�

pulmonar� induzida�por�U46619� (análogo�do� tromboxano�A2),�o�BAY�41$2272� reverteu�a�

hipertensão� pulmonar� aguda� em� caprinos,� aumentou� (e� prolongou)� a� vasodilatação�

pulmonar�na�presença�de�NO�inalatório,�mas�não�atenuou�a�hipertensão�pulmonar�induzida�

pelo�U46619�com�a�inalação�de�monóxido�de�carbono�(Evgenov� .,�2004).�No�conjunto,�

estudos� sugerem� que� o� mecanismo� de� ação� do� BAY� 41$2272� envolve� a� estimulação�

contínua�da�guanilil�ciclase�solúvel,�produzindo�conseqüentemente�acúmulo�de�GMPc�nas�

células� da� musculatura� lisa� vascular� pulmonar.� Em� animais� e� humanos,� a� hipertensão�

pulmonar� induzida� pelo� complexo� heparina$protamina� é� acompanhada� de� hipotensão�

sistêmica,�que�é�associada�ao�aumento� transitório�da�freqüência�cardíaca�e�diminuição�do�

débito�cardíaco.�Embora�os�mecanismos�destas�alterações�hemodinâmicas�ainda�não�sejam�

claras,� sugere$se� que� podem� ser� reflexo� da� insuficiência� aguda� do� ventrículo� direito�

(Shapira� .,� 1982;� Lowenstein� .,� 1983;� Lee� &� Rubin,� 2005).� O� BAY� 41$2272�

exacerbou� (ainda� que� discretamente)� a� hipotensão� sistêmica� induzida� pela� interação� da�

heparina$protamina.� É� possível� que� esta� potencialização� de� hipotensão� sistêmica� seja�
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conseqüência� da� falência� cardíaca� associada� à� redução� da� resistência� vascular� sistêmica�

pelo�BAY�41$2272.�Entretanto,�há�que�se�notar�que�o�BAY�41$2272,�administrado�antes�da�

heparina,�não�alterou�significativamente�a�pressão�arterial�sistêmica�e�IRVS.�A�FC�e�o�DC�

mostraram$se� discretamente� elevados� com� a� infusão� do� BAY� 41$2272.� De� modo�

semelhante,�em�modelos�de�insuficiência�cardíaca�congestiva�e�hipertensão�pulmonar�aguda�

em�cães,�o�BAY�41$2272,�na�dose�10�\g/kg/min,� também�aumentou�o�DC�e�preservou�a�

função� renal� dos� animais� (Boerrigter� .,� 2003).� O� BAY� 41$2272,� na� dose� de� 0,3�

mg/kg/h,�elevou,�o�IC�e�causou�vasodilatação�pulmonar�e�sistêmica�em�carneiros�(Evgenov�

.,�2004).�A�SpO2�diminuiu�durante�a�formação�do�complexo�heparina$protamina,�sendo�

esta� resposta� parcialmente� revertida� pelo� tratamento� com� BAY� 41$2272.� A� redução� de�

SpO2� durante� a� hipertensão� pulmonar� pelo� complexo� heparina$protamina� deve� refletir� a�

vasoconstrição� e� redução� do� fluxo� sanguíneo� no� leito� vascular� pulmonar,� que� é�

significantemente�atenuada�pelo�efeito�vasodilatador�local�do�BAY�41$2272.�É�improvável�

que� os� efeitos� protetores� do�BAY�41$2272� envolvam� inibição� da� formação� do� complexo�

heparina$protamina�porque�esta�droga�foi� incapaz�de�alterar�o�TTPA�em�plasma�citratado�

incubado�com�heparina�e�protamina� .�

É� conhecido� que� a� hipóxia� induz� potente� vasoconstrição� pulmonar,� levando� ao�

aumento� da� pressão� arterial� pulmonar� (Ghofrani� .,� 2004,� Lee� &� Rubin,� 2005).� A�

hipoxemia� é� um� fator� etiológico� na� hipertensão� pulmonar� associada� a� doenças� cardíacas,�

pulmonares,� trombolíticas,� dentre� outras� (Salvaterra� &� Rubin,� 1993).� A� exposição� a�

altitudes� elevadas� resulta� na� diminuição� da� oferta� de� oxigênio,� levando� a� um� quadro� de�

hipóxia� e� conseqüentemente� à� hipertensão� pulmonar� (Glaus� .,� 2003).� A� hipertensão�

pulmonar�induzida�por�hipóxia�parece�ser�mediada�pela�ativação�de�receptores�ETA�de�ET$1�
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(Soma� �1999).�Estudos�recentes�sugerem�a�participação�do�peptídeo�natriurético�atrial�

(PNA)�na�regulação�da�pressão�arterial�pulmonar�e�na�remodelação�vascular�pulmonar�em�

resposta�ao�stress�por�hipóxia�(Chen� .,�2006).�Evidências�experimentais�sugerem�que�

curtos� períodos� de� hipóxia� na� fase� fetal� e� pós$natal� leva� à� redução� do� fluxo� pulmonar,�

acentuando�a�hipoxemia,�contribuindo�deste�modo�para�o�quadro�de�hipertensão�pulmonar�

persistente�do�recém$nascido�(Dick� .,�1981;�Rabinovitch,�2001).��

Em�nosso�estudo,�observamos�que�a�instalação�da�hipóxia�em�cães�anestesiados�leva�

a�um�aumento�significativo�da�PMAP,� juntamente�com�IRVP�e�PcP,�caracterizando�deste�

modo�a�hipertensão�pulmonar.�Houve�ainda�redução�da�SpO2,�decorrente�da�vasoconstrição�

pulmonar� em� resposta� à�hipóxia.�O� IRVS�apresentou�discreta� tendência� a�diminuição,� ao�

passo�que�os�outros�parâmetros�hemodinâmicos�não�foram�alterados.��

O�tratamento�com�o�BAY�41$2272�reduziu�os�aumentos�de�PMAP,�IRVP�e�PcP�nos�

animais�sob�hipóxia,�provavelmente�devido�à�vasodilatação�induzida�por�esta�droga.�Apesar�

de� o� BAY� 41$2272� não� alterar� significativamente� a� PAM,� observamos� significante�

vasodilatação�sistêmica,� constatada�pela�queda�do� IRVS.�Estas�alterações�hemodinâmicas�

causadas�pelo�BAY�41$2272�são,�possivelmente,�decorrentes�da�vasodilatação�sistêmica�e�

pulmonar�induzidas�pelo�acúmulo�de�GMPc�na�célula�muscular�lisa.�A�FC�e�o�IC�também�

aumentaram� em� resposta� ao� BAY� 41$2272,� de� modo� similar� ao� nosso� modelo� de�

hipertensão�pulmonar�induzida�pelo�complexo�heparina$protamina�e�em�outros�estudos�de�

hipertensão�pulmonar� (Boerrigter� .,�2003;�Evgenov� .,�2004),�sendo�este�aumento�

devido�provavelmente�à�vasodilatação�sistêmica�induzida�pelo�BAY�41$2272.�Observamos�

também�que�a�redução�da�SpO2�durante�a�hipóxia�foi�parcialmente�restabelecida�pelo�BAY�

41$2272�como�reflexo�da�normalização�do�fluxo�sanguíneo�pulmonar.��
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O� tratamento� da� hipertensão� pulmonar� com� agentes� vasodilatadores� orais� ou�

intravenosos�como�drogas�doadoras�de�NO,�estimuladores�ou�ativadores�da�guanilil�ciclase�

solúvel�é�freqüentemente�associado�com�hipotensão�arterial�e�piora�da�oxigenação�arterial�

devido�a�má�combinação�da�ventilação$perfusão�pulmonar�(Evgenov� .,�2004).�Estudos�

em� ratos� mostraram� que� o� BAY� 41$2272� preveniu� a� hipertrofia� cardíaca� e� a� fibrose�

induzidas�pelo�bloqueio�crônico�de�NO�(Zanfolin� �2006).�

A� vasodilatação� pulmonar� seletiva� com� inalação� de� NO� em� humanos� foi�

apresentada� como�uma�boa� estratégia� farmacológica�para� reduzir� a�hipertensão�pulmonar�

sem� produzir� vasodilatação� sistêmica� (Pepke$Zaba� � 1991;� Frostell� .,� 1991;�

Hayward� �2001).�A�inalação�de�agentes�vasodilatadores�pode�evitar�efeitos�colaterais�

sistêmicos� e,� de� fato,� estudo� recente� mostrou� que� inalação� de� micropartículas� contendo�

BAY� 41$2272,� BAY� 41$8543� ou� BAY� 58$2667� produz� potente� e� seletiva� vasodilatação�

pulmonar� em� cordeiros� com� hipertensão� pulmonar� aguda� (Evgenov� .,� 2006).� Além�

disso,� estes� estudos� pré$clínicos� apontam� que� estimuladores� ou� ativadores� da� guanilil�

ciclase� solúvel,� combinados� com� NO� exógeno,� podem� ser� eficazes� no� tratamento� da�

hipertensão�pulmonar,�especialmente�quando�a�sinalização�endógena�da�via�guanilil�ciclase�

solúvel� dependente� de�NO� está� comprometida.�Atualmente,� o�BAY�41$2272,� juntamente�

com�o�BAY�63$2521�e�BAY�41$8543,�estão�em�testes�clínicos�para�tratamento�de�pacientes�

com�hipertensão�pulmonar�crônica�(Austin,�2006;�Evgenov� .,�2006).�

�

�
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Na� hipertensão� pulmonar� induzida� pelo� complexo� heparina$protamina,� a� infusão�

com�BAY�41$2272�(10��g/kg/min)�reduziu�significativamente�o�aumento�da�PMAP,�IRVP�

e�PcP.�A�redução�da�SpO2�foi�também�significativamente�atenuada�pelo�BAY�41$2272.�

�

Na�hipertensão�pulmonar� induzida�pelo�complexo�heparina$protamina,�o�BAY�41$

2272�não�modificou�as�variações�da�PAM,�FC�e�IC;�entretanto,�diminuiu�significativamente�

o�IRVS;�

�

Na� hipertensão� pulmonar� induzida� pela� hipóxia,� o� BAY� 41$2272� reduziu�

marcantemente� o� aumento� da� PMAP,� IRVP� e� PcP.� A� redução� da� SpO2� foi� também�

significativamente�atenuada�pelo�BAY�41$2272;�

�

Na�hipertensão�pulmonar�induzida�pela�hipóxia,�o�BAY�41$2272�não�modificou�as�

variações�da�PAM,�FC�e�IC;�entretanto,�diminuiu�significativamente�o�IRVS;�

�

O�tratamento�com�BAY�41$2272�elevou�significativamente�os�níveis�plasmáticos�de�

GMPc� tanto� nos� animais� submetidos� à� hipertensão� pulmonar� induzida� pelo� complexo�

heparina$protamina�como�pela�hipóxia.��

�

Em� plasma� de� cão� citratado� in� vitro,� a� protamina� reverteu� o� aumento� de� TTPA�

produzido�pela�heparina.�A�incubação�prévia�com�BAY�41$2272�não�modificou�o�TTPA;�

�
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No�conjunto,� nossos� resultados�mostram�que�o�BAY�41$2272� reduz� a�hipertensão�

pulmonar� nos� dois�modelos� estudados,� indicando� que� se� trata� de� droga� promissora� para�

tratamento� desta� desordem.�É� provável� que� o�mecanismo�de� ação� do�BAY�41$2272� seja�

devido�à�estimulação�contínua�da�guanilil�ciclase�solúvel�e�consequentemente�acúmulo�de�

GMPc�na�musculatura�vascular�pulmonar.�
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Anexo	 1	 Cópia	 do	 certificado	 submetido	 e	 aprovado	 junto	 ao	 Comitê	 de	 Ética	 na	

Experimentação	Animal	–	CEEA	–	IB	–	UNICAMP.	
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