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NOTA EXPLICATIVA

A presente dissertacdo segue a atual orientacdo do Curso de Pos-
Graduacao em Cirurgia, que permite a redacao do trabalho na forma de
capitulos elaborados como trabalhos prontos para encaminhamento para
publicacdo em periddicos cientificos, de acordo com as normas das revistas
escolhidas.

Assim, o primeiro capitulo, que € uma revisao da literatura, foi redigido
de acordo com as normas da Revista |Iberoamericana de Thrombosis y
Hemostasia. O segundo capitulo, que é um trabalho original de pesquisa, foi
redigido em portugués, porém segue as normas da revista Thrombosis

Research.
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ACAO ANTITROMBOTICA DAS HEPARINAS:

UMA REVISAO



Abreviaturas

ABREVIATURAS
e ADP - adenosina difosfato
e AT — Antitrombina
e ATP — adenosina trifosfato
e CIVD - coagulagao intravascular disseminada
e FvW — fator de von Willebrand
e F4 —fator plaquetario 4
e GP —glicoproteina
e HBPM — heparina de baixo peso molecular
e HNF - heparina nao fracionada
e kDa — quilodalton
e M-—molar
e ml — mililitro
e mm — milimetro
e pm — peso molecular
e SC — subcutaneo
e TFPI - inibidor da via do fator tecidual
e TIH — trombocitopenia induzida pela heparina
e {-PA — ativador tecidual do plasminogénio
e TTPA —tempo de tromboplastina parcial ativada
e TVP —trombose venosa profunda
e Ul — unidade internacional

e Uu-PA - ativador do plasminogénio, tipo urinario



Resumo

RESUMO

A heparina € um glicosaminoglicano sulfatado, de cadeia longa, que vem
sendo largamente utilizada, desde meados do século passado, no tratamento e
profilaxia das tromboses arteriais e venosas e cuja utilizagdo permitiu o
desenvolvimento das cirurgias cardiaca e vascular.

As heparinas de baixo peso molecular (HBPM) séo fracées ou fragmentos
da heparina separados do complexo polissacaridico por extragdo com solvente ou
por gel filtragdo, ou por clivagem quimica ou enzimatica aplicada antes dessa
separacao fisica.

No presente artigo sdo revistos os diversos aspectos da estrutura,
mecanismo de acdo, farmacocinética, monitorizacdo laboratorial e aplicagdes
clinicas de ambos os tipos de substancias, sendo chamada a atencédo para as
diferencas entre elas.

As HBPM tendem a substituir a heparina nao fracionada, na maior parte de
suas indicacdes, por serem de mais simples utilizacdo e apresentarem maior

eficacia e seguranga em algumas indicagdes, embora sejam de custo mais alto.

PALAVRAS CHAVES

e heparina, heparina de baixo peso molecular, anticoagulantes, tromboses.



Abstract

ABSTRACT

Heparin is a long sulfated glucosaminoglicane chain has been used in the
treatment and prophylaxis of arterial and venous thombosis since the 50’s of last
century. Its use also aided the development of cardiac and vascular surgery.

Low molecular weight heparins (LMWH) are fractions or fragments of
heparin separated from the polysaccharide complex by solvent extraction or gel
filtration, or by chemical or enzymatic cleavage, before the extraction.

In this article the main aspects of structure, mechanism of action,
pharmacokinetics, laboratorial control, and clinical indications of both kinds of
substances are reviewed and their main differences emphasized.

Despite their high cost, LMWH presently tend to substitute unfractionated
heparin in the majority of indications because of its simpler use, high efficacy and

security in some cases.

KEY WORDS

e Heparins, low molecular weight heparin, anticoagulants, thrombosis.



Heparina nao fracionada

INTRODUCAO

Heparina é um glicosaminoglicano sulfatado de cadeia longa,
atualmente extraida, principalmente, de intestino porcino. A denominacao
heparia se deve ao fato de ter sido inicialmente obtida do figado [1].

A heparina é largamente utilizada no tratamento e na profilaxia de
tromboses arteriais e venosas e sua utilizacdo permitiu o desenvolvimento
das cirurgias cardiaca e vascular. Sua agado deve-se, principalmente, a
inibicdo da formacao e da acao da trombina.

Quando um rapido efeito anticoagulante € requerido, a heparina é a
droga de escolha, devido a sua acgdo imediata apdés administracao
intravenosa.

A heparina tem sido estudada, clinica e experimentalmente, também por
aumentar a fungdo endotelial, promover angiogénese, suprimir resposta
inflamatdéria, modular proteases, inibir proteinas do complemento e a
ativagcdo de mastocitos, suprimir atividade da musculatura vascular e
proliferagcdo celular [2]. Essas acdes ndo serdo focalizadas na presente

revisao, que discutira apenas sua acao antitrombdtica.



Historico

HISTORICO

A heparina foi descoberta por McLean em 1916 [3], na época um
estudante de medicina trabalhando no laboratério de William Howell, no
Hospital John Hopkins. Embora Howell fosse cético quanto a essa
descoberta, oposta em relagdo ao seu propdosito de estudo, ja que procurava
uma substancia coagulante potente, McLean foi perseverante e descobriu um
eficiente anticoagulante, que deu origem a uma substancia, depois utilizada
universalmente em uma variedade de disturbios tromboéticos arteriais e
venosos, até os dias atuais [2]. A base estrutural da heparina foi,
subsequentemente, definida por Jorpes [4], em 1935, como um
glicosaminoglicano altamente sulfatado.

Brinkhous et al [5], em 1939, demonstraram que a inibicdo da formacéao
de trombina pela heparina ndo ocorria em fibrinogénio e trombina isolados e
que, provavelmente, necessitava de um fator plasmatico, até entado
desconhecido. Abildgaard [6] separou e identificou esta substdncia como
uma glicoproteina, descrevendo-a como sendo o principal inibidor da
trombina no plasma e nomeado-a de antitrombina Il (AT-Ill), que atualmente,
€ chamada apenas de Antitrombina (AT) [7]. Lindahl et al [8], em 1979,
separaram as fragcdes da heparina de alta e de baixa afinidade a AT, que
possuem, respectivamente, alta e baixa atividade anticoagulante. Esses
autores sugeriram que um acido idurénico nao sulfatado, na posi¢cao 3, seria
fundamental, mas ndo exclusivo, para ligagcdo entre AT e heparina, por

estar presente em todos os fragmentos de ligagéo.



Estrutura e mecanismo de agao

ESTRUTURA E MECANISMO DE ACAO

Heparina é uma substancia heterogénea em relacdo ao seu peso
molecular, estrutura, atividade anticoagulante e afinidade cromatografica. Ela
€ um glicosaminoglicano composto por moléculas de diferentes pesos [9],
variando entre 2 e 40 kDa (média de 15 a 18 kDa) [9, 10].

Rosenberg e Lam [11] defenderam a presenga invaridvel de uma
sequéncia tetrassacaridica, na molécula de heparina, fundamental para a
ligagdo com a AT. Subsequentemente, foi descoberto que a heparina se liga
a AT e potencializa a atividade desta através de uma uUnica unidade
glicosamina contida no interior de uma sequéncia pentassacaridica [8, 11,

12, 13] (figura 1).
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Figura 1. Estrutura da seqUéncia pentassacaridica que contém a regido de ligacéo
da AT com a heparina, segundo Holmer et al [14].

A ligacdo heparina-AT induz uma mudanga conformacional nesta
enzima, resultando em uma inativacao acelerada das serino-proteases [15].
Esse complexo inibe varios fatores ativados da coagulagédo, entre eles, os
fatores 1Xa, Xa, Xla, Xlla e lla (trombina) [9] (figura 2).

A AT neutraliza a trombina pela formacdo de um complexo

estequiométrico 1:1 entre a arginina (sitio reativo da AT) e a serina (centro
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ativo da trombina), através de uma reagao covalente [14, 16]. A formacgao do
complexo ocorre em uma velocidade relativamente lenta na auséncia de
heparina. Entretanto, quando presente, o polissacarideo se liga a residuos
lisii da AT e acelera extraordinariamente a geragdo do complexo de
de interacdo [16]. A sequUéncia pentassacaridica especifica é o elemento
estrutural crucial para a ligagcdo de alta afinidade da heparina a AT e,
portanto, para o desenvolvimento de sua atividade anticoagulante [8, 11, 17].
Aproximadamente, apenas um tergo das moléculas de heparina se liga a AT
[16], e sdo essas moléculas que contém a seqléncia pentassacaridica
responsavel por, pelo menos, 80% da atividade anticoagulante da heparina
[9, 18]. Os dois tergcos restantes tém minima atividade anticoagulante em
concentragcbes terapéuticas. Em concentracdes maiores que as usuais,
ambas as moléculas, de alta e de baixa afinidade, catalisam o efeito da AT,
agindo também sobre uma segunda proteina plasmatica, o cofator |l da
heparina [7].

A heparina liga-se também a trombina em um sitio distinto de seu centro
ativo [19, 20]. A interagdo da trombina com a heparina é forte, com uma
constante de 10~ M [20], portanto, mais forte do que a ligagdo com a AT.
Machovich [21], em 1978, sugeriu que a heparina, se ligando a trombina,
promovia uma mudanca conformacional nesta, que a tornava mais
susceptivel a acdo do seu inibidor e que ambas, AT e trombina, eram
conectados por uma ponte de heparina. Sugeriu, também, que as moléculas
de heparina maiores do que 6 kDa seriam as capazes de acomodar ambas,

trombina e AT. A velocidade de inibicdo da trombina pela AT
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aumenta de 3 a 4 vezes, na presenca de heparina [22].
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Figura 2. Inativacdo dos fatores de coagulacdo pelo complexo heparina-
antitrombina. A trombina e o fator Xa sao as proteinas mais responsivas, sendo a
trombina 10 vezes mais sensivel a inibicdo que o fator Xa. Segundo Hirsh et al [7].

A heparina dissocia-se do complexo ternario e pode continuar agindo de
forma catalitica. Desta maneira uma molécula de heparina pode se ligar a
varias moléculas de AT e de trombina (figura 3).

A trombina e o fator Xa sdo os fatores mais susceptiveis a inibicao pela
heparina, sendo que a trombina humana é aproximadamente 10 vezes mais
do que acontece na inibigdo da trombina, ndo ocorre a ligagcédo da heparina

com o fator Xa para que este seja inibido [13].
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a
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Figura 3. Agao inibidora da heparina: a- A antitrombina inibe lentamente a trombina,
na auséncia da heparina. b- Ligagdo da heparina a antitrombina, provocando
alteragdo conformacional nesta e acelerando a velocidade de inibicdo. c-
Dissociacao da heparina do complexo, podendo ser reutilizada. Segundo Hirsh et al

[7].

Andersson et al [9], ja em 1979, demonstraram que a inibicdo da
trombina pela heparina apresentava relagdo com o tamanho da molécula de
heparina, paralelamente ao que ocorria com o tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPA), ou seja, grandes moléculas inibiam mais eficazmente
a trombina e produziam maiores alteracbes no TTPA. Demonstraram,

também, que a inibicAGo do fator Xa pela heparina diferia da
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inibicdo da trombina pela heparina, isto €, a atividade especifica anti-Xa
aumentava com a diminuicdo do tamanho da molécula da heparina,
indicando que os mecanismos da inibicdo da trombina e do fator Xa,
potencializados pela heparina, ndo eram os mesmos.

Moléculas de heparina que contém menos de 18 sacarideos nao se
ligam simultaneamente a trombina e a AT e sao, portanto, incapazes de
catalisar a inibicdo da trombina. Em contraste, fragmentos pequenos de
heparina, que contém a sequUéncia pentassacaridica de alta afinidade,
catalisam a inibicdo do fator Xa pela AT [23, 24, 25] (figura 4).

A estrutura pentassacaridica contém uma unidade glicosamina interna,
com um unico grupo O-sulfato na posicdo 3, que € critico para o papel
anticoagulante da heparina [14, 26].

Pela inativacao da trombina, a heparina ndo apenas previne a formacgao
de fibrina, como também previne a ativacdo dos fatores V e VIII, induzida
pela trombina. Alguns autores sugerem ser mais importante a ac&o da
heparina inibindo as reacdes de amplificacao catalisadas pela trombina do
que inibindo o proprio fator Xa [27, 28, 29] (figura 5).

Existem outros mecanismos de acao antitrombédtica exercidos pela
heparina, que nédo s&o relacionados com a AT. Entre eles, o do cofator Il da
heparina, que, se combinando com doses altas de heparina, inibe apenas a
acéo da trombina [30] e ndo a das outras enzimas da coagulagédo. O cofator
Il da heparina pode estar relacionado com a fluidez do sangue no interior de
vasos intactos, funcionando como cofator para mucopolissacarideos, como

dermatan sulfato, acelerando também a inibicdo da trombina [1, 31].
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Figura 4 — a. Inibigdo da trombina requer ligagcado simultdnea da heparina com a AT através
da unica seqléncia pentassacaridica e ligagdo com a trombina através de um minimo de
treze unidades sacaridicas adicionais. b. Inibicdo do fator Xa requer ligacdo da heparina
com a AT através da estrutura pentassacaridica exclusivamente. Modificado de Hirsh et al

[7].

Protrombina Fi+2 + Trombina
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A

Figura 5 — Pela acdo do complexo protrombinase, a protrombina da origem a
trombina e ao fragmento 1+2 (Fq.2). A trombina formada faz a retroativagado dos
fatores V e VIII, que é sensivel a inibicado pela heparina. Segundo Ofosu et al [27].
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Além disso, a acdo antitrombdtica da heparina também se manifesta,
reduzindo a atividade procoagulante do complexo fator tissular/fator Vlla,
pois induz aumento da liberagcdo do inibidor da via do fator tecidual (TFPI),
pelas células do endotélio vascular e, também, induz redistribuicdo do TFPI,
com sua diminuicdo no espaco intracelular, por ser direcionado para a
superficie celular. O TFPI forma um complexo com fator Xa, inativando-o, e
este complexo inativa o complexo fator Vlla + fator tecidual [32].

Outro possivel mecanismo de agao antitrombética foi proposto por Nader et al
[33], que demonstraram que a heparina aumentava, em cerca de 2 a 3 vezes, a
sintese de heparan sulfato pelas células endoteliais, em meio de cultura, e que
esse aumento ocorria imediatamente apds a exposi¢cdo das células endoteliais a
heparina. Demonstraram também que ocorria aumento do grau de sulfatagcédo
nos residuos de acido urénico do heparan sulfato proveniente destas células.

Pinhal et al [34] demonstraram que um tetrassacarideo pentassulfatado
da heparina era o fragmento minimo do composto capaz de exercer esses
efeitos e, em 2001 [35], foi demonstrado que existia uma molécula de 47
kDa, presente nas ceélulas endoteliais, que se ligava com alta afinidade a
heparina. Esta molécula, provavelmente, seria o receptor ou um dos
receptores celulares envolvidos com a sinalizacdo de agentes
antitrombadticos, para a produgédo endotelial de heparan sulfato, aumentando
a protecdo do vaso contra a formacdo do trombo. As relagbes entre a
heparina e o sistema fibrinolitico ainda s&o objetos de algumas
controvérsias. O peso das evidéncias sugere que a heparina nao tem

efeito direto na lise do coagulo [1].
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Entretanto, Paques et al [36] sugeriram que a heparina aumenta a
atividade fibrinolitica in vivo. Esses autores observaram que, na presenga de
heparina, ocorria estimulo das atividades plasminogenolitica
e fibrinogenolitica dos ativadores do plasminogénio, tecidual (t-PA) e urinario
(u-PA), da mesma maneira que ocorre na presenga da fibrina. Observaram,
também, que ambos os ativadores formavam complexos com a heparina,
ligando-se a ela com alta afinidade, sendo que o sitio de ligagdo da heparina
na molécula do t-PA parece ser idéntico ou extremamente relacionado com o
sitio de ligacédo da fibrina ao t-PA. Porém, a importancia desse mecanismo

ainda nao foi esclarecida.



Farmacocinética

FARMACOCINETICA DA HNF

As vias para administragdo de HNF s&o a intravenosa (continua ou
intermitente) e a subcutanea. A administracdo intramuscular esta associada
com complicagbes hemorragicas locais e por isso essa via € inaceitavel [1].

Apds injegao intravenosa de 5.000 unidades de heparina, em bolus, a
meia vida dessa substancia é de aproximadamente 60 minutos [1].

Quando a via subcutanea é eleita, a dose inicial deve ser alta o
suficiente para superar a baixa biodisponibilidade associada com essa via de
administragdo [37]. O efeito maximo da injecdo subcutdnea ocorre,
aproximadamente, 3 horas apds sua administracdo e permanece por 12
horas ou mais, sendo sua meia-vida dose dependente [1, 38].

Um efeito anticoagulante imediato requer administragéo intravenosa,
propiciando que a atividade antiprotease se manifeste de pronto [7]. Hull et al
[39] demonstraram que a biodisponibilidade da heparina, no homem,
administrada por via intravenosa, € maior do que por via subcutanea, pois os
niveis terapéuticos determinados pelo TTPA foram alcangados, apos 24
horas, em apenas 37% dos pacientes com TVP que receberam heparina SC,
comparados com 71% daqueles que receberam a mesma dose por infusao
venosa continua.

Hirsh et al [40], em 1976, demonstraram que grandes variagdes
individuais podem ocorrer em resposta as mesmas doses de heparina, em
relacao as alteragdes do TTPA, heparinemia e relacdo TTPA/heparinemia.

Essas variagdes sao, provavelmente, consequentes a diferencas na

depuracao renal, na taxa de inativacao hepatica, nos niveis de fatores da
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coagulagao circulantes e na ligagao da heparina as proteinas plasmaticas ou,
possivelmente, a combinagcdo desses fatores. A heparina também se liga a
células endoteliais e macrofagos, o que também contribui para a
complexidade de sua farmacocinética [7].

A heparina é eliminada da circulacao por mecanismos saturavel e nao
saturavel [38, 41]. O primeiro é constatado por um declinio rapido da
heparinemia, sugerindo uma fase de equilibrio, como resultado da diluigéo da
droga no plasma e de sua distribuicdo para outros compartimentos [38],
envolvendo receptores em endotélio [42] e em células mononucleares
havendo, em seguida, rapida internalizagdo, despolimerizagcdo e
metabolizacdo e, desta maneira, exibindo uma taxa de depuragdo dose
dependente, com a meia vida aumentada de acordo com o aumento da dose
[1, 41, 43]. A forma nao saturavel € lenta e dependente da funcao renal [7].

Apds administragcdo de baixas doses (10 Ul a 5.000 Ul), a excregéo da
droga pela urina ocorre sob a forma de moléculas com diferentes graus de
sulfatacdo, possivelmente pela acado de endoglicosidase no rim, sendo que
parte das moléculas parcialmente dessulfatadas retém 50% da atividade
anticoagulante. Apds administracdo de doses mais altas, moléculas intactas
de heparina podem ser encontradas na urina, com atividade anticoagulante
total. Portanto, o desaparecimento da atividade anticoagulante segue uma
cinética nao linear, o que pode ser explicado pela combinagdo de
mecanismos saturavel e ndo saturavel [38].

A depuracao da heparina é influenciada pelo comprimento da cadeia de

suas moléculas, com as por¢cdes de alto peso molecular sendo eliminadas
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da circulacdo mais rapidamente que as por¢des de baixo peso molecular.
Esta depuracao resulta no acumulo de por¢cdes de baixo peso molecular, as
quais possuem uma maior razdo de atividade anti-Xa/anti-lla. As moléculas
de baixo peso molecular, que sdo retidas in vivo, sdo mensuradas pela
atividade anti-Xa e causam pequeno efeito no TTPA [7].

A heparina é usualmente administrada sob a forma de sais sddicos ou
calcicos. Discussdes aconteceram sobre provaveis diferencas na eficacia
antitrombdtica desses sais, na profilaxia e tratamento de doencas
tromboembdlicas. Atualmente, sabe-se que nao ha diferenca substancial na
frequéncia de trombose pds-operatoria, em complicagbes hemorragicas
e em reacdes locais, quando se comparam sais de heparina calcica e sédica [44,

45].

MONITORIZAC}AO LABORATORIAL

Como a resposta anticoagulante a heparina apresenta variagdes
individuais, a monitorizagdo laboratorial € importante para ajustar a dose,
sendo o TTPA o método mais utilizado por ser sensivel aos efeitos inibitorios
da heparina sobre a trombina, o fator Xa e fator o IXa [7]. A estreita relacao
entre o efeito da heparina, ex vivo, no TTPA e seu efeito clinico foi
observada em varios estudos retrospectivos [39, 46, 47, 48, 49, 50].

Basu et al [48] demonstraram que, a dose de heparina era eficaz e
relativamente segura quando causava um prolongamento no TTPA, entre

uma vez e meia e duas vezes e meia o valor normal, impedindo recorréncia
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de trombose venosa profunda e evitando a tromboembolia pulmonar, sendo
que 8% dos pacientes apresentaram sangramento. Nesse trabalho, a
recorréncia de trombose ocorreu quando o TTPA estava abaixo desses
valores.

Arnout et al [49] demonstraram que, apds terapéutica trombolitica, no
infarto agudo do miocardio, a associagao de heparinoterapia manteve 90%
das artérias coronarias pérvias, quando se atingia TTPA correspondente a
duas vezes o normal. Kaplan et al [50] demonstraram que o nivel de
anticoagulagao, determinado pelo TTPA, era inversamente proporcional a
frequéncia de reoclusdo, quando a heparina era associada a
estreptoquinase, na terapéutica trombolitica do infarto agudo do miocardio.
Porém, nem todos os episddios de reoclusédo foram impedidos na vigéncia da
anticoagulagcdo mantida nesses niveis. Ja, os episodios hemorragicos
ocorreram 24 horas apos a trombdlise, o que levou os autores a sugerirem
que a trombdlise tenha sido a principal responsavel por estes eventos. Nao
se pode, entretanto, excluir a hipotese de que esse sangramento tenha sido
consequente a associagdo daquelas duas drogas.

Visando a manutencéo de niveis terapéuticos adequados, atingidos em
curto intervalo de tempo, apds o inicio do tratamento, nomogramas tém sido
implementados em alguns hospitais, com boa aceitagdo pelos médicos. Essa
diminuigdo do intervalo de tempo para se atingir o TTPA ideal tem sido
relacionada com menores incidéncias de falha no tratamento e ndo apresenta

relacdo com aumento nos indices de hemorragias [51].
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Nos casos em que existe dificuldade para se alcancarem os niveis de
TTPA desejados, como acontece quando ha resisténcia a heparina e nos
individuos portadores de anticoagulante lupico ou com deficiéncia dos fatores
de contato da coagulacdo, pode ser determinada a heparinemia pela

quantificagcdo da atividade anti-Xa [52].

LIMITACOES DA HEPARINOTERAPIA

Suas limitagbes farmacocinéticas sdo causadas pelas ligacdes da
heparina com proteinas plasmaticas, proteinas liberadas pelas plaquetas e
células endoteliais, resultando em uma resposta anticoagulante variavel e no
fendmeno de resisténcia a heparina [7].

Suas limitagdes biofisicas ocorrem devido a inabilidade da heparina em
inativar fator Xa do complexo protrombinase e inativar a trombina ligada a
fibrina ou a superficies subendoteliais [7].

Ja, a trombocitopenia e a osteopenia induzidas pela heparina sao as

chamadas complicagdes bioldgicas [53].

USO CLINICO DA HEPARINA

A heparina é efetiva para prevencdo e tratamento das tromboses
arteriais, venosas, da embolia pulmonar e de tromboses em camaras
cardiacas. E também empregada no tratamento de pacientes com angina
instavel e infarto agudo do miocardio e em alguns casos iniciais de
coagulacao intravascular disseminada (CIVD) [53]. A utilizagdo da heparina &

indispensavel durante cirurgia cardiaca com circulagdo extracorporea,
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hemodialise, cirurgia vascular, angioplastia e colocagdo de stents e

endoproéteses vasculares [7].

HEPARINAS DE BAIXO PESO MOLECULAR

As heparinas de baixo peso molecular (HBPM) sdo fragbes ou
fragmentos da heparina. As fragdes de baixo peso molecular sdo separadas
do complexo polissacaridico por extracdo com solvente ou por gel filtragao.
Ja os fragmentos sdo obtidos por meio de clivagem, quimica ou enzimatica,
aplicada a substancia original, antes da separacgéo fisica. Clivagem hidrolitica
da heparina é geralmente realizada através de oxidacdo com diferentes
agentes [26].

A grande expectativa da fragmentagdo da heparina foi a obtencéo de
substdncias que apresentassem vantagens farmacocinéticas em relagdo a
HNF, além de possuirem grande efeito antitrombotico relacionado a sua
atividade anti-Xa [26] e, talvez, menor efeito hemorragico relacionado a
atividade anti-lla. Sabe-se, entretanto, que ndo é exclusivamente a atividade
anti-Xa que determina o efeito antitrombdtico [54] nem a menor atividade
anti-lla que determina a baixa probabilidade de sangramento [55].

Esta expectativa, entretanto, ndo foi totalmente concretizada, pois
preparacdes de heparina que continham moléculas grandes com alguma
acdo antitrombina pareciam ser mais efetivas como agentes
antitrombadticos [55]. Os mesmos autores demostraram a importancia da
inibicdo da trombina para a expresséo da atividade anticoagulante de varias

substancias e mensuraram a poténcia anticoagulante (definida como a
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habilidade de cada polissacarideo sulfatado em inibir a geragado de
trombina) da HNF, da HBPM, bem como do pentosan polissulfato e do
dermatan sulfato. Concluiram que as heparinas com atividade predominante
anti-Xa sao inibidoras relativamente fracas da geragdo de trombina,
demonstrando que a HBPM n&o inibia essa proteina em intensidade
comparavel a inibicido provocada pela HNF [55].

Holmer et al [56], em 1982, testaram HNF e fragmentos de heparina
com diferentes pesos moleculares na prevencao de trombos induzidos,
experimentalmente, em veia jugular de coelhos, constatando que doses
equivalentes destes fragmentos, em relagdo a atividade anti-Xa,
apresentavam atividades antitrombdticas marcadamente diferentes. Altas
doses de pequenos fragmentos foram necessarias para produzir protegao
similar a promovida pela HNF. Concluiram, desta maneira, que os
fragmentos com atividade anti-Xa devem ter um limite minimo de peso
molecular, abaixo do qual ndo apresentam boa atividade antitrombdtica.

As HBPM s&o administradas por via subcutanea e sdo, ao menos, tao
efetivas e seguras quanto a HNF [10, 26, 37, 57, 58]. As HBPM tém algumas
vantagens em relagdo a HNF, entre elas, a biodisponibilidade e auséncia de
necessidade de monitorizagao laboratorial, na maioria dos pacientes [59, 60].
Apresentam, entretanto, a desvantagem de terem um custo mais alto.

A literatura apresenta dados conflitantes em relagdo a atividade
antitrombodtica e ao sangramento induzido pelas HBPM.

Alguns autores concluiram que, em animais de experimentacéo, fragdes

de heparina com aproximadamente 5.000 daltons podiam prevenir
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a formacao ou a extensao de trombos tao efetivamente quanto a HNF, com
menor tendéncia hemorragica [56, 61]. Carter et al [61] demonstraram tempo
de sangramento menor em orelhas de coelhos injetados com HBPM do que
naqueles que receberam HNF. Holmer et al [56] demonstraram que, para a
obtencao de um mesmo efeito antitrombdtico, eram necessarias doses
maiores de fragmentos do que de HNF, concluindo que ndo ha correlagéo
entre os niveis plasmaticos de anti-Xa e a atividade antitrombédtica e que a
presenca de componentes de alta afinidade era absolutamente necessaria
para uma significante atividade antitrombdtica, em animais de laboratério
submetidos a inducao de trombose por estase venosa.

As HBPM inibem os fatores Xa e lla na razao de 3/1 a 5/1, enquanto a
HNF inibe esses fatores na razado 1/1; porém alguma atividade anti-lla é
detectada nas HBPM, evidenciando que existem algumas moléculas com, ao
menos, 18 sacarideos. Entretanto, ndo € exclusivamente a atividade anti-Xa
que determina o efeito antitrombdtico das HBPM nem exclusivamente a
atividade anti-lla que manifesta uma boa predigdo de seu efeito hemorragico

[26].

PESO MOLECULAR E ATIVIDADE

Dependendo de sua preparacao, as HBPM podem ter peso molecular
entre 2.000 e 10.000 daltons, com média de 4.000 a 6.000 daltons [62, 63] e
conter de 13 a 22 agucares [64]. Todas as HBPM séo, atualmente, extraidas
de mucosa intestinal porcina e, com excec¢ao da nadroparina, que € um sal

calcico, todas as demais s&o sais sodicos [62, 63].
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Dos varios métodos de obtencdo das HBPM resultam compostos que

exibem marcantes diferencas em relagcdo as suas estruturas fisico-quimicas,

natureza dos sais, pesos moleculares, distribuicdo dos pesos moleculares e

densidade (tabela 1).

Tabela 1 — Algumas HBPM disponiveis comercialmente, em diferentes paises,
métodos de preparagao, peso molecular (pm) médio e razao anti-Xa/anti-lla

Agentes

Método de Preparacao pm

(daltons)

médio Razéo
Anti-Xa/Anti-lla

Nadroparina
calcica*

Enoxaparina

sodica*

Dalteparina*

Ardeparina

Tinzaparina

Reviparina

Despolimerizacdo em acido 4.500
nitroso

Benzilagcao seguida por 4.200
despolimerizacdo alcalina

Despolimerizagdo em acido 6.000
nitroso

Despolimerizagao peroxidativa 6.000

Despolimerizacdo enzimatica 4.500
com heparinase

Despolimerizagdo em acido 4.000
nitroso

3,6

3,8

2,7

1,9

1,9

3,5

*HBPM disponiveis no Brasil
Modificado de Hirsh et al [7] e Weitz [59].

Essa heterogeneidade pode contribuir para os diferentes perfis clinicos

e biolégicos observados e poténcias anticoagulante e anti-Xa in vitro, relagao

anti-Xa/anti-lla, atividade antitrombodtica e efeito hemorragico em animais de

experimentacdo e em pacientes [65]. Por

essa razdo, a generalizagao
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dos resultados obtidos em estudos com um tipo especifico de HBPM nao
deve ser feita [66]; pelo mesmo motivo, as HBPM nao podem ser
intercambiadas clinicamente [7].

Devido a pouca ligagdo das moléculas de baixo peso molecular com a
protamina, apenas a atividade anti-lla das HBPM ¢é quase totalmente
revertida, enquanto a atividade anti-Xa ndo € completamente neutralizada. A
dose de 1 mg de protamina para cada 100 unidades da tinzaparina reverte
90% da atividade anti-lla e 60% da atividade anti-Xa [67].

As HBPM com peso molecular menor do que 5.400 daltons tém,
principalmente, atividade anti-Xa, ja as que possuem peso molecular maior

do que 5.400 daltons, podem apresentar alguma atividade anti-lla [63].

MECANISMO DE ACAO

As HBPM também exercem sua atividade através da ativagcdo da AT.
Sua interagdo com a AT € mediada por uma Uunica sequUéncia
pentassacaridica [13, 17], presente em menos de um terco das moléculas
das HBPM [7]. Com a diminuicao do peso molecular, a capacidade para inibir
a trombina diminui [68], porque moléculas com menos de 18 sacarideos nao
sao capazes de formar o complexo ternario heparina-AT-trombina.
Consequentemente, ao contrario da HNF, que contém equivaléncia nas
atividades anti-Xa e anti-lla, as HBPM tém maior atividade relativa anti-Xa
[59]. Uma vez que, a ligagdo entre AT e fator Xa é menos critica para a
atividade anti-Xa, os pequenos fragmentos inativam o fator Xa quase tao

bem quanto as grandes moléculas [9].
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E possivel que alguma atividade anti-lla possa ser detectada nas
preparagdes de HBPM, porém a avaliagcdo dessa atividade €& geralmente
subestimada, uma vez que ensaios cromogénicos geralmente utilizados sao
insensiveis para mensurar baixas concentragdes de atividade antitrombina,
concentragcbes essas que podem ser relevantes para a eficacia das HBPM
[68].

As HBPM também promovem liberacdao do TFPI a partir das células
endoteliais, o que pode contribuir para o controle da via do fator VII/Fator
tissular, acelerando a formacao do complexo TFPI-FXa [32, 69, 70, 71].
Aumento de TFPI ocorre de maneira similar apos inje¢cdo subcutanea de HNF
ou de HBPM (enoxaparina), enquanto aumento na atividade anti-Xa é muito
maior apos administracdo de HBPM. Por essa razdo, Bara et al [72]
sugeriram que a liberacdo do TFPI pode ser consequente a fragmentos
diferentes dos responsaveis pelo aumento da atividade anti-Xa.

Dois outros mecanismos foram levantados para explicar o maior efeito
anti-Xa das HBPM em relagdo a HNF: 1) o fator plaquetario 4 (F4), liberado
durante a coagulacao, n&o inibe a agdo de oligossacarideos, ao contrario do
que ocorre com polissacarideos [73]; 2) o fator Xa, ligado a membrana
plaquetaria no complexo protrombinase, pode ser inativado pelas HBPM, ao

contrario do que ocorre com a HNF [28, 74].
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FARMACOCINETICA

As HBPM produzem, no ser humano, uma resposta anticoagulante mais
previsivel, em consequéncia de sua maior biodisponibilidade, maior meia-
vida e depuracado dose independente [59, 64]. A meia-vida da atividade anti-
Xa das HBPM varia entre 3 e 10 minutos apds injecdo intravenosa [68] e
entre 2 e 4 horas apds injegcdo subcutanea [72], mas essa atividade ainda
pode ser detectada por até 12 horas ou mais [10, 64, 68], apresentando
variagdo também entre uma e outra HBPM. Grande biodisponibilidade, com
maior meia vida biologica foi observada por Palareti et al [75], os quais
utilizaram, em pacientes, aplicacdao unica diaria durante o periodo pos-
operatério de cirurgia ginecoldgica, com intuito profilatico. Apds duas
aplicagdes diarias de HBPM, durante varios dias, existiu um aumento
consideravel da meia vida da atividade anti-Xa [10].

A depuracao plasmatica da atividade anti-lla (talvez pela neutralizagdo
pelo F4) € mais rapida do que a depuragao da atividade anti-Xa, o que é
verdade tanto para as HBPM como para a HNF, sendo essa diferengca mais
acentuada para as HBPM [72]. Este fato reflete a maior rapidez de
depuracao das cadeias maiores de heparina [59].

As diferengas farmacocinéticas entre a HNF e as HBPM podem ser
explicadas pela menor ligagdo das HBPM as proteinas plasmaticas [10],
como a glicoproteina rica em histidina, a vitronectina, a fibronectina [76], o
F4 [25, 77], os multimeros de alto peso molecular do fator de von Willebrand
[78, 79] e o fator VIII, sendo essas duas ultimas proteinas, algumas das que

reagem em respostas de fase aguda [64].
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Contribuem, também, para essas diferengas, a menor taxa de ligagao
das HBPM as células endoteliais [80, 81], com consequente diminuicdo de
sua internalizagcdo e despolimerizagao por enzimas lisossémicas [82]. Young
et al [81] demonstraram, em cultura de células endoteliais de veia umbilical
humana, estimuladas com trombina, que as HBPM possuem baixa afinidade
as ceélulas endoteliais e, desta maneira, a ligagdo e consequente
internalizacdo parecem exercer um papel minimo na depuracao das HBPM.

Foi observada interferéncia pequena ou ausente das HBPM sobre as
plaquetas, in vivo e in vitro [31, 83, 84, 85]. A interacdo entre plaquetas e
moléculas de heparina com menos de 5.000 daltons é reduzida,
especialmente em preparacdes que contém moléculas com alta afinidade a
AT [31]. Uma possivel explicacdo seria que as moléculas de baixo peso
molecular ndo sdo grandes o suficiente para se ligarem as plaquetas e a AT
ao mesmo tempo [85]. Xiao e Théroux [84] observaram que a enoxaparina
ndo produzia ativagao plaquetaria in vitro, quando quantificaram, através de
citometria de fluxo, a expressédo de P-selectina plaquetaria (CD 62) e GP lIb-
Illa ativada na membrana plaquetaria, bem como quando observaram
reduzida agregacao plaquetaria em plasma rico em plaquetas, de individuos
portadores de angina instavel, o que ocorria em individuos tratados com
HNF. Ja, Ageno et al [86] referem que, quando compararam grupos de
pacientes portadores de sindrome coronariana aguda, tratados com HBPM
ou HNF, menor incidéncia de pequenos sangramentos foi encontrada quando
utilizaram HBPM.

Portanto, é por esses aspectos que se explica a melhor
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biodisponibilidade das HBPM e, consequentemente, sua resposta
anticoagulante previsivel, quando sua dose é ajustada de acordo com o peso
do individuo, ndo necessitando de monitorizacao laboratorial [64].

Ap6s administracdo subcuténea, a taxa de eliminagcdo das HBPM é uma
combinagcdo da difusdo da droga na corrente sanglinea, somada,
principalmente, a eliminagcdo que ocorre via filtracdo renal. Por isso, a
monitorizagdo laboratorial € necessaria em individuos com insuficiéncia renal
[87].

Collignon et al [88] compararam os perfis farmacocinéticos de trés
heparinas de baixo peso molecular, dalteparina, enoxaparina e nadroparina,
e demonstraram que estas exibem padrdes farmacocinéticos e
caracteristicas fisico-quimicas significativamente diferentes entre si, além de
possuirem diferentes padrbes de excrecdo renal, explicando por que os
valores de meia-vida de eliminacao sio diferentes. Desta maneira, séo

consideradas drogas diferentes e ndo devem ser intercambiadas entre si.

MONITORIZAQAO LABORATORIAL

Retomando o que ja foi citado, as propriedades farmacocinéticas das
HBPM conferem a elas uma curva dose-resposta que tende a ser linear e seu
consequente efeito anticoagulante, altamente previsivel, dispensa a
necessidade de monitorizagao laboratorial durante sua utilizagao [7, 10, 30,
59, 60, 64], exceto em situacdes especiais, como em individuos com
alteracao da funcéo renal [87].

Outros pacientes tratados com HBPM também podem beneficiar-se da
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monitorizacao laboratorial, como aqueles que apresentam alto risco de
sangramento, gestantes, criangas, grandes obesos e individuos com alto
risco de recorréncia de trombose, como os portadores de sindrome de
Trousseau, sindrome do anticorpo antifosfolipide e de disturbios
mieloproloferativos [60].

A avaliacdo laboratorial mais sensivel para determinar o efeito
anticoagulante das HBPM é a mensuragao da sua concentragdo plasmatica
através da determinacdo da atividade anti-Xa [60, 64]. O método
cromogénico é o teste de escolha para essa avaliagdo. O intervalo
terapéutico da atividade anti-Xa, em individuos tratados devido a
tromboembolia, com 2 aplicagdes diarias, deve ser entre 0,5 e 1,0 Ul/ml, e o
sangue deve ser colhido 4 horas ap6s a administragdo da droga. O TTPA,
embora possa estar discretamente prolongado, nao é dutil para esta

monitorizagao [60].

APLICACOES CLINICAS

As HBPM tém indicacdo para prevencao de trombose venosa em
cirurgia geral, ginecologica, ortopédica, neurocirurgia, em politraumatismo,
bem como em pacientes clinicos. Essa indicacao € mais importante para
individuos de alto risco, como os submetidos a cirurgia ortopédica e para os
pacientes portadores de cancer. Tém indicagdo também para tratamento de
trombose venosa estabelecida, sindromes coronarianas agudas, como
angina instavel e infarto ndo Q, infarto agudo do miocardio e nas

angioplastias [7, 59, 86, 89]. E indicada também para o tratamento de
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tromboembolia pulmonar [90, 91].

As HBPM podem ser uma alternativa util no tratamento prolongado dos
disturbios tromboembdlicos em gestantes, individuos com grande risco de
interacdo medicamentosa, como os que fazem uso de quimioterapia,
pacientes que apresentam contra-indicagbes para a utilizacdo de
dicumarinicos, incluindo as reagbdes de hipersensibilidade, pacientes nos
quais a monitorizagéo laboratorial seja de dificil realizagdo, como alcoolistas

cronicos e portadores de disturbios psiquiatricos [59, 92].

COMPLICACOES DO TRATAMENTO HEPARINICO

Hemorragia

O principal efeito colateral das heparinas é o sangramento, o qual tem
sido frequentemente relacionado ao seu efeito anticoagulante, sendo entao
inevitavel. Porém, o efeito hemorragico pode estar relacionado com a dose
da heparina, com a resposta anticoagulante do individuo, com o método de
administragdo da droga e com outros fatores relacionados ao paciente, como
por exemplo, sexo feminino, doengas associadas, associacao de terapia
trombolitica e reduzidos niveis de hemoglobina na admiss&o hospitalar [93].

Entretanto, alguns estudos n&o demonstraram relacdo entre
sangramento e efeito anticoagulante da HNF, ja que sangramentos maiores,
foram observados na vigéncia de intervalos considerados “terapéuticos” do
TTPA [48, 49]. Tém-se considerado sangramentos maiores os que causam
diminuigdo  nos niveis de hemoglobina maior ou igual a 2 g/dl,

sangramento intraperitoneal, intracraniano ou se o sangramento resultar na
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transfus&o de duas ou mais unidades de concentrado de glébulos vermelhos
[94].

Alteracao do TS na vigéncia da heparinoterapia com HNF foi observada
por alguns autores [95, 96]. Essa alteracdo pode ser consequente a
alteragdes plaquetarias ou da parede vascular. Algumas hipéteses tém sido

levantadas para explica-la:

e Alteracdes plaquetérias

» Diminuicdo da agregacéao plaquetaria consequente a inibicdo da
trombina pela heparina [97]. Na presenca de antitrombina, a heparina,
inibindo a trombina, bloqueia a ativacdo de todas as atividades
plaquetarias induzidas pela trombina, incluindo geragcdo de
prostaglandinas e tromboxanas, elevagdo da concentragéao
citoplasmatica de calcio livre, mudanc¢a na forma, secre¢do do conteudo
dos granulos, ligagao com fibrinogénio e agregacgéao [1]. Fernandez et al
[98] sugeriram também que a heparina poderia inibir a
producao de trombina na superficie plaquetaria, via inibicao do fator Va
ou através de outro efeito na plaqueta per se até entdo inexplicado.

» Alteracdo nas propriedades hemostaticas plaquetarias,
independente do efeito da heparina sobre a coagulagcdo do plasma,
mecanismo proposto por Heiden et al [96] que, em experimento com
voluntarios sadios, observaram aumento significativo do TS apds
administracdo de HNF e diminuigcdo significativa da liberagao

plaquetaria de serotonina, ex vivo, em resposta ao colageno, epinefrina
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e ADP.

» Inibicdo das fungbes hemostaticas plaquetarias dependentes
do FVW pela ligagdo direta da heparina a esse fator em solugéao,
interferindo com sua ligagcdo a GPIb na superficie plaquetaria, desde
que o sitio de ligagdo do FYW com a heparina coincide, em parte, com o

dominio de ligagao para o receptor plaquetario GPIb [78].

e Alteragcao da parede vascular

Alguns autores observaram que heparina, como outros
glicosaminoglicanos sulfatados, tinha um importante efeito anti-
hemostatico quando aplicada topicamente a ferida em pele, promovendo
aumento do sangramento de pequenos vasos e capilares [95, 99, 100].
Ja, em 1989, Nader et al [33] observaram que a atividade inibitéria do
processo hemostatico consequente a adigao, a tecidos lesados de ratos,
de moléculas de heparina ou simplesmente de dissacarideos derivados
do heparan sulfato, contendo um sulfato na posicao C6, na metade
glicosamina, poderia ser revertida pela adicdo de adenosina trifosfato
(ATP), que deslocaria a heparina ligada ao receptor celular. Alguns
estudos demonstraram que o ATP e a adenosina difosfato (ADP), em
baixas concentracdes, eram habeis para deslocar a heparina ligada a
receptores teciduais e reverter sua atividade inibitéria. Estudos
experimentais demonstraram que a heparina inibia competitivamente

a hidrdélise do ATP pela miosina ATPase [99]. Os autores interpretaram
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estes resultados combinadamente, supondo que a heparina se

ligava a uma molécula similar a miosina das células musculares lisas

dos vasos, inibindo sua contratilidade e aumentando o sangramento

[101].

Atualmente, ndo existe concordancia entre os dados disponiveis na
literatura, em relagdo a incidéncia e magnitude de sangramentos
associados com a utilizacdo de HBPM. Alguns estudos [37, 75] sugerem que
a utilizagcdo de HBPM esta associada com menor incidéncia e magnitude de
sangramentos. Outros, ndo encontraram diferengas na incidéncia de
sangramento quando compararam grupos de pacientes tratados com HBPM
com grupos tratados com HNF ou com placebo [57, 89, 102]. Sangramentos

fatais foram relatados com a utilizacdo de HBPM [103, 104, 105].

Trombocitopenia induzida pela heparina (TIH)

Trombocitopenia induzida pela heparina (TIH) é um efeito adverso
imunomediado, definido como diminuigdo na contagem plaquetaria em mais
de 50% em relagdo a contagem inicial ou contagem plaquetaria menor do
que 100.000/mm?® em duas medi¢cdes consecutivas, que ocorre tipicamente
apos 5 ou mais dias do inicio da heparinoterapia [106], seguido de um
consecutivo aumento dentro de 8 dias apds a interrupcao da utilizagado da
droga [107]. A TIH pode ocorrer sem outras manifestagdes clinicas ou ser
acompanhada por tromboses arteriais ou venosas. Deve-se excluir outras

causas de trombocitopenia, como perda sanguinea, trombocitopenia
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induzida por outras drogas, quimioterapia, purpura trombocitopénica
idiopatica, purpura pds-transfusional, sindrome do anticorpo antifosfolipide e
coagulagao intravascular disseminada [107].

Suspeita-se que o alvo antigénico dos anticorpos da classe IgG seja um
complexo multimolecular, formado pelo F4 e pela heparina [108]. Esse
imunocomplexo ativa as plaquetas, por meio do receptor Fc, produzindo
agregacgao plaquetaria e, consequentemente, trombocitopenia e/ou trombose
[106, 109].

Warkentin et al [110] descreveram a incidéncia de TIH em individuos
submetidos a cirurgia de quadril, que utilizaram HNF ou HBPM na profilaxia
contra disturbios tromboembdlicos e verificaram diminuicdo desta
complicagdo quando utilizaram HBPM (2,7% com HNF x 0% com HBPM).
Observaram também que a frequéncia do aparecimento dos anticorpos,
mesmo na auséncia da TIH, foi maior nos individuos que receberam HNF.
Resultados concordantes foram obtidos em estudo multicéntrico, onde
Lindhoff-Last et al [107] também encontraram menor incidéncia de TIH em
individuos tratados com HBPM, comparados a individuos tratados com HNF,
no periodo definido como de tratamento curto (5 a 7 dias) e menor incidéncia
de anticorpos detectados apos 28 dias nos individuos tratados com HBPM.

A TIH foi, inicialmente, mais frequentemente associada ao uso da
heparina proveniente de pulm&o bovino, mas estudos subsequentes néo
demonstraram qualquer diferenca na incidéncia dessa complicagéao,

com essa ou com a heparina provinda do intestino porcino [1].
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Hoje, as heparinas utilizadas sdo apenas de origem porcina devido ao risco
de contaminacéo dos materiais bioldgicos de origem bovina.

E importante enfatizar que as HBPM ndo devem ser utilizadas para o
tratamento dos disturbios tromboembdlicos quando ocorre TIH, em individuos
previamente tratados com HNF, devido a extensiva reacao cruzada entre as

duas formas de heparina [7].

Osteoporose

HNF ou HBPM sao geralmente administradas por curto periodo de
tempo quando um imediato efeito anticoagulante ¢é necessario, sendo o
tratamento continuado com os dicumarinicos. Entretanto, durante a gestacao,
a utilizacado de HNF ou HBPM é preferida para prevencédo e tratamento de
tromboembolismo, prevencao de embolia sistémica
secundaria a presenca de valvulas cardiacas metalicas e prevencao de perda
fetal na vigéncia de anticorpo antifosfolipide. Nessas e em outras
circunstancias nas quais a heparinoterapia € indicada por longos periodos,
existe o risco de osteoporose [92, 111, 112, 113].

Reducédo significativa da densidade Ossea foi relatada em 30% dos
individuos e fraturas vertebrais sintomaticas ocorreram entre 2 e 3% dos
pacientes que receberam heparina por periodos maiores do que um més. A
incidéncia de fraturas vertebrais em mulheres recebendo heparina, durante a
gestacao, foi de 2,2% [114].

Estudos em animais, como com ratos Sprague-Dawley, tém demonstrado

que o tratamento com heparina esta associado com diminuicdo do numero de
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osteoblastos, diminuicdo na quantidade de colageno ndo mineralizado
(ostedide) e aumento na superficie dos osteoclastos, indicando que a
heparina causa perda 6ssea por diminuicdo na taxa de formacao e aumento
na reabsorcao 6ssea [115].

Monreal et al [92] demonstraram que fraturas vertebrais ocorrem menos
frequentemente em individuos tratados por longo prazo com HBPM do que
em individuos tratados com HNF (15% x 2,5%).

Novos anticoagulantes estdo sendo extensivamente estudados, visando
melhoria da terapéutica antitrombética [116]. Entretanto, a HNF e as HBPM
continuam sendo, até o momento, as drogas de escolha quando se necessita

efeito antitrombodtico imediato.
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ASSOCIACAO DE DOSES BAIXAS DE HEPARINA
NAO FRACIONADA E DE HEPARINA DE BAIXO
PESO MOLECULAR NA PREVENCAO DE

TROMBOSE VENOSA EXPERIMENTAL



Abreviaturas

ABREVIATURAS
e ADP - Adenosina difosfato
e AT — Antitrombina
e ATP - Adenosina trifosfato
e F — fator
e g-—grama
e HBPM - heparina de baixo peso molecular
e HNF — heparina nao fracionada
e kDa - quilodalton
e ml — mililitro
e rpm — rotagcdo por minuto
e TFPI — Inibidor da via do fator tecidual
e TS - Tempo de sangramento
e TSf — Tempo de sangramento final
e TSi — Tempo de sangramento inicial
e TT - Tempo de trombina
e TTPA — Tempo de tromboplastina parcial ativada
e TVP — trombose venosa profunda

e Ul — Unidade internacional
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RESUMO

Potencializacao da atividade anti-Xa e da liberagédo do inibidor da via do
fator tecidual (TFPI) pelas células endoteliais produzida pela associagao de
doses baixas de heparina de baixo peso molecular (HBPM) e de heparina
nao fracionada (HNF) tem sido observada. O presente trabalho foi realizado
com o objetivo de verificar se essa associagdo € ao menos tdo eficaz, na
prevencao de trombose venosa experimental, quanto doses maiores,
eficazes de HNF ou HBPM, utilizadas separadamente. Para tal, 71 ratos
foram aleatoriamente distribuidos em 7 grupos: grupo controle (C), tratado
com agua destilada; Hsso com HNF 350 Ul/kg; E; com enoxaparina 2 mg/kg;
H47s com HNF 175 Ul/kg; E1 com enoxaparina 1 mg/kg; Hi7s + E1 com HNF
175 Ul/kg e enoxaparina 1 mg/kg e Hipot Eos com HNF 100 Ul/kg com
enoxaparina 0,5 mg/kg. Quarenta minutos apos a injecdo subcutanea das
drogas, a trombose foi induzida pela ligadura da veia cava posterior e de
suas tributarias. Trés horas apds, os animais foram reanestesiados e as
veias foram retiradas e abertas para verificar a presencga do trombo. Quando
presente, o trombo foi retirado e pesado, fresco e apds secagem. Tempo de
sangramento (TS) foi medido no inicio e no final do experimento. Tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA) e tempo de trombina (TT) foram
determinados no final do experimento, em sangue colhido por pungao
cardiaca e os animais foram submetidos a eutanasia por super dosagem de
anestésico. Outros 48 animais foram tratados da mesma maneira, sem a
inducdo da trombose venosa, e os testes foram realizados quarenta minutos

apos a injecao das drogas. Houve desenvolvimento do trombo em 90,9%
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dos animais do grupo C, em 20% no Hsso, em 22,2% no Ez, em 10% no
H47stE1 e em 30% no Hy75+tEps, havendo diferenga  estatisticamente
significativa entre esses grupos e o controle, quanto a frequéncia e ao peso
dos trombos. Nos grupos Hq75 e E4 0 trombo desenvolveu-se em 70% dos
animais. Apenas nos animais dos grupos Hsso € Hi7s5tEq, 0 TT e o TTPA
estavam prolongados em relagdo ao grupo controle, no final do experimento.
Quarenta minutos apds a injecdo das drogas, o TT estava prolongado nos
grupos Hssp e Hy7s+E4. Em conclusdo, a combinagcdo de doses mais baixas
de HNF e HBPM foi tado efetiva para a prevencao do desenvolvimento de
trombos na veia cava de ratos, quanto doses eficazes de cada uma das
drogas utilizadas separadamente. Outros estudos experimentais e clinicos
devem ser realizados para confirmar a eficacia e a seguranga dessa
associagdo, o que podera permitir seu uso na pratica clinica e diminuir os

custos do tratamento.

PALAVRAS CHAVES
e heparina, heparina de baixo peso molecular, trombose experimental,

trombose venosa.
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ABSTRACT
Potentiation of the anti-Xa effect and of the release by endothelial cells

of tissue factor pathway inhibitor (TFPI) of low molecular weight heparin
(LMWH) by low doses of unfractionated heparin (UH) have been observed.
With the aim at verifying if this association is at least as effective as high
doses of UH or LMWH, separated, in preventing experimental venous
thrombosis, 71 rats, after anesthesia with sodium pentobarbital, were
randomly allocated into 7 groups of treatment: control group (C) treated with
distilled water; Hzso with heparin 350 Ul/kg; E, with enoxaparin 2 mg/kg; H17s
with heparin 175 Ul/kg; E4 with enoxaparin 1mg/kg; Hq75 + E¢ with heparin
175 Ul/kg plus enoxaparin 1mg/kg and Hqoo + Eo 5 with heparin 100 Ul/kg plus
enoxaparin 0,5 mg/kg. Forty minutes after sub-cutaneous injection of the
drugs, venous thrombosis was induced by ligation of the caudal vena cava
and its branches. Three hours latter, the animals were re-anesthetized and
the vein was dissected free and opened to verify the presence of thrombus. If
present the thrombus was withdraw and weighted, fresh and after drying.
Bleeding time (BT), was measured at the beginning and at the end of the
experiment. Activated partial thromboplastin time (APTT) and thrombim time
(TT) were measured at the end of the experiment in blood taken by cardiac
puncture and the animals were submitted to euthanasia by an over dose of
anesthetics. In another 48 animals treated the same way, without thrombus
induction, these tests were performed  forty  minutes  after
injection of drugs. Thrombus developed in 90.9% of the animals of the group

C, in 20% in Hssg, in 22,2% in Es, in 10% in H475+E1 and in 30% in
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H475+Eo 5, being the frequency and the weight of the thrombus statistically
different between these groups and the control group. In Hy75 and E4 thrombi
developed in 70% of animals. Only in the animals of the Hsso and of Hy75+E;4,
TT and APTT were prolonged in relation to C group in the end of the
experiment. Forty minutes after drugs injection, TT was prolonged only in the
groups Hsso and Hq7s + E4. In conclusion combination of low doses of
unfractionated heparin and low molecular weight heparin were so effective
as high doses of each one of these substances used alone, for the prevention
of thrombus development in the vena cava of rats. Further experimental and
clinical studies must be performed to confirm the efficacy and safety of this
combination scheme, allowing its use in clinical practice and possibly

lowering the costs of treatment.

KEY WORDS
e Heparin, low molecular weight heparin, venous thrombosis,

experimental thrombosis.
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INTRODUCAO

A droga padrdo utilizada para a prevengao e tratamento de eventos
tromboembdlicos é a heparina. Essa substancia foi descoberta, em 1916, por
McLean [1] e vem sendo utilizada desde meados do século 20 [2].

A heparina nao fracionada (HNF) é uma substadncia heterogénea em
relacdo ao seu peso molecular, estrutura, atividade anticoagulante e
afinidade cromatografica. Ela é um glicosaminoglicano composto por
moléculas de diferentes pesos, variando entre 2 e 40 kDa (média de 15 a 18
kDa) [3, 4]. Uma sequéncia pentassacaridica especifica é o elemento
estrutural crucial para a ligacdo de alta afinidade da heparina com a
antitrombina (AT) [5, 6, 7], formando um complexo, que promove uma
mudanga conformacional no centro reativo da AT, aumentando a velocidade
da sua acao inibidora [8]. O complexo AT/heparina inativa um grande numero
de enzimas da coagulacéao, incluindo Flla (trombina), FXa, FXlla, FXla, FIXa,
Moléculas de heparina que contém menos de 18 sacarideos ndo se ligam
simultaneamente a trombina e AT e sdo incapazes de catalisar a inibicao da
trombina. Em contraste, fragmentos pequenos de heparina, que contém a
sequéncia pentassacaridica de alta afinidade, catalisam a inibicdo do fator
Xa pela AT [10, 11, 12].

A heparina apresenta limitagcdes farmacocinéticas e biofisicas. As
primeiras sdo relacionadas as suas ligagbes com proteinas plasmaticas,
células endoteliais e leucdcitos, resultando em um complexo mecanismo de

depuragdo, na variabilidade da resposta anticoagulante, bem como na
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resisténcia a heparina. As limitagbes biofisicas ocorrem porque o complexo
AT/heparina é incapaz de inativar o FXa do complexo protrombinase e a
trombina ligada a fibrina ou as superficies celulares [9].

As heparinas de baixo peso molecular (HBPM) sdo fragmentos da HNF,
[13]; sdo heterogéneas em tamanho, variando seu peso molecular entre 1
kDa e 10 kDa, com média entre 4 e 5 kDa. Como apenas 25 a 50% das
moléculas contém 18 sacarideos necessarios para a inibicdo da trombina, a
relacdo entre as atividades anti-Xa e anti-lla das HBPM pode variar de
1,9:1,0 2 4,0:1,0 [14] .

As HBPM produzem uma resposta antitrombdtica com melhor relacao
dose-efeito, refletindo sua maior biodisponibilidade, maior meia-vida e
depuracao dose-independente. Sua diferenca farmacocinética, em relagéo a
HNF, pode ser explicada pela menor afinidade as proteinas plasmaticas,
células endoteliais e macrofagos. As possiveis menores incidéncia e
magnitude de sangramento se devem a pouca inibicdo da funcao plaquetaria,
ao fato de ndo causarem aumento da permeabilidade microvascular, a sua
baixa afinidade com as células endoteliais e ao fator de von Willebrand [13].
Como ocorre com a HNF, as HBPM também induzem liberagao, pelas células
endoteliais, do inibidor da via do fator tecidual (TFPI), o que aumenta a
inibigdo do FXa [15, 16, 17].

Desta maneira, as HBPM sao, pelo menos, tdo eficazes e seguras
quanto a HNF para a prevencao e tratamento dos eventos tromboembadlicos.
Além disso, sdo de facil administracdo e ndo necessitam de monitorizacao

laboratorial, na maioria dos casos [3,9, 13, 14, 18, 19, 20, 21]. O fator
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limitante para sua utilizacdo em larga escala, no tratamento e profilaxia de
doencga tromboembdlica, principalmente nos paises em desenvolvimento, é
seu alto custo.

Perez-Requejo et al [22], em 1997, relataram efeito sinérgico, ex vivo,
na associacido de baixas doses de HNF e de HBPM, observando que a
atividade anti-Xa gerada ap6s a injegao subcutanea de 1.000 Ul de HNF,
associada a 20 mg de enoxaparina, era maior do que seria a esperada pela
adicdo dos efeitos anti-Xa gerados pela administracdo de cada uma destas
drogas separadamente.

Altman et al [23], em 1999, demonstraram que, quando se administram
doses baixas de HNF e de HBPM, ocorre sinergismo na liberagdo do TFPI
livre pelas células endoteliais e que o aumento do TFPI livre no plasma
mantém-se por tempo mais prolongado do que quando as heparinas sé&o
utilizadas isoladamente.

Considerando esses dados, este trabalho foi realizado com o objetivo de
investigar o efeito da associagdo de HBPM e HNF em doses menores do que
as doses eficazes, quando administradas isoladamente, para impedir a
formacao de trombo induzido, experimentalmente, em veia cava posterior de
rato.

MATERIAL E METODO

Animais

Cento e dezenove ratos da raga Wistar, machos, com peso entre 230 a
530 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual Paulista

(UNESP) - Campus de Botucatu, foram utilizados de acordo com a Lei



Material e Método

Federal numero 6638 de 08/05/1979, que estabelece normas para a pratica
didatico-cientifica da vivissecgado de animais. O presente projeto foi aprovado
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina de Botucatu - UNESP.

Os animais foram mantidos a temperatura ambiente, e o acesso a
comida foi restringido nas 12 horas que antecederam o experimento.
Drogas
e HNF - Liquemine® - Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos SA,
S&o Paulo, Brasil.
e HBPM - Clexane® - Rhodia Pharma, S&o Paulo, Brasil.
Reagentes
e Reagentes para TT — Dade® Thrombin Reagent - Dade Behring —
Marburg, Germany.
e Reagentes para TTPA - Platelin® LS — Organon Teknika Corporation —
Box 15969 Durham, North Carolina, USA.
Grupos experimentais
Os animais foram anestesiados por injecdo intraperitoneal de
pentobarbital sédico (35 mg/kg) e foram sorteados para um dos seguintes
grupos experimentais:
e Grupo C: grupo controle, 11 animais tratados com agua destilada, na
dose de 0,1 ml/kg;
e Grupo Hsso: 10 animais tratados com heparina, na dose de 350 Ul/kg

de peso;
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e Grupo E;: 9 animais tratados com enoxaparina, na dose de 2,0 mg/kg
de peso;

e Grupo Hq75: 10 animais tratados com heparina, na dose de 175 Ul/kg

de peso;

e Grupo E4: 10 animais tratados com enoxaparina, na dose de 1,0

mg/kg de peso;

e Grupo Hy7s + E¢: 10 animais tratados com heparina, na dose de 175

Ul/kg de peso, e enoxaparina, na dose de 1,0 mg/kg de peso;
e Grupo Hipo + Eo5: 10 animais tratados com heparina, na dose de 100
Ul/kg de peso, e enoxaparina, na dose de 0,5 mg/kg de peso.

As drogas foram diluidas em agua destilada e esterilizada, de maneira
gue os animais, em todos os grupos, recebessem um volume de 0,1 ml/kg de
peso, por via subcutanea.

As doses utilizadas nos grupos Hsso e E, foram determinadas em
experimento piloto, como sendo as doses minimas eficazes na prevengao da
formagao de trombos, nesse modelo.

Os animais foram medicados por outro membro da equipe, sem que a

pesquisadora tivesse prévio conhecimento da medicacdo utilizada em
cada animal.

Inducéo da trombose venosa

Quarenta minutos ap6s a medicacédo, o abdome dos animais foi aberto
cirurgicamente para a indugdo da trombose venosa, segundo o modelo de

Reyers modificado [24, 25]: a veia cava inferior foi delicadamente isolada e
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foram ligadas todas as tributarias presentes até os 2 cm distais a confluéncia
da veia renal esquerda. A veia cava foi, entdo, ligada com fio de algod&o, em
local imediatamente caudal a veia renal esquerda. Apds a ligadura, o
abdome foi fechado com pontos totais de fio de algodao.

Trés horas apdés a indugdo da trombose, os animais foram
reanestesiados e o abdome foi reaberto para verificagdo da presenca de
trombo. A veia cava inferior foi retirada e aberta em sentido longitudinal.
Quando presente, o trombo foi retirado e pesado, imediatamente e apéds
permanecer por 24 horas em estufa a 37 °C (peso seco).

Tempo de sangramento (TS)

O TS foi medido antes da medicacdo e no momento da avaliagcdo da
trombose. Para tal, foi realizada uma incisdo longitudinal de 3 mm de
comprimento por 2 mm de profundidade, na face ventral da cauda do animal,
entre 8 e 9 cm do final desta, evitando-se grandes veias. A cauda foi
mergulhada em uma proveta com soro fisiolégico a 37 °C. O tempo de
sangramento foi mensurado desde o momento da incisdo até o final do
sangramento [26, 27, 28, 29, 30].

Determinacdo do tempo de trombina (TT) e tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA)

Apds a retirada da veia cava, foram coletados 3 ml de sangue, por
puncao cardiaca, que foram colocados em tubo contendo citrato de sddio a
3,8%, na proporcao de 9:1, imediatamente centrifugados a 2.500 rpm,
durante 15 minutos, para a separacao do plasma e determinacdo do TT e

TTPA.



Material e Método

Imediatamente apds, os animais foram submetidos a eutanasia com
superdosagem de anestésico.
TS, TT e TTPA no momento correspondente a inducdo da trombose

Outros 48 animais, com as mesmas caracteristicas citadas, foram
anestesiados e sorteados para grupos com o0S mesmos regimes de
medicagcao descritos anteriormente: C’, H'ss0, E'2, H'175, E'1, H'175 + E4, H'100
+ E0,5.

Os animais foram medicados sem que a pesquisadora tivesse
conhecimento prévio da droga e dose utilizadas. Quarenta minutos apds a
medicacao, foi determinado o TS e feita coleta de sangue por puncéo
cardiaca, para determinacédo do TT e TTPA. Imediatamente apds, os animais
foram submetidos a eutanasia.

Andlise estatistica

Para as variaveis que apresentaram distribuicdo normal e
homogeneidade de variédncia foi utilizada analise de varidncia. Para as
variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal e/ou homogeneidade de
variancia foi utilizado o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis. O teste de
Wilcoxon foi utilizado para a variavel TS a fim de ser feita a comparacéao
entre os momentos inicial e final. Para comparacdao das propor¢cdes dos
animais, em relacao a presenca de trombo, foi utilizado o teste de Goodman
[31, 32].

O nivel de significancia utilizado foi de 5%.
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RESULTADOS

Peso dos Animais

Nao houve diferenca estatisticamente significativa no peso dos animais, entre
0s grupos experimentais (p < 0,05).

Presenca de Trombo

No grupo controle (C), 10 dos 11 animais apresentaram trombo (90,9%).
Os animais tratados com heparina na dose de 350 Ul/kg (Hss0), com
enoxaparina na dose de 2 mg/kg (Ez) e com as duas associacdes de
heparina com enoxaparina (Hi7s + E41 € Higo + Eo5) apresentaram numero de
trombos estatisticamente menor do que os animais do grupo controle. Nao
houve diferenca estatistica entre o numero de animais com trombo nos
grupos tratados com doses menores de heparina ou enoxaparina, em relagao
aos demais grupos (figura 1 e tabela 1).

Peso dos trombos

As medianas dos pesos dos trombos frescos, nos diferentes grupos
experimentais, sao apresentadas na tabela 1 e figura 2. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre as medianas dos pesos dos trombos, nos
animais dos grupos C e dos grupos Hasso, E2, Hi7s + E1 € Hypo + Eg5 (p < 0,05), 0s
quais nao diferiram entre si. Os grupos H17s € E1 ndo diferiram dos demais grupos.

Os resultados da analise estatistica, referentes aos pesos dos trombos

secos, nao diferiram dos resultados da analise dos pesos dos trombos frescos.
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Figura 1: Distribuicdo de frequéncias de animais com trombo, nos grupos
estudados. C = controle, Hisso = heparina 350 Ul/kg, E, = enoxaparina 2,0 mg/kg,
H475 = heparina 175 Ul/kg, E4 = enoxaparina 1,0 mg/kg, Hq75 + E4 = heparina 175
Ul/kg + enoxaparina 1,0 mg/kg, Hioo + Eo 5 = heparina 100 Ul/kg + enoxaparina
0,5 mg/kg. Grupos representados pelas mesmas letras nao diferiram
estatisticamente.
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Tabela 1 - Freqliéncia de animais com trombo e mediana dos pesos dos trombos
frescos nos diferentes grupos experimentais

Grupo N Animais Mediana dos pesos dos trombos
com trombo frescos
N° % (9)
C 11 10 90,9° 0,03010°
Haso 10 2 20,0° 0,00000°
E, 9 2 22,2° 0,00000°
Hi7s 10 7 70,0%° 0,00285%
E, 10 7 70,0%° 0,00100%°
Hy7s + Eq 10 1 10,0° 0,00000"
H1o0 + Eos 10 3 30,0° 0,00000°

C = controle, Hss0 = heparina 350 Ul/kg, E, = enoxaparina 2,0 mg/kg, Hq7s =
heparina 175 Ul/kg, E; = enoxaparina 1,0 mg/kg, Hy75 + E; = heparina 175 Ul/kg +
enoxaparina 1,0 mg/kg, Hqg + Eo 5 = heparina 100 Ul/kg + enoxaparina 0,5 mg/kg.
Em cada coluna, valores seguidos pelas mesmas letras n&do diferiram
estatisticamente.
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Figura 2 — Mediana (—), média (+), quartis e valores maximos e minimos dos pesos
dos trombos frescos, nos grupos de animais submetidos aos diferentes tipos de
tratamento. C = controle, Hiso = heparina 350 Ul/kg, E, = enoxaparina 2,0 mg/kg,
H47s = heparina 175 Ul/kg, E; = enoxaparina 1,0 mg/kg, H475 + E; = heparina 175
Ul/kg + enoxaparina 1,0 mg/kg, H1oo + Eo s = heparina 100 Ul/kg + enoxaparina 0,5
mg/kg. Grupos representados pelas mesmas letras nao diferiram estatisticamente.



Resultados

Tempo de sangramento

Os tempos de sangramentos, inicial (TSi) e final (TSf), séo
apresentados na figura 3. Houve variagdo estatisticamente significativa
apenas entre o TSi e o TSf, nos grupos tratados com heparina 350 Ul/kg e
175 Ul/kg. Houve também aumento nos grupos His + E1 e Eq que,

entretanto, ndo foi significativo.
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Figura 3 - Tempo de sangramento inicial (TSi) e final (TSf) nos grupos de animais
submetidos aos diferentes tipos de tratamento. C = controle, H35¢ = heparina 350
Ul/kg (TSf > TSi, p < 0,05), E, = enoxaparina 2,0 mg/kg, Hq75 = heparina 175 Ul/kg
(TSf > TSi, p < 0,05), E; = enoxaparina 1,0 mg/kg, Hi75 + E4 = heparina 175 Ul/kg +
enoxaparina 1,0 mg/kg, Hqg + Eo s = heparina 100 Ul/kg + enoxaparina 0,5 mg/kg.
TSi e TSf, em cada grupo, representados pelas mesmas letras nao diferiram
estatisticamente.
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Os valores de TS realizado 40 minutos ap6s a medicacao (TS40) sao
apresentados na figura 4. Nao houve diferenca estatisticamente significativa

em relagcao a essa variavel nos grupos analisados (p= 0,076).
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Figura 4 — Média e desvio-padrédo do TS, 40 minutos apés a medicagao dos animais
submetidos aos diferentes tipos de tratamento. C’ = controle, H'350 = heparina 350
Ul/kg, E', = enoxaparina 2,0 mg/kg, H'175 = heparina 175 Ul/kg, E'y = enoxaparina
1,0 mg/kg, H'475 + E4 = heparina 175 Ul/kg + enoxaparina 1,0 mg/kg, H'100 + Eo5 =
heparina 100 Ul/kg + enoxaparina 0,5 mg/kg. N&o houve diferencga estatistica entre
os grupos (p > 0,05).
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Tempo de trombina (TT) e tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPA)

Os resultados do TT e do TTPA, nos diversos grupos de animais em

que foi induzida a trombose, sao apresentados nas figuras 5 e 6,

respectivamente. Nos grupos Hsso e Hi7s+tEq, esses tempos foram

significativamente maiores do que os do grupo controle (p < 0,001).
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Figura 5 — Mediana (—), média (+), quartis e valores maximos e minimos do TT, no
término do experimento, nos grupos de animais em que foi induzida trombose. C =
controle, Hizso = heparina 350 Ul/kg, E; = enoxaparina 2,0 mg/kg, Hq75 = heparina
175 Ul/kg, E; = enoxaparina 1,0 mg/kg, Hi7s + E; = heparina 175 Ul/kg +
enoxaparina 1,0 mg/kg, Hioo + Eoq 5 = heparina 100 Ul/kg + enoxaparina 0,5 mg/kg.
Grupos representados pelas mesmas letras nao diferiram estatisticamente.
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Figura 6 — Mediana (—) média ( + ), quartis e valores maximos e minimos do TTPA,
no término do experimento, nos grupos de animais em que foi induzida trombose. C
= controle, Hss0 = heparina 350 Ul/kg, E, = enoxaparina 2,0 mg/kg, H475s = heparina
175 Ul/kg, E1 = enoxaparina 1,0 mg/kg, Hi7s + E; = heparina 175 Ul/kg +
enoxaparina 1,0 mg/kg, Hig + Eo 5 = heparina 100 Ul/kg + enoxaparina 0,5 mg/kg.
Grupos representados pelas mesmas letras nao diferiram estatisticamente.
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Os valores do TT dos 48 animais utilizados apenas para avaliagao da
hemostasia sdo apresentados na figura 7. Nos grupos Hsso, Hi7s, Hi75tE¢ €
Hi00+ Eos 0 TT foi significativamente maior do que no grupo controle (p <
0,001). Nos dois grupos de animais tratados apenas com enoxaparina, o TT

nao diferiu do encontrado no grupo controle.
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Figura 7 — Mediana (—), média (+), quartis e valores maximos e minimos do TT, 40
minutos apdés a medicagao, nos grupos de animais submetidos aos diferentes tipos
de tratamento. C’ = controle, H'350 = heparina 350 Ul/kg, E’;, = enoxaparina 2,0
mg/kg, H’i7s = heparina 175 Ul/kg, E'y = enoxaparina 1,0 mg/kg, H'i75s + E4 =
heparina 175 Ul/kg + enoxaparina 1,0 mg/kg, Hio + E'gs = heparina 100 Ul/kg +
enoxaparina 0,5 mg/kg. Grupos representados pelas mesmas letras nao diferiram
estatisticamente.
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Os valores do TTPA desses animais sao apresentados na figura 8.
Quarenta minutos ap6s a injegao das drogas em estudo, os animais dos
grupos Hsso € Hy7s+ E4 apresentaram TTPA significativamente maior que o
encontrado nos animais do grupo controle (p < 0,001). O grupo Hasso diferiu
estatisticamente dos dois grupos em que os animais foram tratados apenas

com enoxaparina.
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Figura 8 — Mediana (—), média (+), quartis e valores maximos e minimos do TTPA,
40 minutos apds a medicagado, nos grupos de animais submetidos aos diferentes
tipos de tratamento. C’ = controle, H’3s50 = heparina 350 Ul/kg, E’; = enoxaparina 2,0
mg/kg, H’i7s = heparina 175 Ul/kg, E’y = enoxaparina 1,0 mg/kg, H17s + E4 =
heparina 175 Ul/kg + enoxaparina 1,0 mg/kg, H’1o0 + Eos = heparina 100 Ul/kg +
enoxaparina 0,5 mg/kg. Grupos representados pelas mesmas letras nao diferiram
estatisticamente



Discussao

Os dados referentes a cada animal dos diferentes grupos experimentais
(peso do animal, presenga ou auséncia de trombo, pesos fresco e seco do

trombo, TS, TT e TTPA) sdo apresentados no anexo.

DISCUSSAO

Os resultados encontrados no presente trabalho indicam que as
associagcbes de HNF e HBPM, em doses baixas, que, isoladamente, nao
impediram o desenvolvimento do trombo nesse modelo animal, possuem
efeito antitrombodtico pelo menos tdo eficaz quanto o verificado com a
utiizacdo de doses maiores, que isoladamente impediram esse
desenvolvimento. Esses resultados concordam com os achados de Perez-
Requejo et al [22] e Altman et al [23], que mostraram potencializagdo do
efeito anti-Xa e da liberagdo do TFPI, apds injecdo da associagdo de doses
baixas de HNF e de HBPM.

Sinergismo no aumento da atividade anti-Xa, na vigéncia da
associagao, in vitro, de fragmentos de baixa afinidade a AT com as
heparinas, foi evidenciado por Young et al [33]. Esses autores administraram
HNF ou HBPM em voluntarios sadios e em pacientes submetidos a profilaxia
de TVP pds-operatoria e, in vitro, adicionaram os fragmentos de baixa
afinidade aos plasmas desses individuos. Amostras de plasmas de individuos
tratados com HNF apresentaram niveis de atividade
anti-Xa aumentados em 350% apoOs a adicdo desses fragmentos, que
teoricamente deslocariam a heparina com atividade anticoagulante das

proteinas plasmaticas. Essa mesma adicdao, em plasmas de individuos
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tratados com HBPM, provocou aumento de 25 a 35% da atividade anti-Xa.
Verificaram, ainda, que esse aumento era maior em plasmas de pacientes
do que em plasmas dos voluntarios sadios, provavelmente, devido ao
aumento das proteinas de reagdo de fase aguda [33]. Em nosso trabalho, é
possivel que a adicdo de moléculas de baixa afinidade a AT, contidas na
HNF, tenham provocado aumento na atividade antitrombdtica por esse
mesmo mecanismo.

Perez-Requejo et al [22], além dessa mesma explicagdo para o
fendmeno de potencializagdo do efeito anti-Xa que encontraram com essa
associagao, levantaram também a hipotese da importadncia da propriedade
anti-lla. Ofosu et al [34] estudaram HNF, derivados de baixo peso molecular
da heparina e outros polissacarideos sulfatados, como dermatan sulfato e
pentosan polissulfato, comparando a atividade anti-Xa e a capacidade para
inibir a geracao de trombina. Seus resultados mostraram que apenas a HNF
inibiu igualmente a trombina e o fator Xa e que os derivados de baixo peso
molecular foram os inibidores mais fracos da geracédo de trombina. Esses
autores sugeriram, assim, que a inativagao da trombina pode ser critica para
a eficacia das heparinas e heparindides, bem como de outros agentes
antitrombdticos e que um certo grau de atividade inibidora da trombina
parece ser necessaria para um otimo efeito antitrombético.

Embora a heparina seja largamente utilizada como agente
antitrombdtico, seus mecanismos de acdo nao sao totalmente

conhecidos.Outros mecanismos, além dos associados com a AT, podem
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estar relacionados com a agao antitrombdtica observada com a associacao
de HNF com HBPM.

Um desses mecanismos poderia ser a liberagdo do TFPI, que é o maior
inibidor fisiolégico da via extrinseca da coagulagao, ou via mediada pelo fator
tissular [35]. Alguns estudos recentes tém sugerido que o TFPI pode exercer
um papel significativo na antitrombose induzida pela heparina [15].

O TFPI é um inibidor de serino protease, que se liga ao fator Xa
inibindo-o e, uma vez em complexo com o fator Xa, liga-se ao complexo fator
tissular/fator Vlla e o inibe [36]. O TFPI ¢é encontrado em varios
compartimentos: 75% associado com superficies celulares endoteliais, 20%
ligado a lipoproteinas, 2,5% associado a plaquetas e 2,5% livre no plasma
[37, 38, 39, 40]. Varios estudos demonstraram que ambas heparinas, HNF e
HBPM, promoviam liberagdo de TFPI do compartimento relacionado com as
células endoteliais [15, 41]. Brown et al [42] evidenciaram elevacao menor e
mais tardia dos niveis do TFPI apds utilizagcdo de uma HBPM (dalteparina),
em relacdo aos niveis liberados e ao pronto aumento que se segue a
administragdo de HNF. Como ja referido, Altman et al [23] demonstraram que
a associagao de enoxaparina e baixas doses de HNF exercem efeito
sinérgico na liberagcdo de TFPI pelas células endoteliais, ex vivo, podendo
contribuir para o efeito antitrombdtico dessa associagao, por nds observado.

Nader et al [43] demonstram que a heparina aumentava, em cerca de 2
a 3 vezes, a sintese de heparan sulfato realizada pelas células endoteliais

em meio de cultura e que esse aumento ocorria imediatamente apds a
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exposi¢cao das células endoteliais a heparina. Demonstraram, também, que
ocorria aumento do grau de sulfatagdo nos residuos de acido urdénico do
heparan sulfato proveniente destas células. Esse mesmo efeito foi
demonstrado por Pinhal et al [44], utilizando outros agentes antitrombéticos,
entre eles algumas HBPM. Pinhal et al [45] demonstraram que um
tetrassacarideo pentassulfatado da heparina era o fragmento minimo do
composto capaz de exercer esses efeitos. No mesmo laboratério foi
demonstrada a existéncia de uma molécula de 47 kDa presente nas células
endoteliais, que se ligava com alta afinidade a heparina. Esta molécula,
provavelmente, poderia ser o receptor ou um dos receptores celulares
envolvidos com a sinalizagcdo de agentes antitrombdticos, para a produgao
endotelial de heparan sulfato, aumentando a prote¢cdo do vaso contra a
formacao do trombo [46]. Desta maneira, Pinhal et al [45] supdem que a
atividade antitrombdtica da heparina, in vivo, possa estar relacionada com
aumento do heparan sulfato. Visto que tanto a HNF como a HBPM atuam
aumentando a liberacdo de heparan sulfato pela célula endotelial, poder-se-
ia levantar a hipotese de que a associacao dessas duas heparinas levaria a
liberagdo de maior quantidade de heparan sulfato, também contribuindo com
o efeito antitrombodtico encontrado neste trabalho.

Houve alteragdo estatisticamente significativa do TS, quando se
compararam os momentos inicial e final, nos grupos de animais tratados
com HNF, nas doses de 350 Ul/kg e 175 Ul/kg. Esses resultados

concordantes com achados de estudos experimentais realizados em
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diferentes espécies animais, como em rato [47, 48, 49, 50], cachorro [51],
coelho [52]. Este prolongamento do TS pode ser explicado pela diminuigao
da agregacao plaquetaria, consequente a inibicdo da trombina pela heparina
[53]. E referido também um efeito dose-resposta, sendo o prolongamento do
TS diretamente proporcional a quantidade de fragmentos de heparina de alta
afinidade pela AT [50]. Heiden et al [54], em experimento com voluntarios
sadios, observaram aumento significativo do tempo de sangramento apds
administragcdo de HNF e diminui¢&o significativa da liberagdo plaquetaria de
serotonina, ex vivo, em resposta ao colageno, epinefrina e ADP,
caracterizando, assim, uma alteracdo nas propriedades hemostaticas
plaquetarias, independente do efeito da heparina sobre a coagulagcédo do
plasma.

Outra explicagdo para o prolongamento do TS pela heparina pode ser
dada a partir dos trabalhos de Cruz [55], Cruz et al [56] e Nader et al [57],
que observaram que heparina, como outros glicosaminoglicanos sulfatados,
tinha um importante efeito anti-hemostatico quando aplicada topicamente, em
ferimento provocado na pele de ratos, promovendo aumento do sangramento
de pequenos vasos e capilares. Nader et al [58] observaram que a atividade
inibitéria do processo hemostatico, resultante da adigcédo, a tecidos lesados
de ratos, de moléculas de heparina ou simplesmente de dissacarideos
derivados do heparan sulfato, contendo um sulfato na posicao C6, na metade
glicosamina, poderia ser revertida pela adicdo de ATP, que deslocaria a
heparina ligada ao receptor. Estudos experimentais, do mesmo grupo,

demonstraram que a heparina inibia competitivamente a hidrélise do
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ATP pela miosina ATPase [56]. Garcia et al [59] observaram diminuicdo da
perda sanglinea produzida pela heparina em cirurgias cardiopulmonares
com circulagcido extracorpdrea, lavando-se a cavidade toracica com solugdes
contendo ATP. Esses autores interpretaram esses resultados, supondo que a
heparina se ligava a uma molécula similar @ miosina das células musculares
lisas dos vasos, inibindo sua contratilidade e aumentando o sangramento.

Neste trabalho, diferentemente do que ocorreu com a HNF, ndo houve
alteracdo estatisticamente significativa do TS nos animais tratados com
enoxaparina, comparados com os animais do grupo controle, sugerindo que,
com essa HBPM, esses mecanismos sejam menos importantes. Resultados
similares foram encontrados com outras HBPM, tanto clinica como
experimentalmente [26, 60, 61]. Monreal et al [62], entretanto, nao
encontraram diferengas significativas no TS quando compararam grupos de
coelhos tratados com HNF (calciparina) e com dalteparina. Em humanos,
varios autores encontraram aumento do TS, in vivo e in vitro, quando
utilizaram HNF, e auséncia desse efeito com as HBPM [63, 64, 65, 66, 67,
68]. As associacgdes utilizadas de HNF e HBPM, neste trabalho, similarmente
as HBPM, néo alteraram o TS.

Como o TTPA e o TT séo sensiveis aos efeitos inibitérios da heparina
sobre a trombina, os resultados desses testes apresentaram-se prolongados
no grupo Hsso. No grupo Hi7s essas alteragbes ndo foram encontradas,
podendo-se concluir que talvez essa dose, isoladamente, n&do seja suficiente

para produzi-las. As alteragbes significativas desses testes,no grupo da



associagdao Hi7s + E4 podem, de alguma maneira, refletir o provavel
sinergismo do efeito anticoagulante dessa associagdo. Esse sinergismo na
resposta anticoagulante, entretanto, ndo ocorreu no grupo Hipo + Eos,
embora a associacdo dessas doses tenha promovido efeito antitrombatico.
Em concordédncia com diversos estudos prévios, ndo foram evidenciadas
alteragdes do TT e do TTPA nos grupos tratados exclusivamente com HBPM
[13, 68, 69, 70, 71].

O objetivo de se avaliar os testes de coagulagao aos 40 minutos foi o de
saber o valor dos mesmos no momento da indugdo da trombose. Dos 48
animais estudados, os que foram medicados com HNF apresentaram
alteracdo significativa do TT, o mesmo acontecendo com o0s que
apresentaram trombo em frequéncia semelhante ao grupo controle,
provavelmente devido a maior sensibilidade desse teste a presenca de
heparina, que, entretanto, ndo refletiu o efeito antitrombdético dos esquemas
terapéuticos utilizados. O TTPA apresentou resultados similares ao do TTPA
medido no final do experimento nos 71 animais, nao refletindo a acéo
antitrombadtica no grupo que recebeu a associagdo de doses menores das
duas heparinas.

Em conclusdao, no modelo experimental utilizado, as associagcdes de
HNF e HBPM, em doses menores do que as doses necessarias de cada
droga isoladamente, para prevencao do desenvolvimento de trombo, foram
tdo eficazes quanto cada uma dessas drogas utilizadas isoladamente, em
doses maiores.

Novos estudos, tanto experimentais como em seres humanos, sao
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necessarios para que a agao antitrombdtica e a seguranga dessa associagao
sejam confirmadas, viabilizando sua utilizagédo clinica e permitindo eventual

diminui¢cdo dos custos dos tratamentos antitrombéticos.
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ANEXO

Tabela 1 — Peso corporal, TS inicial, TS final, peso dos trombos fresco e seco, TT e TTPA, de

cada animal do Grupo C (controle)

Animal Peso  TSinicial TS final Peso do Peso do TT TTPA
do (s) (s) trombo trombo seco (s) (s)
animal fresco () (9)
(9)

3 480 73 117 0,0301 0,0271 NA NA
13 363 150 159 0,0146 0,0045 14 22
20 375 173 405 0,0081 0,0027 15 26
26 320 120 117 0,0516 0,0401 13 30
29 380 132 142 0,0000 0,0000 13 25
34 280 123 109 0,0550 0,0375 12 22
43 270 115 128 0,0407 0,0193 15 25
46 240 166 173 0,0184 0,0053 14 21
48 320 215 135 0,0405 0,0123 16 22
58 310 177 268 0,0247 0,0078 17 25
70 370 109 128 0,0372 0,0124 NA NA

NA — ndo avaliado

Tabela 2 — Peso corporal, TS inicial, TS final, peso dos trombos fresco e seco, TT e TTPA, de
cada animal do Grupo Hssg (heparina néo fracionada 350 Ul/kg)

Animal Pesodo TSinicial TS final Pesodo Pesodo TT TTPA
animal (g) (s) (s) trombo trombo (s) (s)
fresco (g) seco (Q)

6 510 80 137 0,0000 0,0000 350 59
11 363 132 166 0,0011 0,0006 77 38
17 340 197 279 0,0000 0,0000 350 66
27 350 126 247 0,0000 0,0000 350 87
28 360 143 351 0,0000 0,0000 350 63
42 260 134 133 0,0000 0,0000 75 39
52 300 223 266 0,0000 0,0000 82 35
57 290 160 121 0,0088 0,0027 350 45
59 370 117 134 0,0000 0,0000 350 64

66 380 144 154 0,0000 0,0000 350 50




Tabela 3 — Peso corporal, TS inicial, TS final, peso dos trombos fresco e seco, TT e TTPA, de
cada animal do Grupo E, (enoxaparina 2,0 mg/kg)

Animal Pesodo TSinicial TS final Pesodo Pesodo TT TTPA
animal (g) (s) (s) trombo trombo (s) (s)
fresco (g) seco (g)

5 520 96 160 0,0048 0,0027 21 28
10 372 125 133 0,0258 0,0209 14 24
14 362 229 109 0,0000 0,0000 17 26
24 370 100 182 0,0000 0,0000 23 25
32 315 100 128 0,0000 0,0000 15 36
36 270 153 140 0,0000 0,0000 NA NA
37 230 104 111 0,0000 0,0000 27 31
45 240 123 122 0,0000 0,0000 16 22
51 290 146 126 0,0000 0,0000 NA NA

NA — ndo avaliado

Tabela 4 — Peso corporal, TSinicial, TS final, peso dos trombos fresco e seco, TT e TTPA, de
cada animal do Grupo Hj;s (heparina néo fracionada 175 Ul/kg)

Animal Pesodo TSinicial TS final Pesodo Pesodo TT TTPA
animal (g) (s) (s) trombo trombo (s) (s)
fresco (g) seco ()

4 530 81 178 0,0000 0,0000 45 29
9 338 80 198 0,0120 0,0044 13 23
19 360 153 320 0,0071 0,0021 15 29
21 403 156 170 0,0045 0,0013 19 35
22 340 91 142 0,0057 0,0047 350 58
30 300 90 121 0,0000 0,0000 17 27
35 280 124 87 0,0012 0,0005 22 32
39 250 138 126 0,0000 0,0000 55 34
50 292 144 158 0,0353 0,0081 23 25

55 290 124 128 0,0003 0,0001 350 25




Tabela 5 — Peso corporal, TS inicial, TS final, peso dos trombos fresco e seco, TT e TTPA, de
cada animal do Grupo E; (enoxaparina 1 mg/kg)

Animal Pesodo TSinicial TS final Pesodo Pesodo TT TTPA
animal (g) (s) (s) trombo trombo (s) (s)
fresco (g) seco (g)

2 500 75 135 0,0000 0,0000 17 26
8 364 119 125 0,0148 0,0051 15 25
16 365 175 215 0,0108 0,0043 NA NA
25 340 139 213 0,0003 0,0001 14 29
31 330 287 152 0,0000 0,0000 13 22
41 240 140 169 0,0017 0,0005 15 25
49 290 164 155 0,0002 0,0001 30 28
54 300 128 138 0,0000 0,0000 51 26
60 360 108 242 0,0083 0,0032 13 19
69 350 114 151 0,0159 0,0057 NA NA

NA — ndo avaliado

Tabela 6 — Peso corporal, TS inicial, TS final, peso dos trombos fresco e seco, TT e TTPA, de
cada animal do Grupo H;s5+ E; (heparina ndo fracionada 175 Ul/kg + enoxaparina 1,0 mg/kg)

Animal Pesodo TSinicial TS final Pesodo Pesodo TT TTPA
animal (g) (s) (s) trombo trombo (s) (s)
fresco (g) seco ()

7 470 157 155 0,0000 0,0000 350 48
12 400 156 250 0,0000 0,0000 150 46
15 370 109 493 0,0000 0,0000 74 42
38 270 176 150 0,0000 0,0000 26 26
44 270 116 161 0,0000 0,0000 350 36
47 296 143 129 0,0000 0,0000 350 36
62 350 106 153 0,0000 0,0000 350 123
65 350 152 158 0,0000 0,0000 115 31
67 370 120 129 0,0000 0,0000 350 67

68 360 112 231 0,0058 0,0025 214 32




Tabela 7 — Peso corporal, TS inicial, TS final, peso dos trombos fresco e seco, TT e TTPA, de
cada animal do Grupo Higo + Egs (heparina n&o fracionada 100 UI/Kg + enoxaparina 0,5 mg/kg)

Animal Pesodo TSinicial TS final Pesodo Pesodo TT TTPA
animal (g) (s) (s) trombo trombo (s) (s)
fresco (g) seco (g)

1 445 133 155 0,0082 0,0050 13 26
18 380 159 285 0,0000 0,0000 53 37
23 380 199 172 0,0075 0,0029 59 30
33 300 156 150 0,0000 0,0000 19 30
40 260 158 124 0,0000 0,0000 23 26
53 300 121 131 0,0000 0,0000 350 33
56 297 107 297 0,0000 0,0000 350 31
61 320 115 118 0,0000 0,0000 22 20
63 360 151 105 0,0098 0,0033 16 21
64 370 117 112 0,0000 0,0000 14 21

Tabela 8 — Peso corporal, TS, TT e TTPA, 40 minutos apés a medicacdo, de cada animal do
Grupo C’ (controle sem inducéo da trombose)

Animal Peso do TS 40 TT TTPA
animal (g) (s) (s) (s)
Rato 73 330 123 16 24
Rato 80 320 226 13 21
Rato 84 390 185 15 59
Rato 93 300 152 15 22
Rato 99 380 225 15 25
Rato 103 380 144 15 23
Rato 115 440 154 12 20

Tabela 9 — Peso corporal, TS, TT e TTPA, 40 minutos apés a medicacao, de cada animal do
Grupo H’'sso (heparina néo fracionada 350 Ul/kQg)

Animal Peso do TS 40 TT TTPA

animal (g) (s) (s) (s)
Rato 71 350 285 360 170
Rato 83 380 237 360 114
Rato 87 390 179 360 122
Rato 96 330 288 360 224
Rato 110 420 194 360 86
Rato 111 426 171 360 93

Rato 116 402 334 360 138




Tabela 10 — Peso corporal, TS, TT e TTPA, 40 minutos apds a medicacdo, de cada animal do
Grupo E’, (enoxaparina 2,0 mg/kg)

Animal Peso do TS 40 TT TTPA
animal (g) (s) (s) (s)
Rato 76 330 200 74 46
Rato 78 320 227 25 36
Rato 85 300 138 27 28
Rato 90 320 131 142 41
Rato 94 350 193 41 41
Rato 102 380 140 28 30
Rato 113 390 190 38 112

Tabela 11 — Peso corporal, TS, TT e TTPA, 40 minutos apds a medicacdo, de cada animal do
Grupo H’y75 (heparina néo fracionada 175 Ul/kg):

Animal Peso do TS 40 TT TTPA

animal (g) (s) (s) (s)
Rato 72 360 181 158 50
Rato 77 320 287 360 82
Rato 86 340 210 360 63
Rato 89 350 188 360 66
Rato 97 390 164 87 39
Rato 105 350 155 190 55
Rato 112 415 163 76 40

Tabela 12 — Peso corporal, TS, TT e TTPA, 40 minutos apés a medicacdo, de cada animal do
Grupo E’; (enoxaparina 1,0 mg/kg)

Animal Peso do TS 40 TT TTPA

animal (g) (s) (s) (s)
Rato 74 300 199 20 38
Rato 91 410 258 43 37
Rato 98 360 201 27 33
Rato 104 360 178 21 29
Rato 106 390 276 16 29
Rato 109 389 171 20 25

Rato 117 350 159 28 28




Tabela 13 — Peso corporal, TS, TT e TTPA, 40 minutos apdés a medicacéo, de cada animal
Grupo H’y75 + E; (heparina ndo fracionada 175 mg/kg + enoxaparina 1,0 mg/kg)

Animal Peso do TS 40 TT TTPA

animal (g) (s) (s) (s)
Rato 75 380 260 360 84
Rato 79 360 237 360 69
Rato 92 320 165 360 89
Rato 100 340 186 118 57
Rato 107 396 205 360 44
Rato 114 365 183 360 52

Tabela 14 — Peso corporal, TS, TT e TTPA, 40 minutos apés a medicacao, de cada animal do
Grupo H'ig0 + Eg 5 (heparina ndo fracionada 100 Ul/kg + enoxaparina 0,5 mg/Kg)

Animal Peso do TS 40 TT TTPA
animal (g) (s) (s) (s)
Rato 81 350 220 150 58
Rato 82 320 118 91 41
Rato 88 350 166 360 53
Rato 95 360 186 161 59
Rato 101 330 181 360 110
Rato 108 398 206 360 55
Rato 118 427 194 360 45
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