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RESUMO

O Complemento @ um sistema proteico constituido por va-
rios componentes presentes no plasma sanguineo e na membrana ce-
lular, que desempenham papel relevante em diversos tipos de rea-
¢oes imunologicas. A literatura medica evidencia a implicagao do
Sistema de Complemento na patogénese da lesdao tecidual isquémica
miocardica. Os nitratos organicos ocupam um lugar relevante na
"terapeutica da doenga coronariana devido a seu conhecido efeito
vasodilatador e a provavel atividade antiagregante plaquetaria,
mecanismos atraves dos quais exercem uma acao protetaora saobre o
tecido miocardico isquémico. A atividade anticomplementar do .mo-
nonitrato~-S de isossorbida @ analisada no presente trabalho atra-
vés do estudo do efeito da droga sobre a atividade hemolitica do
Sistema de Complemento, em ambas as vias de ativagao da cascata,
in vitro. Para isto, empregou-se um método cinético, com a deter-
minacdo do tempo necessario para que dada solug3o de Complemento
cause a lise de S50% das hemacias de uma suspensao padronizada
destas. 0 método consiste num ensaio turbidimétrico desta lise,
atraves da mensuragao continua da densidade optica da suspensao
de hemacias. Os resultados mostram que o mononitrato-5 de isos-
sorbida, em altas concentragoes, causa a 1inibig3o da atividade
litica do Complemento, em ambas as vias de ativag¢do, in vitro:
sendo esta inibig3o dependente da concentra¢3do da droga. Con-
clui-se que o mononitrato—-5 de isossorbida, em altas concentra-
¢oes, tem uma atividade anticomplementar em ambas as vias de ati-
vagcao da cascata de Complemento. Embora o mecanismo desta ativi-
dade anticomplementar n3o esteja determinado, s30 sugeridas algu-
mas hipoteses a respeito. Estes resultados permitem levantar a
possibilidade de que o efeito anticomplementar do mononitrato-5S
de isossorbida demonstrado no presente trabalho represente um me-
canismo adicional dos nitratos organicos na protegc3o do tecido
miocardico isquémico.
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ABSTRACT

The Complement System includes serum and membrane
proteins, which plays an important role 1in many immunological
reactions. Recent evidences suggest an involvement of the

Complement System in the pathogenesis of ischemic myocardial
tissue injury. Organic nitrates take an important place 1in the

treatment of coronary disease. Their protective action in
ischemic myocardial tissue may rest on their known vasodilating
effect, and their potential antiplatelet activity. The
anticomplementary activity of 1isosorbide 5 mononitrate is

examined in the present study, analyzing the effect of this drug
on the haemolytic activity of the Complement System by two
pathways of activation in vitro. A kinetic method was applied
determining the time required to cause lysis of one-halt of the
available cells of an erythrocyte suspension by a known
Complement solution. The method consists in a turbidimetric assay
of the erythrocyte lysis, by a continuous measurement of the
optical density aof the cell suspension. The results show an
inhibition of the haemolytic activity of the Complement System by
isosorbide 5 mononitrate in high concentrations in vitro. This
inhibition is concentration-dependent. In conclusion, isosorbide
S mononitrate has an anticomplementary activity in both pathways
of Complement activation. Although the mechanism of this
anticomplementary activity is not determinated, some hypotesis
are suggested. These results allow us to suppose that the
anticomplementary effect of isosorbide 5 mononitrate demonstrated
in the current study represents an additional mechanism of
organic nitrates in the protection of ischemic myocardial tissue.
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RESUMEN

El Sistema de Complemento esta constituido por varios
componentes proteicos presentes en el plasma sanguineo y en la
membrana celular, que cumplen un papel relevante en diversos ¢ti-
pos de reacciones inmunologicas. Existen evidencias de la impli-
cacion del mismo en la patogénia de la lesion tisular isquémica
miocardica. Los nitratos organicos ocupan un lugar relevante en
la terapéeutica de la enfermedad coronaria debido a su conocido
efecto vasodilatador y la probable actividad antiagregante pla-
quetaria, mecanismos através de los cuales ejercen una accion
protectora sobre el tejido miocardico isquémico. En el presente
trabajo es analizada la actividad anticomplementar del monanitra-
to—-5 de isosorbide atraves del estudio del efecto de esta droga
sobre la actividad hemolitica del Sistema de Complemento, por am-—
bas vias de activacion, in vitro. Fue empleado um metodo cineti-
co, con la determinacion del tiempo necesario para que dada solu-
cion de Complemento cause la lisis de 50% de los hematies de una
suspension padronizada de éstos. E1l método consiste en un ensayo
turbidimétrico de esta lisis, através de la medicion continua de
la densidad optica de la suspension de hematies. Los resultados
muestran que el mononitrato-5 de isosorbide, en altas concentra-=
ciones, causa una inhibicion de la actividad hemolitica del Com-
plemento, en ambas vias de activacion, in vitro, siendo esta
inhibicion dependiente de la concentracidon de la droga. Se con-
cluye que el mononitrato-5 de isosorbide, en altas concentracio-
nes, ejerce una actividad anticomplementar en ambas vias de acti-
vacion de la cascada de Complemento. Apesar de no estar determi-
nado el mecanismo de esta actividad anticomplementar, son sugeri-
das algunas hipétesis. Los resultados del presente trabajo permi-
ten levantar la posibilidad de que el efecto anticomplementar del
mononitrato-5 de isosorbide demostrado, represente un mecanismo
adicional de las nitratos organicos en la proteccion del tejido
miocardico isquemico.
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Estad bem evidenciada na literatura médica a implicacdo do
processa inflamatorio na etiopatogenia da iesSo tecidual isquémi-
ca, sendo que a ativac3o do Sistema de Complemento foi demonstra-
da em estudos experimentais e clinicos (LANGLOIS, GAWRYL, 1988;
PINCKARD et al., 1975; ROSSEN et al., 1988, YASUDA et al., 1990).

Os efeitos deleterios desta ativacdo seriam conseqiliéncia
da acao das anafilotoxinas sobre o misculo cardiaco e o fluxo co-
ronario (DEL BALZO, LEVI, POLLEY, 1985; I1T0 et al., 1990; MARTIN
et al., 1988; STAHL et al., 1990); a formacao de fatores quimio-
taticos, com a consequente infiltragc3o de polimorfonucleares neu-
trofilos na area isquémica (MULLANE et al., 1984; ROSSEN et al.,
1985) e a ativagdo destes (CRAWFORD et al., 1988; MARTIN et al.,
1988; MEHTA et al., 1989). Um outro produto da ativac3o do . Com-
plemento que pode estar implicado na lesdo tecidual isquémica &
o compléxo litico de membrana (CLM) (SCHAFER et al., 1986; HUGO
et al., 1990)

Ha mais de um século atras, Thomas Lauder BRUNTON sugeriu
0 uso de vasodilatadores como "remédio" para o tratamento da do-
enga coronariana. Em 1879 William MURRELL demonstrou o efeito be-
nefico da nitroglicerina no tratamento da angina pectoris (FYE,
1986) .

Posteriormente, outros nitratos organicos foram sintetiza-
dos, incluindo o dinitrato de iscssorbida, © mononitrato-5 de

isossorbida e o tetranitrato de pentaeritritol. Todos eles se ca-
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racterizam por ter -na sua estrutura uma ou mais ligacbes eéster-
hitratq (R-0-NOz=) (AHLNER et al., 1994)

Atualmente considera-se que os nitratos orgdnicos e deri-
vados s3o pro-drogas que liberam o .oxido nitrico (NO), seja no
interior da célula ou no plasma sanguineo (AHLNER et al., 1994;
ARMSTRONG et al., 1980; FUNG, 1987), o qual por sua vez estimula
a guanilato ciclase soldvel do musculo liso vascular ou da pla-
queta, levando a vasodilatacSOVe a uma inibig3o da agrega¢3o pPla-
quetaria (AHLNER, AXELSSON, 1987; GERZER et al., 1989) .

Estudos experimentais e clinicos t&m demonstrado que a
aplica¢3o dos nitratos orgdnicos e derivados no infarto agudo de
miocardio (IAM) leva a uma redu¢cdo da les3o isquémica e da morta-
lidade (BUSSMANN et al., 198ia; CHICHE et al., 1977; FITZGERALD,
BENNET, 1990; FLAHERTY et al., 1975, GROSSER et al., 1983; JOHN-
SON III et al., 1990a; JUGDUTT, 1983a; - ZASLAVSKAYA, POKAZEEVA,
TEIBLIUM, 1985). |

No presente estudo, @ analisada a atividade anticomplemen-
tar do mononitrato-5 de isossorbida, in vitro, determinando-se o
e{eito-da droga sobre a atividade litica do Complemento. .

Para isto & aplicado um método cinético baseado na pro-
priedade litica do Sistema de ComplemEﬂto, que consiste na deter-
mina¢3o do tempo necessario para que dada solugd3o de Complemento
cause a lise de S0% das hemadcias de uma suspens3o padronizada
destas (BARBOSA, 1983).

€ analisado o efeito da droga sobre ambas as vias de ati-

vagdo da cascata de Complemento.



0 SISTEMA DE COMPLEMENTO

Em 1888, NUTTAL observou que o sangue desfibrinado de di-
versos animais exercia uma agao bactericida para determinados
germens e que esta propriedade desaparecia ap6s esquenta-lo a
55°C. Um ano depois, BUCHNER demonstrou que esta era uma proprie-
dade do soro isento de elementos celulares, e que tratava-se de
um poder citotdxico geral; sendo as hemacias provenientes de or-
ganismos distintos particularmente sensiveis a este efeito. Este
principio sanguineo que provoca a destrui¢do de bactérias e hema-
cias estranhas foi designado por BUCHNER com o nome de alexina.

Em 1894, PFEIFFER e ISSAEF observaram que a inoculac3do
intraperitoneal do vibridoes coléricos em cobaias previamente imu-—
nizadas contra a colera, causava a desintegra¢c3o dos mesmos. Em
1895, BORDET observou que o soro imune, ap6s aquecimento a 53<C
por 30 minutos ou mesmo deixado a temperatura ambiente por { ou 2
dias, perdia a sua atividade bactericida e que a mesma era resta-
belecida ao se adicionar soro fresco n3o imune de diferentes es-
pecies animais. BORDET concluiu que o soro imune continha dois
tipos de substidncias: uma especifica e termoestavel, o anticorpo
de vacinac3o, e outra inespecifica e termolabil, constituinte
normal de qualquer soro, a qual chamou de Complemento. Foi tal a
importancia deste trabalho que, em 1920, foi concedido>a BORDET o
Prémio Nobel (FASQUELLE et al. , 19468; VERMES, 1989; WILLIAMS,
BURKS, STEELE, 1988).

Designa-se com o nome de Sistema de Complemento (SC) a um
complexo proteico polimolecular, constituido por varias substan-—

cias que se encontram no plasma sanauineoc e nas membranas celula-
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res e desempenham um papel importante em diferentes tipos de re-
acdes imunolégicas (MARGNI, 1982). A tabela i mostra algumas pro-
priedades dos componentes plasmaticos do Complemento.

Os componentes da via classica, assim como da via termi-
nal, sdao designados com o simbolo “C" seguidos com o namero cor-
respondente (Ci, C3, etc.). Ja os componentes da via alternativa,
exceto C3, s3o designados cﬁm nomes convencionais ou simbolos di-
ferentes (exemplo: fator D, fator B, properdina) (RUDDY, 1981). A
designagcdo dos componentes ativados e feita por uﬁa barra coloca-
da sobre o simbolo da proteina ou do complexo proteico correspon-
dente (exemplo: Ci-C4b2a, fator B, etc.). Os produtos da clivagem
enzimatica s3o designados por letras minisculas que seguem o sim-
bolo de determinado componente (exemplo: CSa, CSb). GQuando o com-
ponente ou fragmento e inativado, & adicionada a letra "i" (exem-
plo: C3bi, Bbi) (MARGNI, 1982).

As proteihas do Complemento sdo sintetizadas principalmen-
te nos hepatocitos, macrdéfagos e mondcitos (BURGER, 1988; COLE,
COLTEN, 1988; FASQUELLE et al., 1968). As proteinas reguladoras
ligadas a membrana celular, s3o sintetizadas nas células sobre
as quais est3do expressas (LAW, REID, 1988).

Pelo fato de alguns componentes serem termolabeis (Ci, C2,
c5, .C8, C?, fator B, fator D),o Complemento pode <ser inativado
pelo aquecimento a 56°C por 30 minutos, sendo inestavel, mesmo a
4=C, mas preservado pelo congelamento a -70°C, ou pela liofiliza-

¢3o (FASQUELLE et al., 1968; MARGNI, 1982; RUDDY, 1985).



TABELA {1 - COMPONENTES PLASHATICOS DA CASCATA DE COMPLEMENTD

COMPONENTE PESO COMCENTRAGKO TERMOLA- PRODUTOS

KOLECULAR SERICA BILIDADE & COMENTARIOS SOERE AS FUNGGES
(kD) (ug/ml) ATIVACAD

V1A CLASSICA

i 900 “Inicia a ativag3o da via classica
(tiqf gSg)
Ciq A0 75 + Liga-se & porglo Fc da Ig
Cir £9 9% + Cir Cir ¢ uga protease serica, cliva Cis
is 85 50 + Cis Cis € uma protease serica, cliva CAde (2
C4 210 200-500 - C4a C4a € uma anafilotoxina
C4b CAb forma ligagDes covalentes com as super-
ficies ativadoras, onde taz parte da C3
conwer tase
ce 110 20 + £2a £2a & uma protease serica, faz parte da C3
Ceb e C5 convertases

VIA ALTERHATIVA

Fator B 23 200 + fa Bb € uma protease seérica, faz parte de 3
Bb e C3 convertases.
Fator D [ i-2 + b Protease que circula na forma ativa; cliva o
Fator B
€3 195 550-1200 - C3a £%a e uma anafilotoxima
(faz parte tambenm C3b C3b forma ligagoes covalentes com a superfi-
da via classica) cie ativadora, onde & parte da €3 e C5 con-

vertases, atuando taebém como opsonina

Properdina 220 29 Estabiliza a €3 convertase da via altecnativa

VI4 EFETORA COMUM

€5 190 70 + C5a C5a € uga anafilotoxina
5% £ob inicia a formagdo do CLM
€6 128 40 Componente do CLM
7 fei 40 , Componente do CLH
8 155 60 + Componznte do CLH
cy 79 60 + Componente do CLH, sofre polimerizacdo para

formar o CLH

kD = kilodalton CLH = complexo litico de membrana Ig = Imunoglobulina
Tabela construida com base nos dados obtidos de ABBAS e cols., 1951; LAM, REID, 1988, HARGNI, 1782;
UNANUE, BEMACERRAF, 1984.
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0 SC constitui-se num dos principais efetores da imunidade
humoral assim como da inflamag3o (ABBAS et al., 1991i; FRANK,
1987 ; FRANK, FRIES, 1991).

0 SC participa dos seguintes processos biolégicos: fagoci-
tose, opsonizacdo, quimiotaxia de leucocitos, 1iberac50.de hista—
mina dos mastécitos e bas6filos, contrag3o da musculatura lisa,
aumento da permeabilidade dos vasos, agrega¢cao plaquetaria, vaso-—
constrigcdao e citolise (FERRI, CALICH, VAZ, 1977; HORST, 19B&; MA-
DALINSKI, 1986; BJORK, HUGLI, SMEDEGARD, 1985).

Esta demonstrado também, que a ativacd3o do SC pode levar
a les3do tecidual. De fato, na resposta inflamatdria aguda a mi-
croorganismos, ocorre uma destruicdo de celulas hospedeiras nor-
mais. Também nas déencas poOr imunocomplexos ocorrem Processos
destrutivos como a vasculite-ou a glomerulonefrite por imunocom-
plexos, 0s quais resultam da deposigdao do complexo antigeno-anti-
corpo nas paredes dos vasos e glomerulos com a conseqidente ativa-
¢do da cascata de Complemento (ABBAS et al., 1991).

Estudos recentes sugerem que durante a les3o isquémica
miocirdica e de reperfus3o, pode ocorrer uma ativac3o do Sistema
de Complemento, com o conseqiente efeito deletérip deste processo
(PINCKARD et al., 1975; REYES et al., 1984; ROSSEN et al., 1988;
SEMB et al., 1990; YASUDA et al., 1990).

€ sabido também que durante a circulag3o extracorpérea ha
uma ativacdo da cascata de Complemento (KUTSAL et al., 1989; VI-
DEM et al., 1988; VIDEM et al., 1989).

Dados da literatura sugerem ainda a possibilidade da par-
ticipac3o do Complemento na aterogénese (HAMMERSCHMIDT et al

1981b; SEIFERT, KAZATCHKINE, 1988).



Ativagio do Sistema de Complemento

Para que o Complemento exerca as suas fungoes, o mesmo de-
ve ser ativado, originando assim uma série de fragmentos com di-
ferentes caracteristicasle funcbes especificas.

S30 conhecidas duas vias que levam a ativacao do Comple-
mento, a via classica e a via alternativa. Cada uma delas e de-
sencadeada por fatores diferentes, sendo o inicio da ativag¢3o di-
ferente para cada uma, mas que convergem em uma Qia comum a par-
tir da formac3do de C3b (ABBAS et al., 1991, FRANK, 1989; MARGNI,
1982; UNANUE, BENACERRAF, 1986; VERMES, 198%9).

A figura i mostra as duas vias de ativacd3o da cascata de

Complemento.
Via classica de ativagdo do’Sistema de Complemento

Foi assim denominada por ser a primeira a ser descrita
(FRANK, 1989). Formam parte dela os componentes Ci, C4, C2 e C3
ativados em cascata.

Componente C { - & um complexo molecular multimérico com
p.m. de 900 kD, composto de uma sﬁbunidade Ciq, associada a duas
moleculas Cir e duas moléculas Cis por ligacdes dependente de
 calcio. |

Ciq @ a subunidade que se liga & molécula de Ig. Cir e Cis
sdo esterases necessarias para a progress3o da ativac3o da casca-

ta (ABBAS et al., 1994; BURGER, HAMMER, 1988).



VIA CLASSICA VIA ALTERNATIVA
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FIGURA 1~ ATIVACAO DA CASCATA DE COMPLEMENTO
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Componente C 4 - & a segunda Proteina sérica a ser ativada
nesta via. E uma betaglobulina composta por trés cadeias_ﬁolipep-
tidicas denominadas alfa, beta e gama, com p.m. de 210 kD. A mo-
lécula de C4 contém uma licac3o tioester na cadeia alfa (BURGER,
HAMMER, 1988). A clivagem de C4 forma C4a e C4b. Comao resultado
desta clivagem, a ligac3o tioester da cadeia alfa converte-se em
uma ligagao inestavel, suceptivel ao ataque de grupos nucleofili-
cos (ABBAS et al., 1994; BURGER, HAMMER, 1988).
Componente C 2 — consiste de uma cadeia polipeptidica com
p.m. de 110 kD. A clivagem desta moleéecula forma C2a e C2b (ABBAS
et al., 1991; BURGER, HAMMER, 1988).

0 componente C3‘seré descrito posteriormente.
- Ativagdo da via classica do Sistema de Complemento

A via classica e ativada principalmente por complexos an-
tigeno-anticorpo; imunoglobulinas agregadas (COOPER, 1980) e ou-
tras substancias, incluidos alguns constituintes subcelulares do
miocérdio (GLICAS, PINCKARD, DLSDN, 1979; KAGIYAMA et al., 1989;
PINCKARD et al., 1973; PINCKARD et al., 1975).

As imunoglobulinas humanas que iniciam a ativagcdo do Com-
plemento pela via classica pertencem as classes IgM e as subclas-
ses IgBi, IgG2, IgG3 (COOPER, 1980).

A ativac3o da via classica se inicia com a ativac3o de Ci.

A reacdo entre o antigeno e o anticorpo forma um imunocom-
plexo criando um sitio na por¢ao Fc da imunoglobulina acessivel a
ligacdo com Clq, iniciando-se assim a ativag¢3oc de Ci (WINKELS-

TEIN, 1985). Apds a geracao sequlencial de diferentes sitios enzi-
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maticos em Cir, & exposto um novo sitio enzimdtico em Cis trans-
formando-se este em uma enzima proteolitica, a Ci-esterase (SIL-
VA, KIPNIS, 1984); ions Ca** s3do essenciais a fim de prevenir a
dissociacdo de Cl-esterase de Ciq, o qua} permanece ligadd a mem-
brana alvo atraves das imunoglobulinas (LOOS, 1988). A Ci-estera-
se cliva dois outros componentes do Complemento: C4 e C2, farman-—
do CAb que adere-se a membrana celular‘ através de sua ligacao

tioester, e CPa que permanece ligado a C4b na presenca de 1i1ons

Mg, formando assim C4b2a, chamada também de C3 convertase da via
classica, a qual por sua vez cliva C3 em C3a e C3b. Seqllencial-
mente, C3b se liga a C3 convertase, formando EZEEZEE; este novo
complexo molecular pode agora clivar CS, sendo por isso chamado
de CS5 convertase da via classica, formando-se CSa e CSb. CSb ini-
cia a formacdo do complexo litico de membrana (CLM) (ABBAS et
al., 1991), descrito posteriormente.

Moléculas de C3b formadas atraves da via classica podem
servir de substrato para a ativacdo da via alternativa. Este me-

canismo & chamado de alga de amplificac3o (COOPER, 1980).

Via alternativa de ativag¢do do Sistema de Complemento

Em 1954, PILLEMER demonstrou que o Complemento podia = ser
ativooo por outros agentes além do complexo antigeno-anticorpo,
pel--2vidéncia de que a incuba¢cdo de soro n3o imune com ‘polissa-
carideos como o zimosan, podia levar ao consumo do Complemento.

Uma nova proteina sérica denominada Properdina, parecia
estar envolvida neste processo (WILLIAMS, BURKS, STEELE, 1988).

Atualmente sabe~se que a ativag3o da via alternativa de-
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pende dos seguintes fatores: fator D, fator B, Properdina e C3
(ABBAS et al., 1991; MARGNI, 1982).

0 fator B (pro-ativador de C3) e uma betaglobulina termo-
1abil, com p.m. de 93 kD, que consiste de uma uUnica cadeia poli-
peptidica (ABBAS et al., 1994; UNANUE, BENACERRAF, 1986).

0O fator D &€ uma alfaglobulina termolabil, de p.m. de @25
kD, que consiste de uma cadeia polipeptidica dnica (UNANUE, BENA-
CERRAF, 1984). & uma enzima que existe no organismo ja na forma
ativada (WILLIAMS, BURKS, STEELE, 1988), e que cliva o fator B
formando Bb.

A Properdina & uma gamaglobulina tetramérica com p.m. de
220 kD (UNANUE, BENACERRAF, 1986). £ uma das proteinas regulado-
ras da via alternativa do Complemento, sendo sua principal {fungdo
estabilizar a convertase de C3 e C3 (LAW, REID, 1988).

A molecula de C3 cumpre um papel importante no SC, ja que
faz parte de ambas as vias de ativag¢3o da cascata. € uma betaglo-
bulina com p.m. de 195 kD. A molecula de C3 contéem uma ligac3o
tioester interna inerte, a qual pode sofrer o ataque de grupos
nucleofilicos para depois formar ligac¢8es covalentes, principal-
mente com grupos hidroxila ou amina presentes nas membranas bio-

légicas. Esta ligacdo tioester pode ser também hidrolisada pela

agua. A hidrolise espont3nea desta ligag3o forma C3(Hm0), ini-
ciando assim a ativagcdao da via alternativa. Apds a hidrolise,
forma-se um grupo sulfidrila e outro éster (ABBAS et al., 1994 ;

LAW, REID, 1988).
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- Ativac3do da via alternativa do Sistema de Complemento

A presenca de certos agentes como determinados {fungos e
bactérias, alguns tipos de virus e helmintos com determinadas ca-
racteristicas, especialmente a auséncia de acido siadlico na mem-—
brana, sdo suficientes para ativar a via alternativa, através da
ligac3o de uma ou mais moléculas de C3b na sua superficie (VER-
MES, 1989). A membrana da hemacia de cqelho possui tambem esta
propriedade (PLATTS-MILLS, ISHIZAKA, 1974).

A via alternativa pode também ser ativada por polissacari-

deos, lipossacarideos, enzimas tipo tripsina, alguns imunocomple-
xo0s, o fator de veneno de cobra (COOPER, 1980), assim como por
alguns constituintes subcelulares do musculo cardiaco (GLICAS,
PINCKARD, OLSON, 1979), entre outros.

C3 & também ativado continuamente em pouca intensidade na
fase fluida. Isto ocorre através de proteases séricas, moléculas
nucleofilicas ou agua que atacam a ligacd3o tiocester. Quando esta
ligac3o & hidrolisada, forma-se C3(Hz=0) (ABBAS et al., 1991; LAW,
REID, 1988).

A molécula de CB(HEO), com uma conformagao similar a C3b,

na presenca de 1ons Mg, interage com o fator B formando

C3(HL0)B, sobre o qual atua o fator D para formar C3 (H=0) Bb,
complexo chamado de C3-convertase de iniciacdo Esta enzima por
sua vez cliva novas moléculas de C3 em C3a e C3b. A liga¢g3o tio-=
ester das moleculas de,C3b sofre hidrdlise, depositando-se sobre
aceptores da superficie celular das particulas ditas ativadoras

da via alternativa, como células infectadas por. virus, céelulas
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tumorais, bactérias gram—negativas, fungos, protozoarios (SILVA,
KIPNIS, 1984).

Na presenga de ions magnesio, C3b pode tambem se ligar ao
fator B para formar C3bB. O fator D que circula como enzima ativa
e n3o é consumido na reag3o, atua ent3o na porgd3o B da molécula
para formar C3bBb, molécula labil, sendo porém estabilizada pela
agregac3o de uma molécula de Properdina (P). A enzima C3bBbP re-
sultante, é denominada‘de C3 convertase de amplificagao da via
alternativa, clivando a seguir novas moléculas de C3 em C3a e
C3b, sendo que este udltimo pode ingressar na chamada "alga de am-

plificaclo", oferecendo mais C3b para a fase inicial desta via,

ou se ligar ao complexo molecular C3bBb para formar C3bBb (C3b),
denominada de C5 convertase da via alternativa, que como CAb2a3b
da via classica, cliva CS em CSa e CSb. Esta dltima molécula ini-
cia a formacdao do CLM (CS5b&6789) (SILVA, KIPNIS, 1984; WILLIAMS,

BURKS, STEELE, 1988).

Complexo litico de membrana

O CLM e formado apés a ativag3do de CS, C&, . C7, CB e C9.

Componente CS - €& uma betaglobulina com p.m. de 190 kD,
similar a C3 e C4, mas nd3o contendo a liga¢3o tioester.A clivagem
de C3 pela C5 convertase, tanto da via classica como alternativa,
forma C5a e CSb. CSa & uma potente anafilotoxina além de ser o
mais importante fator quimiotatico derivado do Complemento (BUR-
GER, HAMMER, 1988).

Os componentes C6 e C7 s3o beta-2-globulinas com caracte-

risticas similares. Ambos est3o compostos de cadeias simples, com
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p.m. aproximado de 125 kD (BURGER, HAMMER, 1988).
Componente CB - & uma gama-i-globulina com p.m. de 155 kD,
composta de trés cadeias alfa, beta e gama. A cadeia beta contém

0 sitio de interagao com CSbs7 (ABBAS et al., 1991; BURGER, HAM-

MER, 1988).
Componente C9 - & uma alfa-globulina constituida por uma
cadeia simples, com p.m. de 79 kD (ABBAS et al., 1994 ; BURGER,

HAMMER, 1988). Uma caracteristica importante desta molécula é a
sua capacidade de formar polimeros (PODACK, TSCHOPP, 1982), pPro—
priedade que poderia ter um papel importante na formagao do CLM

(YAMAMOTO, MIGITA, 1983).
- Formagdo do complexo litico de membrana

Uma vez formadas as CS convertases, da via classica ou al-
ternativa, estas atuam sobre as moleculas de CS clivando-as em
dois fragmentos, o menor CS5a que se dissocia na fase fluida, e o
maior C5b. A formac3o de CSb marca o inicio da via efetora comum
de ataque a membrana. CSb, fracamente ligado a C3b, liga-se a Cé
para formar o complexo CSb-6 e posteriormente a C7, formando o
complexb C5bé7, dissociando-se de C3b (LAW, REID, 1988).

0 complexo C567 dispbe de um sitio de ligag3o metaestavel
para membranas, fosfolipidios ou outras proteinas (BIESECKER,
1983) . Na auséncia de substratos apropriados, o complexo C5bs7
sofre uma auto-agregac¢do na fase fluida (BIESECKER, 1983; LAW,
REID, 1988), perdendo sua potencial atividade citolitica. A liga-
¢3o de CSbé7 a membrana ocorre predominantemente através de inte-

racbes idnicas e hidrofébicas na superficie da membrana (BIESEC-
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KER, 1983). Apds a ligag¢3do de C8, a molecula de C? e incorporada
para formar o complexo C5b678% (LAW! REID, 1988).

0 comélexo CSb678 tem a capacidade de causar a lesao de
membranas celuiares (BIESECKER; 1983), no entanto, para formar um
complexo altamente citolitico, @ necessario que varias moléeculas
de C? liguem—-se ao complexo CS5b678 formando C5bs678(9), (ABBAS et
al., 1994; LAW, REID,1988). Esta adigao de C9 acelera o processo
litico considerévelmenie (HANSCH, 1988).

Esta demonstrado que varias moléculas de C? podem se ligar
ao complexo C5b&78, sendo que o tamanho da lesdo na membrana de-
pendera do numero de moléculas de C? ligadas (HANSCH, 1988). A
ligacdo de varias moléculas de C9 resultaria da polimerizac3o
destas envolvendo pontes disulfeto (YAMAMOTO, MIGITA, 1983).

0 CLM insere-se na membrana alvo, levando a alteragbes na
estrutura e fun¢d3o desta, ocorrendo a saida de material citoplas-
matico de baixo peso molecular, a.entrada de Hz0 e sais, levando
ao intumescimento celular e conseqillente rompimento das membranas
por lise osmotica (ABBAS et al., 1991; HANSCH, 1988; VERMES,
1989) .

0 mecanismo exato da lise celular mediada pelo Complemento
continua sendo objeto de discussdes. Existem duas hipoteses a
respeito.

Uma teoria propde que as superficies polares dos uUltimos
componentes do Complemento venham formar conjuntamente um canal
hidrofilico através da membrana, o chamado doughnut model (MAYER,
1972). 0 outro modelo propbe que as proteinas do Complemento "in-
seridas na membrana causariam uma distorg3o local da camada fos-

folipidica da membrana, resultando nos chamados leaky “patches
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(ESSER et al., 1979).

As divergéncias entre ambas as teorias deu lugar a uma
apaixonante discussdo entre os de%ensores de cada uma delas
(BHAKDI, TRANUM-JENSEN, 1991i; ESSER, 1991).

Independente do mecanismo de acao, esta demonstrado que o
CLM causa a les3o de varios tipos de membranas celulares (HANSCH,
1988) .

Existem, tanto no plasma sanguineo como na membrana celu-
lar, proteinas que regulam e inibem a forma¢do do CLM, protegendo
principalmente células homélogas da agdo litica de aquele (BHAK-

DI, TRANUM-JENSEN, 1983; LACHMANN, 1994, LAW, REID, 1988)
Regula¢do da ativag3o da cascata de Complemento

Uma ativacdo descontrolada do Complemento pode levar a
formagdo do CLM no proprio tecido e a uma formac3o excessiva de
mediadores da inflamacdo. Isto normalmente'ngo' ocorre porque a
ativac3o é regulada por varias proteinas plasmiticas e outras li-
gadas a membraha celular com fungles especificas. Além disto, as
C3 e C5 convertases se dissociam rapidamente e C4b, C3b e CSb7
manifestam uma capacidade apenas transitdoria para a ligagcio a su-
perficie alvo apropriada.

Ent3o, o Complemento de dada espécie é relativamenté ine-
ficientg para causar a lise de celulas autdlogas.

Gracas a estes mecanismos de regulacd3o existe um delicado
equilibrio entre a ativacao e a inibigd3o da cascata de Complemen-
to, o que previne a lesdo de células e tecidos préprios, mas per-—

mite a destruicdo efetiva de organismos estranhos (ABBAS et al

L
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1994; LACHMANN, 1991, LAW, REID, 1988).
As tabelas 2 e 3 mostram algumas pfopriedades das PpProtei-

nas reguladoras.



19

TABELA 2 - PROTEINAS SOLUVEIS QUE REGULAM A ATIVACAD DO SISTEMA OE COHPLEHENTO

PROTELNA PESO  CONCETRAGAD INTERACAD
KOLECULAR  SERICA  ESPECIFICA FUHCAD
(kD) (ug/al) COH:

Inibidor de Ci
(INH C1) 110 200 Cir, Cis ~ Forea us complexo equimolar covalente com Cir e Cis,
inibindo a atividade enzimitica destes
- Liga-se a Cf inativo e previne a sua ativagio espontanea

Proteina de
associagdo a 500 230 Cab - Liga-se a C4b, inibindo competitivasente 3 ligagdo deste
C4 (Cébp) a C2a

- Atua como cofator do Fator I na clivagem de Cdb

~ fcelera a dissociag3o de €3 convertase da via classica
Fator H 150 480 _C3b - fcelera a dissociagdo de C3 convertase da via alternativa

: {C3LBb) por disseciagio de Bb

- Atua como cofator do Fator I na clivagem de C3b

- Inibe competitivamente a ligagac do fator B a C3b
Fator I 88 35 C4b, C3b - Cliva C4b e C3b, tendo Cdbp, Fator H, CRi e FCH como co-

fatores

Inativador de 30 35 C3a, C4a, C5a - Inativa C3a, C4s e €5a, clivando a arginina C-terminal
anafilotoxina
Proteina § 83 505 £5h-7 - Liga-se ao complexs C5b-7 no seu sitio de ligaglo 3 eem-
{vitronectina) brana, previnindo a insergio do CLH 3 membrana
Sk 40,40 80 50 Cab-9 - Hodula 2 formagio do CLH
Properdina 220 20 C3bBb - Estabiliza a convertase da via alternativa
kb = kilodaltons
CLK = complexo litico de mesbrana

CRL = receptor de complemento tipo i
FCH = proteina cofatora de membram

Tabela construida com base nos dados obtidos de ARRAS e cols., 1591; LAW, REID, 1788;
UHRHUE, BEMACERRAF, 1986; VERHES, 1939.
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TABELA 3 - PROTEZNAS U4 HEMBR&MA CELULAR QUE REGULAM A ATIVAAD 0D SISTEMA DE COMPLEMENTO

PROTEINA PESO DISTRIBUICAD INTERACKD
HOLECULAR CELULAR ESPECIFICA FUNCRO
(kD) COH:
Receptor de 150-280 E, B, 6, 8, L {3b, C4b, iC3b - Acelera a dissociagao de C3 e C5 convertase da
complezento piocito ¥ via tldssica e alternativa
tipo 1 - Atua coso cofator do Fator I na clivages de C3b
{CR1) ¢ Cab
- Proove a eliminagio de ismunccomplexos da
circulaglo
Proteina 5-70 B, T, N, H C3b, C4b - Atua coec cofator do Fator I na clivages de C3b
tofatora de células endoteliais g C4b
geabrana (HCP) celulas epiteliais
fibroblastos
giocito *

Fator 70 E, L, P CAb2a, C3bBb - Acelera a dissociaclo das €3 convertases
acelerador da piocito ¥ - Previne a associagdo de C3b com Fator B e de
dissociagio (DAF) C4b com C2
Fator de 63 E, L, H, N P ge, €9 - Interfere na ligagio de C8 e €9 previnindo a
restrigio giocito #* formagzo do CLH em celulas homologas
hosdlogo (HRF)
{Cahp)
Inibidor de 18 E, L, K R P £7, €8 - Blogqueia a ligagio de €7 € C8 ao complexo C5b-6
meabrana da sidcito #*

lise reativa
(HIRLY (CDS9)
(Frotectina)

=
1]

kilodaltons
eritrocitos
linfdcitos B
granulocitos
gonocitos
leucocitos
linfocitos T
neutrofilos
plaquetas

N et IO GO T R

oo 0o nouomn

CLH
¥ fraca expressao
%% forte expressio

complexo litico de sembrana

Tabela conctruida com bace nos dados obtidos de ABRAS e cols., 1994; LACHHANH, 199i; LA, REID, 1%88;
VAKEVA, LAURILA, HERI, 1992; VERHES, 1989.
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Receptores de membrana para o Complemento

Para o Complemento cumprir sua fun¢3o & necessaria a inte-

racd3o com diversos receptores expressos na membrana de varios ti-—

pos de células. Estes podem ser classificados em trés categorias

funcionais (ABBAS et al., 1991):

receptores para fragmentos de €3, que se ligam & membra-
na celular;
receptores para as anafilotoxinas C3a e CS5a, que mediam

os efeitos inflamatorios do Complemento;

receptores que regulam a cascata de Complemento, ligan-
do-se a componentes especificos deste, inibindo suas
funcoes.

tabela 4 mostra algumas propriedades dos mesmos.



TABELA 4 - RECEPTORES DE HEMERARA PARA 0 COMPLENENTO

PROTEZINA = PESO - INTERACKU DISTRIBUICAD

MOLECULAR ESPECIFICA CELULAR FUNCZD
(kD) COR:
Receptor  190-280 C3b, C4b, iC3b £ - Promove a eliminac3o de imunocomplexos da circulaglo
tipo { miocito - Acelera a dissociagdo de €3 e C5 convertases de
(CRL) ambas as vias

- Atua como cofator do Fator I na clivagem de C3b e
C4b

H, K, & - Incrementa a fagocitose mediada pelo receptor Fc
, - Intervem na fagocitose independente do receptor Fe
2 -1
B -1
T -7
Receptor 145 iC3b, C3dg, B - Regulagdo das funcOes de lifocitos
tipo 2 C3d, C3b,
(CR2) VER - Receptor para VEB
Receptor 260 iC3b NN o - Participa da ades3o, quimiotaxia e fagocitose
tipo 3
(CR3)
Receptor 145 i€3b N, H P - Incrementa a fagocitose mediada pelo receptor Fe
tipo 4 - Intervem na fagocitose independente do receptor Fe
{CRa)
Receptor ' - Ligag3o de anafilotoxinas £33, Cla
para C3a/Cha ? C3a, C4a B, mastocitos ~ Liberag3o de histamina e outros mediadores da
inflamagao
celulas do - Contrag3o (independente de histamima ?)
pusculo liso
Receptor - Ligagd3o de anafilotoxina CH
para 5a ] Coa, B, mastocitos - Liberagdo de histamina e outros mediadores
Coa des Arg Células endoteliais - Incremento da permeabilidade vascular
' H, H, a, P - Promove a quimiotaxia
Receptor Ciq &5 : Ciq B, H, P, B - Intermedia a ligagio de imunocomplexos a células
Celulas endoteliais fagocitarias
kD = kiledaltons T = linfocitos T
E = eritrocitos K = neutrotilos
B = linfocitos B P = plaquetas
6 = gramldcitos 2 = macrofagos
K = monocitos e = eosinofilos
L = leucacitos
VER = virus Epstein-Barr

Tabela construida com base nos dados obtidos de ARBAS e cols., §991; DIERICH, 1988;
LAH, REID, 1988; VAKEVA, 1992; VERNES, 1989.
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IMPLICACAD DO PROCESSD INFLAMATORIO NA PATOGENESE DA LESAO

TECIDUAL ISQUEMICA E DE REPERFUSXD MIOCARDICA

Os mecanismos pelos quais ocorre lesdo tecidual apos IAM
ndo estao bem definidos (Mc MANUS et al., 1983; YASUDA et al.,
1990) .

A implica¢3o do processo inflamatorio como um dos mecanis-—
mos etiopatogénicos da les3o tecidual isquémica e de reperfusdo é
sugerida em trabalhos recentes (HILL, WARD, 1971; PINCKARD et
al., 1975; PINCKARD et al., 1980; REYES et al., 1984; SEMB,
19%0; YASUDA et al., 1990).

Os fendmenos inflamatorios implicados na patog@nese da le-
s30 tecidual isquémica e de reperfus3o s3o, entre outros:

— agregacao e ativagao de plaquetas (HIRSCH, 1987; NIDORF

et al., 1989);

- ativac3o do Sistema de Complemento (HILL, WARD, 1971%;
LANGLOIS, GAWRYL, 1988; PINCKARD et al., 1975; REYES et
al., 1984; ROSSEN et al., 1988; SEMB et al., 19%0; YASU-
DA et ali, 1990 ;

- infiltrac3o e acumulo de polimorfonucleares neutrofilos
(ENGLER et.al., 1986; JACOB, HAMMERSCHMIDT, 1981; MULLA-
NE et al., 1984);

- liberagao pelos neutrofilos de radicais livres de oxigé-
nio, enzimas proteoliticas, metabdlitos do acido araqui-—
donico, como o tromboxano e leucotrienos (BURRELL, BLA-
KE, 1989; CRAWFORD et al., 1988; MARTIN et al., 1988;

MEHTA et al., 1989).
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Evidéncias da -ativac3o do Sistema de Complemento na isquemia

miocardica

- Deposic3o de componentes e produtos da ativag3o do Sistema de

Complemento na area isquémica

Estudos recentes em modelos experimentais sugerem que a
isquemia aguda de miocérdiovesté associada com a ativagdo do Sis-
tema de Complemento. Assim, varios trabalhos tém demonstrado a
deposic3o de componentes e produtos da ativagio do SC na area is-
quémica.

PINCKARD e cols. (1980), em modelo experimental em maca-
cos, demonstraram a localiza¢do uniforme de C3 nas areas infarta-
das, sendo que nés areas normais ndo foi detectada a presénca do
mesmo. Um outro grupo de animais foi submetido previamente a de-
plecao de Complemento com o fator de veneno de cobra. Nestes ndo
foi detectada a presenta de C3 em nenhuma area, inclusive na in-
fartada. Segundo os autores, a deposigao de C3 em areas infarta-
das inicia-se 4 horas apds a ligacd3o da artéria coronaria.

Em 1983, este mesmo grupo de pesquisadores (McMANUS et
al., 1983) confirmoﬁ 0s resultados anteriores, demonstrando aléem
disso a localizag3o extensa de C4 e C5 na maioria das fibras mio-
cardicas infartadas, em material obtido 24 horas apdés a ligacdo
da artéria coronaria, nao ocorrendo isto em tecido normal. Segun-
do os autores, tais achados sugerem uma ativagado in situ do Sis-
tema Complemento como conseqiéncia da isquemia miocardica.

ROSSEN 2 cols. (1985) demonstraram o acumulo significativo
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de Ciq marcado com 1“;"‘*"I no miocardio isquémico de c3es, apos 45
minutos ou mais da oclus3o da artéria coronaria circunflexa, sen-—
do que este acumulo de Ciq persistia apés a reperfusdo coronaria.
Foi também detectado o aciumulo nestas areas, de neutréofi-

los marcados com ®®"Tc.
Ja em 1986, SCHAFER e cols. (1986), mediante o uso de an-
ticorpos poli e monoclonais, mostraram a existéncia de depositos
do complexo CSb9 em céelulas miocérdicas localizadas na =zona de

infarto em material de autodopsia derivado de pacientes com IAM.

- Mecanismos de ativac¢ao do Sistema de Complemento na isquemia

miocardica

Um outro tipo de analise, realizada com o intuito de de-
monstrar a implicacdo da ativag¢do do SC na génese da lesdao teci-
dual durante a isquemia miocardica, é o referente aos Possiveis
mecanismos de ativacao deste.

Os primeiros éstudos realizados por HILL e WARD (1971),
demonstraram que a incubag3ao de homogeneizados de musculo cardia-
co de camundongo com soros de camundéngo gera uma atividade qui-
miotatica. Os autores sugerem que C3 seria clivado por uma prote-—
ase tecidual presente no miocardio de camundongo liberada apos a
ocorréncia do infarto, e que os produtos desta clivagem, com ati-
vidade quimiotatica, levariam a um acimulo de neutrofilos na area
infartada, ja que a deplecao de C3 com o fator de veneno de cobra
reduzia significativamente a infiltracao de polimorfonucleares.

Posteriormente, PINCKARD e cols. (1973), demonstraram ha-

ver uma ativa¢ao do Sistema Complemento independente do complexo
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antigeno-anticorpo, sugerindo que a interac3o de Ciq com membra-
nas cardiacas intracelulares, principalmente mitocondriais, leva-
ria & ativac3o daquele.

Estes mesmos autores em 19735 (PINCKARD et al., 1973), con-
firmaram estes resultados e demonstraram que em pacientes apods
1AM havia um consumo de Complemento nas pPrimeiras 72 horas, suge-
rindo que a necrose celular miocAardica leva a uma liberacdo de
constituintes de membranas intracelulares, Eapazes de ativar o
SC.

Em 1979, este mesmo grupo de pesquisadores (GLICAS, PINC-
KARD, OLSON, 1979) estudou os mecanismos de ativagcao da cascata
de Complemento por membranas mitocondriais, mostrando que ambas
as vias de ativa¢do da cascata estdo envolvidas, ja que o blo-
queio seletivo de cada uma delas n3ao evita a ativagdo do Comple-
mento, medida pela deplegdo de C3.

ROSSEN e cols. (1988), em modelo experimental, confirmaram
que constituintes de mitocdndrias cardiacas ligados a Cilaq ‘podem
ativar a cascata de Complemento. Os constituintes intracelulares

capazes de ativar a cascata seriam liberados como conseqtiencia da

isquemia miocardica.

Evidéncias da ativacdo do Sistema de Complemento em pacientes com

infarto agudo de miocardio

Varios trabalhos (LANGLOIS, GAWRYL, 1988; PINCKARD et al.,
197S; YASUDA et al., 1990) tém demonstrado a ativagc3io do Comple-

mento em pacientes com IAM.

PINCKARD e cols. (1975) demonstraram pela primeira vez ha-



27
ver uma queda dos niveis séricos de alguns componentes do Comple-
mento em pacientes imediatamente apdés a ocorréncia de IAM. Os au-
tores detectaram uma queda nos niveis de Ci, C4 e C3 em 6 pacien-
tes com IAM estudados, sendo que a queda maxima de Ci, C4 e C3
ocorria na maioria dos pacientes dentro das primeiras 24 horas,
retornando a seus valores normais ao 3p dia de hospitalizag3ao;
houve também uma queda ndo significativa de Cé e do Complemento
hemolitico total (CHS0) nos &6 pacientes estudados. 0O grupo con-
trole, composto por pacientes com dor precordial mas sem evidén-
cias de 1AM, mostrou alteragdes nao signi{icativas dos niveis Ci,
C4, C3 e CHS3O0.

LANGLOIS e GAWRYL (1988) quantificaram os seguintes pro-

dutos da ativagdo do Complemento em 44 paéientes apos IAM: O com-—
plexo terminal de complementb (CTC), o complexo inibidor CirCis-
Ci, o complexo C3bBbP, C3a des-Arg e CS5a des-Arg formados ap6s a
ativac3o da via cldssica e alternativa, além de determinar o
CHS50.
Os resultados mostram que dentro das brimefras 16 horas apos
diagndstico do IAM ou da admiss3o hospitalar, houve um aumento em
32 vezes do complexo terminal do complemento, assim como  um au-
mento em B8 vezes do compléxo inibidor CirCis-Ci. Ja os valores do
complexo C3bBbP, de C3a des-Arg e CSa des—-Arg estavam aumentados
em 2 vezes.

No entanto, os pacientes com insuficiéncia cardiaca con-
gestiva de outra etiologia e pacientes submetidos a revasculari-
zag3o miocardica sem infarto prévio, mostravam apenas minimas al-
teracboes nas concentragles plasmaticas destes produtos da ativa-

¢ao do Complemento. Os pacientes com IAM mostraram também uma di-
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minuicdo do CHSO

Dois dados adicionais deste trabalho s3o dignos de mencio-
nar:

0 primeiro & que os autores demonstraram uma correlac3o
dos niveis do complexo terminal do complemento, do complexo ini-
bidor CirCis—-Ci e de C3a des—-Arg com a classificacao funcional de
KILLIP e KIMBALL (KILLIP, KIMBALL, 19467), havendo um aumento sig-
nificativo nas concentracoes destes em pacientes com classe 1V,
comparados com pacientes da classé I, mpstrando uma possivel re-
lacao das manifestagtes hemodinamicas subseqﬂéntes ao IAM com o
grau de ativagdo da cascata de Complemento.

Um segundo dado importante € a elevagdo dos niveis destes
produtos da ativa¢do do Complemento, em 5 pacientes «com reinfarto
do miocardio.

YASUDA e cols. (1989) analisaram o comportamento dos se-
guintes componentes do Complemento em pacientes apdos IAM: C4, C3,
C3a e os titulos do complemento Hemolitico total (CHS0) num peri-
odo ae 1 a 10 dias apds a ocorréncia do infarto.

Os niveis de C3a encontravam—se claramente elevados em to-
dos os pacientes, comparados com controles normais, do 19 aoc 109
dia, sendo que os niveis do S5g ao 10Q dia eram significativamente
maiores aos niveis do 10 e 29 dia. Ja os niveis de C3 eram signi-
ficativamente maiores aos niveis do grupo controle nos dias 8o,
90 e 10g. No entanto, os niveis de C4 neste grupo de pacientes
encontravam—-se significativamente aumentados em compara¢ao com o
grupcs controle, ja no ip dia, sofrendo um aumento constante até o
100 dia; os niveis eram significativamente maiores a partir do 8g

dia, comparados com os do ig e 29 dia.



29

0O titulo do CHSO, no 1g e 2o dia manteve-se dentro dos va-
lores normais, jé no Sg dia em diante houve um éumento significa-
tivo deste, comparado com os valores do grupo controle assim como
com os do 10 e 29 dia.

Os autores enfatizam a dificuldade de detectar alteracoes
do Sistema de Codplemento apos a ocorréncia do IAM atraves da
avaliagao dos niveis de C3, C4 e CHSO, jé que estes refletem tan-
to uma sintese como uma degrada¢do constante, sendo due niveis
elevados de C3, C4 e CHS0 indicam uma maior sintese destes compo-
nentes somente se esta excede a degradacdo simultdnea consequente
a ativagdo do Complemento.

Em 1990, este mesmo grupo de autores, juntamente com KOLB
e TAMERIUS (YASUDA et al., 1990) analisaram o comportamento dos
niveis de alguns produtos da ativacgovdo Siétema Complemento em
pacientes com IAM, angina instavel e angina estavel, comparados
com controles normais. Foram quantificados: C4d, C3d, iC3b, Ba,
Bb e SC5b-9. Nos pacientes com éngina estével e angina instavel a
andlise foi realizada no io dia da admissSo,‘no entanto . nos pa-
cientes com IAM, a analise foi feita no S5g dia apos a admiss3o.
C3d, €C4d, iC3b, Ba, Bb e 5C5b-9 foram dosados pelo metodo de ELI-
SA e o fator C3a pelo método de radioimunoensaio.

Os resultados mostram que os niveis de C3d eram significa-
tivamente maiores em pacientes com IAM e angina instavel compara-
dos com controles normais, sendo que nos pacientes com IAM os ni-
veis de C3d eram tambeéem significativamente maiores comparados com
0s niveis dos pacientes com angina estavel e angina inesfével. Os
niveis plasmaticos de iC3b e C3a mostraram um comportamento simi-

lar aos descritos para C3d.
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Nos pacientes com IAM, os niveis séricos de C4d eram sig-
nificativamente maiores comparados com os. controles normais, O
mesmo acontecendo com os niveis de Bb, Ba e de SC5b-9.

Os autores demonstraram tambeém uma correlacdo direta dos
niveis plasmaticos de SCSb-9 com o pico maximo de CPK e uma rela-
¢30 inversa com a fragcao de gjecﬁo em pacientes com IAM; o©0s ni-
veis plasmaticos de SCS5b-9 nos pacientes com insuficiéncia cardi-
aca congestiva eram significativamente maiores comparados com os
niveis em pacientes sem insuficiéncia cardiaca congestiva apos
I1AM.

Cbm estes resultados os autores demonstram haver uma ati-
vagao dé Sistema de Complemento no IAM .atraves das duas vias: a
classica e a alternativa, alem de mostrar uma associagcao entre
esta ativa¢do e o grau de lesdo isquémica.

| Recentemente, FRANGI e cols.(1992) mostram que a terapia
fibrinolitica com estréptoquinase em pacientes com 1AM, leva a
uma ativagao do Complemento: HDQVE uma eleva;SD importante de C3a
des;Arg. C4a des-Arg e do complexo C3b?, 30 minutos apés a infu-
s3o da estreptoquinase.

Em alguns estudos n3ao foi comprovada a ativagao da cascata
de Complemento a nivel sistémico em pacientes com IAM ou o com
episodios transitdrios de isquemia. Assim MOLLNES e cols. (1988)
quantificaram os niveis plasmaticos de C3, C4, dos produtos da
ativac3do de C3 e do complexo SCSb-2 no 1o, 20, 30 e &g dia em pa-—
cientes com infarto n3o complicado.

Os resul tados mostram niveis de C3 e C4 similares ao do
grupo controle. Os niveis dos produtos da ativagdo de C3 e do

complexo SC5b-9 eram maiores aos do grupo controle, n3o atingindo



31

no entanto uma diferenca significativa. Os autores concluem que o

1AM ndo complicado n3ao esta associado com uma ativagdo éistémica

do Complemento, sugerindo a ocorréncia de uma ativacao local, a

'qual pode ser detectada na circula¢ao coronaria, considerando;se
os resultados obtidos em outros trabalhos.

Um outro estudo recente (MONTALESCOT et al., 1991) mostra

que a inducdo de breves periodos de isquemia reversivel pér esti-

mulag3ao atrial em pacientes com angina estavel, n3o estid associa-

da com uma ativa¢do sistémica da cascata de Complemento. Foram
quantificados os niveis plasmaticos de CSa, C3a e do complexo
CSb-9.

Os resultados obtidos nos trabalhos citados, sugerem que o
grau de isquemia e necrose determinaria o grau de ativag¢3o do
Sistema Complemento, sendo esta maior, e por conseguinte detecta-
vel na circulacdo periférica, quandao o grau de isquemia ou necro-
se fosse maior. Ja no caso de quadros isquémicos mais leves, esta

ativagao seria detectavel unicamente na circulac3o coronaria.

Implicac3o dos polimorfonucleares—-neutrofilos na patogénese da

les3o isquémica e de reperfusao

Estudos experimentais mostram a implicag3o de uma resposta
inflamatoria mediada pelos polimorfonucleares neutrofilos na pa-
togénese da lesdao isquémica (CRAWFORD et al., 1988), e de reper-—
fusao (MULLANE et al., 1984).

A in{iltracso dos neutrofilos @ um processo ativo estimu-
lado por fatores quimiotaticos, entre outros, os produtaos da ati-

vacdo do Sistema Complemento, como CSa (ABBAS et al., 1991i; LAW,
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REID, 1988; TILL, 1988){ C3a (LAW, REID, 1988; TILL, 1988) e

C5bb7 (HORST, 1984), o leucotrieno B4 (LtB4) (GOETZL, PICKETT,

1981) e o fator de transferéncia (BOARETTI, 1977, MENDES et al.,
1978) .

Os mecanismos pelos quais os polimorfonucleares—neutrofi-

los teriam um efeito deletério sobre o tecido isquémica s3o: o

acumulo destes na area isquémica, a liberag¢do de radicais livres

de oxigénio (RLOg), enzimas proteoliticas e metabélitos do Aacido

araquidonico.

- Infiltracdo e acumulo de polimorfonucleares—-neutrofilos na area

isquémica

0 acumulo de polimorfonucleares (PMNs) na Aarea isquémica
causaria um aumento da resisténcia regional, uma reduca3ao do fluxo
durante a isquemia, e o chamado no-reflow phenomenom; este con-
siste na obstrucdo mecanica de éapilares pelos leucocitos o que
teria como consequéncia o aumento da resisténcia regional e a re-
ducdo do fluxo durante a reperfusdo miocardica (ENGLER, SCHMID-
SCHONBEIN, PAVELEC, 1983; ENGLER et al., 1986).

KATORI e cols. (1989) sugerem que o acumulo de polimorfo-
nucleares nas primeiras 12 horas de 1AM e caQSado pelo leucotrie-
no B4 (LtB4), ja o acuimulo posterior seria causado por fatores
quimiotaticos derivados da ativacao do Complemento. Outros fato-

res quimiotaticos estariam também implicados.
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-~ Liberag3o de radicais livres de oxigénio pelos polimorfonuclea-

res—neutrofilos

Os PMNs ativados tém a capacidade sintetizar e libérar 0s
chamados radicais livres de oxigénio (RLO=), (BABIOR, KIPNES,
CURNUTE, 1973), através da ativacao da NADPH oxidase (COHEN,
1989). S3o0 estes o radical hidroxila (.0H), radical superodoxido
(.0="), o peroxido de hidrogénio (H=0=) e o oxigénio singular
(*0=) (ZARCO, 1989). CS5a provoca a liberac3o de RLOe= pelos PMNs
(BABIOR, 1978) |

Os RLDOz est3o implicados na patogénese da les3o isquémica
e de reperfusdo (BURRELL, BLAKE, 1989; LARNER, CONWAY, 1989; SOU-
THORN, POWIS, 1988; WERNS, SHEA, LUCCHESI, 1986) embora alguns
autores coloquem em duvida este aspecto (PRZYKLENK, KLONER,
1989) .

Um estudo recente sugere que a liberagd3o de RLOz pelos
PMNs ativados possa ser uma das.causas da reguperacSo incompleta
da fung3o ventricular ou da disfuncd3o da mesma ap6és circulacdo
extracorparea (PRASAD et al., 1992).

Alem dos PMNs (BURRELL, BLAKE, 1989; ENGLER, 198%9), outras
provaveis fontes de RLOz seriam a cadeia mitocondrial de trans-
porte de elétrons, a degradac3o de catecolaminas, a ag3o da xan-—
tina oxidase sobre metabolitos purinicos, entre outros (FORMAN,
VIRMANI, PUETT, 1990; LARNER, CONWAY, 1989). A importancia de
cada uma destas fontes ceria especie-especifica (KLONER, PRZY-

KLENK, WHITTAKER, 198%9).

Ha também evidéncias de que os RLOs seriam causadores da
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les3o do endotélio vascular, revisado por WARREN e WARD (1986)

Os RLOe causam a les3do celular através da peroxidacdo de
lipidios da membrana celular causando um dano estrutural e fun-
cional da mesma; da degrada¢dao de proteinas, aléem de causar alte-
racoes na sintese de colageno (BURRELL, BLAKE, 1989; WERNS,
SHEA, LUCCHESI, 1986) .0s RLO- poderiam tambéem causar a oxidac¢ao
de proteinas especificas da contra¢dao, com o conseqllente efeito
aeletério (ENGLER, 1991).

Ha também evidéncias que a liberacao pelo endotélio do fa-
tor relaxante dependente do endotelio (FRDE), pode ser inibida

pelo radical superoxido (OMAR et al., 1991).

- Libera¢do de enzimas proteoliticas pelos polimorfonucleares-—

neutrofilos

E sabido que os polimorfonucleares ativados por fragmentos
de Complemento, entre outros, liberam varias enzimas como as pro-
teases neutras do tipo colagenase, elastase, catexina-G, as mie-
loperoxidases, a lisosima e hidrolases acidas. Algumas destas en-
zimas, principalmente as proteases neutras, sEo-capazes de atacar
o tecido hospedeiro (WEISSMAN, SMOLEN, KORCHAK, 1980).

Diversos autores sugerem ser este um outro mecanismo da
acdo deletéria dos PMNs na les3o isquémica (ENGLER, COVELL, 1987;
JOLLY et al., 1986; LITT et al., 1989; MULLANE et al., 1984),
sendo que MEHTA e cols. (1989), demonstraram haver um incremento

importante na liberagdo de elastase pelos neutrofilos em pacien-

tes com angina inestavel e IAM.
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- Liberac3o de tromboxano e leucotrienos pelos polimorfonuclea-

res—-neutrofilos

Trabalhos experimentais tem mostrado a liberagdo de trom-
boxano (GOLDSTEIN et al., 1978) assim como de leucotrienos (AEH-
RINGHAUS e£ al., 1982; BORGAERT, citado em GOETZL, PICKETT, 41981)
pelos polimorfonucleares ativados.

Estudos experimentais tem demonstrado os leucotrienos se-
rem potentes constritores de vasos coronarios (EZRA et al.,
1983). Ja o tromboxano tem uma conhecida ag3o vasoconstritora e
pro—-agregante plaquetaria (GRYGLEWSKI, 1981).

Alguns trabalhos clinicos tém mostrado haver uma ativac¢3o
dos PMNs no IAM, assim como na angina 1inestavel (BELL et al

L

1990; MEHTA et al., 198%9; NASH et al., 1989).
Interacdo do Sistema de Complemento com as plaquetas

Sabe-se tambem da interag¢3o do SC e as plaquetas. Assim, a
agregac3o plaquetadria, a liberac3o por estas de subst3ncias vaso-—
ativas, e a atividade pré-coagulante das mesmas s3o0 potencializa-
dos por produtos da ativacdo do Complemento, assunto revisado re-

centemente por SIMS e WIEDMER (1991).
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APLICAGCXO DOS NITRATOS ORGANICOS NO TRATAMENTO DA 'ADDENCA

ISQUEMICA MIOCARDICA

0 uso dos nitratos no tratamento da doenga isquémica mio-
cardica estende-se por mais de cem anos. Em 1847, o trinitrato de
glicerila é sintetizado por SOMBRERO. Em 1859, o nitrito de amilo
& descoberto e utilizado por GUTHRIE. Em 1867, BRUNTON publica os
primeiros artigoé sobre a agao do trinitrato de glicerila e o ni-
trito de amilo. Em 1879, numa série de artigos publicados no LAN-
CET, William Murrel atirmava que o trinitrato de glicerila tem um
valor terapéutico no tratamento da angina pectoris. PORJE na Sue-
cia, em 1946, e HARRIS nos Estados Unidos, em 1950, demonstram o
efeito benéfico do uso do dinitrato de 1isossorbida (AHLNER et
al., 1991, BERLIN, 1987; FYE, 1986).

Posteriormente, outros nitratos foram sintetizados, in-
cluindo o mononitrato-3 de isossorbida e o tetranitrato de penta-
eritritol. A molécula de todos estes farmacos cont®m na sua es-
trutura uma ou mais ligag¢bes éster-nitrato (R-0-NO=) (fig. 2).

Este grupo quimico proporciona a estes compostos uma

propriedade biolégica unica, a vasodilatac3o (AHLNER et al

LI |}

1991) .
Mecanismos de ag3o dos nitratos orgi3nicos

Os efeitos farmacoldgicos dos nitratos sobre a musculatura
lisa vascular assim como o provavel efeito sobre as plaquetas s30

objeto de intensos estudos.
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Foram propostos varios mecanismos para explicar o efeito
vasodilatador dos nitratos, assunto revisado por AHLNER e AXELS-
SON (1987), entre eles:

- inibig3o0 da atividade da ATPase nas arteérias;

- interac3o com um receptor especifico no musculo liso

vascular ;

- hiperpolarizacd3o da membrana celular;

- estimulag3o da liberacdo de prostaglandinas vasoativas,

como por exemplo a prostaciclina

Atualmente considera-se que estes compostos sd3o na reali-
dade pro-drogas, as quais liberam o é6xido nitrico (NO) o qual por
sua vez leva a um aumento dos niveis de 3,5 -monofosfato de gua-
nosina (GMPciclico) intracelular através da estimulag¢d3o da guani-
lato ciclase soluvel (AHLNER et al., 1991).

Ndo e conhecido o mecanismo exato através do qual os ni-
tratos orgdnicos causam o relaxamento do misculo liso vascular. &
sugerido que este incremento de GMPc teria como conseqiléncia a
atiQacﬁo de processos intracelulares, como a redugdo da concen-—
trac3o de calcio livre citosodlico, alteracdes na fosforilac3o de
proteinas contrateis, levando assim ao relaxamento do musculo li-
so vascular (AHLNER, AXELSSON, 1987; AHLNER et al., 1991).

0 possivel efeito antiagregante plaquetario dos nitratos
seria conseqdéncia do incremento dos niveis de GMP ciclico intra-
plaquetario, produto da ativac3o pelo oxido nitrico (NO) da gua-
nilato ciclase intraplaquetaria (GERZER et ai., 1989; MELLION et

al., 1981).
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Biotransformacd3o dos nitratos organicos

0 metabolismo dos nitratos ocorre no espago intracelular,
seja no hepatocito, na hemacia ou parede vascular, entre outros,
assunto revisado por AHLNER e cols. (1991); mas também no plasma
sanguineo, sendo este um processo muito mais lento do que o in-
tracelular (ARMSTRONG et al., 1980; COSSUM, ROBERTS, 1983; FUNG,

1987; TAYLOR, JOANNIDES, PARKE, 1989).
Propriedades farmacolodgicas dos nitratos organicos

Estas propriedades estdo relacionadas ao efeito vasodila-
tador dos nitratos assim como a um provavel efeito antiplaqueta-

rio dos mesmos.
- Efeito vasodilatador dos nitratos organicos

A aplicacdo terapéutica dos nitratos na doenca isquémica
miocardica esta relacionada a esta propriedade vasodilatadora
(AHLNER et al., 1991).

Esta vasodilatacdo di-se a nivel periférico, ja que os ni-
tratos causam a dilatac3o tanto do sistema venoso de capacitin-
cia, levando a uma queda da precarga, como dos vasos arteriais,
com uma queda da resisténcia vascular sistémica que vai acompa-
nhada de uma reducdo da pressdo arterial, e por conseguinte da
pos—-carga. Estes dois efeitos periféricos levam a uma queda do

consumo de oxigénio pelo miocardio (AHLNER et al., 1994, AMTORP,

1987) .
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Os nitratos tém também uma acdo sobre a circulac¢ao corona-

ria com um efeito vasodilatador direto, o que leva a um incremen-—
to da oferta de oxigénio para o miocardio, tanto em coronarias
normais (DODGE, BROWN, 1984), como também em coronarias com le-

sbes estenoticas excéntricas (AMTORP, 1987).
- Efeito dos nitratos organicos sobre a agregag3o plaquetaria

Nos ultimos anos tem—-se estudado um possivel efeito inibi-
torio dos nitratos sobre a agregacao plaquetaria. Esta proprieda-
de poderia contribuir para os efeitos beneficos dos mesmos no
tratamento da doenga isquémica miocardica, dada implica¢do da
agregacao Plaquetaria na fisiopatologia da mesma (HIRSCH, 1987;
NIDORF et al., 198%9).

Estudos realizados in vitro (AHLNER et al., 1985; DE CATE-
RINA et al., 1984; DE CATERINA et al., 1988; SCHAFER, ALEXANDER,
HANDIN, 1980) tém demonstrado que os nitratos orgdnicos utiliza-
dos em altas concentracdes, até 100.000 vezes a concentragdo te-
rapéutica (AHLNER et al., 1991) mostram um efeito inibitério so-
bre a agregacdo plaquetaria. No enfanto, como foi demonstrado num
trabalho recente, a inibic30 da agregag3o plaquetaria in vitro
pode ser obtida com concentragdes proximas as terapeuticas (CHIR-
KOV et al., 1992).

Os estudos realizados in vivo e ex vivo sao divergentes.
FITZGERALD.E cols. (1984) obtiveram um efeito inibitorio com a
aplicacao de altas doses de trinitrato de glicerila , somente em
um dos 5 voluntarios estudados. Outros autores, usando doses te-

raputicas de diversos nitratos demonstram uma atividade antia-
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gregante plaquetaria dos mesmos .(DE CATERINA et al., 1984; DE CA-
TERINA et al., 1990; DIODATI et al., 1990; GERZER et al., 1989).

O mecanismo do efeito inibitério dos nitratos orgdnicos
sobre a agregacao plaquetaria é objeto de intensas pesquisas. Al-
guns estudos sugerem que os .nitratos estimulariam a sintese de
prostaciclina, assim como inibiriam a sintese de tromboxano (LE-
VIN et al., 1981). Outros autores nao cdnseguir;m demonstrar es-
tes efeitos (FITZGERALD et al., 1984). Outros sugerem que a ati-
vidade antiagregante plaquetaria dos nitratos e derivados estaria
relacionada a um incremento de 3°,5 -monofosfato de guanosina
(GMPc) intraplaquetario (GERZER et al., 1989; MELLION et al.,

1i981) .
Aplicagdes clinicas dos nitratos organicos

Os nitratos tém sua aplicac3o no tratamento da doenga is-
qQuemica coronaria (AHLNER et al., 1991i; CORWIN, REIFFEL, -1985;
MANDECKI, 1987; SHUB, VLIETSTRA, McGOON, 1985; SILBER, 1990; WoJ-
CICKI, 1986), assim como no tratamento da insuficiencia cardiaca
congeétiva (AHLNER et al., 1991; DUPUIS et al., 1990).

Dentro da terapia da doenga isquémica coronaria, os nitra-
tos tem seu lugar no tratamento de todos os quadros isquémicos.
Assim, vérios_estudos mostram o efeito benéfico dos nitratos no
tratamento dos ataques isquémicos agudos (NYBERG, 1987); da angi-
na estavel (BELDER, SCHNEEWEISS, CAMM, 1990; BEYERLE, REINIGER,
RUDOLPH, 1990; MARANHAO, 1986; MARTEN, WEISS, HAASE, 1984; RAMI-
RES et al., 1992; REHNQVIST et al., 1987; SHUB, 1990); no trata-

mento da isquemia silenciosa (CHATTERJEE, 1987; FENG, FENG, SCH-
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NEEWEISS, 1990); da angina de Prinzmetal- (NDRDLANDER, 1987;
PRAZERES DE SA, SOARES DA COSTA, RIBEIRO, 1989), da anginé. ines-
tidvel (KAPLAN et al., 1983; MIKOLICH et al., 1980; MUNGER, OH,
1990; NORDLANDER, 1987 ), e do infarto agudo de miocardio (BUSS-
MANN et al., 198ia; BUSSMANN, 1i981ib; BUSSMANN, ROSE, 1984; CHICHE
et al., 1977, DERRIDA et al., 1978; FLAHER%Y et al., 1975;
FLAHERTY et al., 1976; FLAHERTY, 1987, GUNNAR et al., 1990; JAFFE

et al., 1983; JUGDUTT, WARNICA, 1988; PIEGAS et al., 1989).

oXIDO NiTRICO

Diversas substd3ncias que liberam éxido nitrico, assim como
as possiveis fun¢fes deste, s3o objeto de intensas pesquisas,
(MONCADA, 1990; MONCADA, PALMER, HIGGS, 19?21i). Estudos analisam
as possiveis fontes do NO no organismo (MONCADA, PALMER, HIGGS,
1989; PALMER, MONCADA, 1989), assim como as suas possiveis  fun-
gé“% (AMEZCUA et al; 1989; BRUNE, LAPETINA, 198%9; FERREIRA, DUAR-

., LORENZETTI, 1994, MONCADA, PALMER, HIGGS, 198%9; PALMER, FER-
RIGE, MONCADA, 1987; RESS, PALMER, MONCADA, 198%9), inclusive no
mecanismo de defesa inespecifica (LIEW, COX, 1991).

Ha evidéncias da inibi¢3o e citoprotecio dds polimorfonu-
cleares leucodcitos por estimuladores da guanilato e adenilato ci-
clases (KORBUT, TRABKA-JANIK; GRYGLENSHI; 198%; SCHRDDER et al

1990) .
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ANALISE DD EFEITO ANTICOMPLEMENTAR DE DETERMINADA SUBSTANCIA

Uma determinada subst3ncia pode ter sobre a cascata de
Complemento uma a¢3o inibitoria, blogueando a qualquer nivel o
processo de ativacdo da mesma, ou pelo contrario, uma agd3o pro-
complementar ativando a cascata, seja pela via classica ou alter-
nativa.

Uma substancia com.atividade inibitdoria, bloqueia a ativa-
¢do da cascata de Complemento causada por um determinado ativa-
dor, podendo ser analisada a quantidade de moleculas restantes
que ndo foram consumidas, assim como a quantidade de produtos de
degradacao formados até o inibidor causar seu efeito.

Ja uma substdncia pro-complementar leva ao consumo de uma
determinada quantidade dos componentes do Complemento num deter-
minado periodo de tempo, com uma conseqllente formac3o de diversos
produtos de clivagem dos mesmos.

Ent3o, a andlise do efeito de determinada subst3ncia so-
bre a cascata de Complemento pode ser feita de duas maneiras:

a) atraveés da quantificagcd3o tanto dos niveis restantes dos dife-
rentes componentes do Complemento, assim coma dos distintos
fragmentos resultantes da clivagem dos componentes iniciais.

A quantificacao das diferentes moléculas & feita com o uso
de anticorpos monoclonais através dos seguintes métodos:

- técnicas imuno—-quimicas, como por exemplo a imuno-eletrofo-
rese quantitativa em "foguete" (BOURKE, MOSS, MAINI, 1982;
MILGROM et al., 1980; NITSCHE et al., 1981);

- ensaio imunoenzimatico (ELISA) e radioimunoensaio (VAZ,

1989);
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- nefelometria (RUDDY, 1985)

Estes ensaios nd3o fornecem informacoes a respeito do esta-
do funcional do Complemento.

b) através da andlise do efeito da substancia em estudo, sobre
uma das varias atividades bioldgicas do Complemento, como por
exemplo a fagocitose, quimiotaxia, ou lise celular. A analise
desta ultima examina a capacidade litica do Complemento sobre
hemacias, podendo ser avaliado o sistema tomo um todo, ou cada
um dos seus componentes.

Dois tipos de métodos s3o utilizados para a avaliagao da
atividade litica do Complemento (BARBOSA, 1983; FERRIANI, 1988):

- o método estatico, que & uma analise de ponto final, o qual
determina a quantidade de soro necesséfia para causar a lise
de 50% das hemacias de uma suspens3do destas. Diferentes di-
lui¢cbes de Complemento sd3o incubadas com o sistema indicador
de hemdlise por um determinado tempo, apds o qual & determi-
nada a quantidade de hembélise obtida com cada diluigcao em
estudo.

- o método cinético, onde € medido o tempo necessario para que
uma quantidade fixa de Complemento cause a lise de uma de-
terminada quantidade de hemacias.

Podem ser avaliadas ambas as vias de ativag¢do do Sistema
de Complemento: a via classica, utilizando-se como sistema indi-
cador de hemodlise heméciés de carneiro sensibilizadas com anti-
corpo. {hemolisina), suspensas em tampoes que contenham ions cal-
cio e magnésio, o anticorpo ligado & hemacia ativa a via classica
do Complemento (MARGNI, 1982); a via alternativa, utilizando-se

como sistema indicador de hemélise hemacias de coelho n3o sensi-
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bilizadas, com uma conhecida propriedade de ativagdo da via al-
ternativa (PLATTS—MILLS, ISHIZAKA, 1974), e tampdes quelantes de
calcio, a fim de bloquear a ativag3o da via classica, acrescidos
de magneésio.

0 método cinético tem uma reprodutibilidade similar ao es-
tatico, tendo sobre estes algumas vantagens como a sua simplici-
dade e maior rapidez de execugao (BARBOSA, 1983).
| No presente estudo aplicou—-se o método cinético, atraves
do qual & medida a atividade litica do Complemento, apos intera-
cdo deste com a substdncia em estudo, determinando-se o tempo ne-
cessario para ocorrer a lise de 50% de hemacias (Ti/2). Correla-
ciona-se este tempo (Ti/2) com a quantidade de Complemento res-
tante, funcionalmente ativo, apos a interagdo com é substancia em
estudo.

Este método foi utilizado anteriormente num estudo da ati- .
vidade anticdmplementar de varias substancias, demonstrando uma

reprodutibilidade adequada (BARB0OSA, 1i983).



OBJETIVOS
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OBJETIVOS

Dadas as evidéncias de que a isquemia aguda e o infarto de
miocardio iniciam uma resposta inflamatdria aguda, a qual inclui
a ativagcdo do Sistema de Complemento, e o fato da aplicagao dos
nitratos organicos estar indicada no tratamento dos mesmos, o
presente trabalho tem como objetivo analisar o efeito do mononi-

trato-5 de isossorbida sobre o processo de ativagio da cascata de

Complemento in vitro.



MATERIAL E MeETODOS
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MATERIAL E MeTODOS

1 COMPLEMENTO HUMANO (C.H.)

Como fonte de Complemento, utilizou-se uma mistura de saro
humano normal (SHN) * .

Foram colhidos 20 ml de sangue de doadores volunférios.
funcionarios, estudantes e residentes, junto ao ponto de coleta
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana e ao
Banco de Sangue do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto. |

Apos a coleta, sem anti—coagulante, as amostras de sangue
foram mantidas em repouso a temperatura ambiente durante 90 minu-
tos, para retracao do coagulo. Apéé deslocamento do coagulo, pro-
cedeu-se a separagao do soro por centrifugacdo (Centrifuge Damon
IEC madela DPR &4&2@@, USA) a 1500 rpm durante 1@ minutas a 4=C.
Apds a mistura dos soros separou-—-se aliquotas de { ml em tubos de
polipropileno e armazenados a -78°C (Bio-Freezer Forma Scienti-

fic, USA), até o momento do uso.
2 MDNDNITRATD—S_DE ISOSSORBIDA =

928 mg do sal, mononitrato-5S de isossaorbida absorvido em
cloreto de sodio numa relagdo 9:1, peso a peso, eram diluidas em
! Fcte trabalho foi aprovado pela Comissio de etica Medica e pela Comiss3o Cientifica do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana.

€ {aboratorios NOBEL CHEHICAL - Inglaterra.



50
{ ml de agua destilada, obtendo-se assim B8f mg de monanitrato-5
de isoscorbida diluidas em soluc3o fisiolégica.(solucﬁo estoque) .
A partir desta solu¢3o eram preparadas as diferentes diluigfes da
droga mediénte a adicdo de solugdo fisioldgica isotdnica. Condu-

tibilidade da solugdo 14,4 mS (Konduktometer E 527 MetroHm Heri-

sau - Suiga).

3 SOLUCGES UTILIZADAS 2

a) Solucdo Tampdo Trietanolamina—-Ca**+Mg**

(TEA—-Ca**Mg**)

Trietanolamina ............... ... 28,00 ml
NaCl ... ... . . 73,00 g
MgS0, . 7H=0 ... ... ... . .. ... ... 1,23 g
CaCls . @8HeO ... . . . . 0,22 g
Azida Sodica .................... 0,50 g
HCY 9.s.p. pH final 7,4

.................. q.5.p. 1200 ml

Esta solugdo era diluida 10 vezes para a preparacio da so-
lucdo trabalho, com uma concentrac3o final de ions Ca** igual a-
1,9 « 1&° M, e de ions Mg** igual a 5,0 x 10~* M. AOcrescentava-

se 0,1%4 de gelatina a pH 7.,4.

® s produtos quimicos utilizados e a sua origenm estio relacionadss no Amexo .
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b) Solucdo Tamp3o Trietanolamina-Acido Etilenodiamino-

tetracético

(TEA-EDTA)

Trietanolamina .................. 28,00 ml

EDTA ... e 37,20 g

Azida Sodica .................... 0,50 g

NaCl ... ... . . . 75,00 g

CHCY L. S Q.5.pP. pH final 7,4
Agua destilada .................. a.s.p. 1000 ml

Esta soluclo era diluida 10 vezes para a preparagao da so-
lug3o trabalho, com uma concentragcao final de EDTA igual a 0,04

M. Acrescentava-se 0,1% de gelatina a pH 7,4.

c) Solug3o Tampl3o Trietanolamina-Mg*+

(TEA-Mg*™).

Trietanolamina .................. 28,00 ml

MgS0,.7H=0 ... ... .. ... ... ... ..... 4,93 g

NaCl .. .. ... . . . 75,00 g

Azida So6dica .................... 0,50 g
“HCL qQ.s.p. pH final 7,4
Agua destilada .................. qQ.5.p. 1000 ml

Esta solugdo era diluida 10 vezes para a preparacgao da so
lugdo trabalho, com uma concentra¢do final de Mg** igual a 0,002

M. Acrescentava-se 0,1% de gelatina a pH 7,4.
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d) Soluc3o Tampdo Trietanolamina-Acido Etileno Glicol-Bis

(B-Aminoetil éter) N, N, N', N'-Tetracético-Mg**

(TEA-EGTA-Mg**)

Trietanolamina .................. 28,00 ml

EGTA . .. e 30,42 g

MgS04.7H=0 . ... ... ... ... ... .. .... 4,93 g

NaCl ... ... .. 75,00 g

Azida So6dica .................... 0,50 g

HCL ... Q.s.p. pPH final 7,4
Agua destilada .................. q9.s.p. 1000 ml

Esta solu¢3o era diluida 10 vezes para a preparagao da so-
lug3o trabalho, com uma concentrag3o final de Mag** igual a 0,002
M e de EGTA igual a 0,008 M. Acrescentava-se 0,1% de gelatina a

PH 7,4. Todas as solugbes eram conservadas a 4°C.
4 HEMACIAS DE CARNEIRO

Sangue de carneiro, colhido por pun¢gdo da veia jugular do
animal, foi obtido junto ao Biotério da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de S3o Paulo. 0 sangue foi dilui-
do em igual volume de suspensdo de Alsever acrescida de azida so6-
dica a 0,05%, e armazenado a 4°C. Para os ensaios, foi preparada
uma suspensSQ de hemacias a 5% em tampdo TEA—Ca++—Mg++acrescido
de 0,1% de gelatina. No dia do uso, as hemdcias eram lavadas 3
vezes em tampdo TEA-Ca**-Mg** acrescido de 0,1% de gelatina. Esta

suspensao foi utilizada dentro de & semanas ap6s a colheita.
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S HEMOLISINA

Foi utilizada uma solucso de hemolisina obtida junto ao
Laboratdorio de Imunologia Humoral do Hospital das Clinicas da Fa-
culdade de Medicina de Ribeir3o Preto - Universidade de S3o Pau-

1o, com um titulo de anticorpos hemoliticos de 1:800.

6 . HEMACIAS DE COELHO

Sangue de coelho, colhido por pungdo cardiaca, foi obtido
junto ao Biotério do Departamento de Parasitologia, Microbiologia
e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeir3do Preto ~ Univer-
sidade de S3o Paulo. Colhia-se aproximadamente 10 ml de sangue de
cada um de 3 coelhos adultos em BRK (volume a volume). Apés fil-
tragem em gaze, acrescentava-se igual volume de tamp3oc TEA-EDTA,
incubando~se a 37°C por 15 minutos (Banho-Maria Unitemp, Fanem
Ltaa, S3o Paulo - Brasil). Apds isto as hemacias eram sepéradas
por centrifugagd3o a 2.000 rpm por 10 minutos, e lavadas em tamp3o
TEA-Mg** por 3 vezes.

As hemacias foram ressuspendidas ao volume original da co-
lheta .com Alsever acrescido de azida sodica a 0,05%, sepéradas em
aliquotas de 2 ml em tubos de ensaio e conservadas a 4°C. No dia
do uso, eram lavadas 3 vezes em tampdao TEA-EGTA-Mg++acrescido de
0,1% de gelatina. Esta suspensdo era utilizada dentro de 2 sema-

nas apos a colheita.
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7 SISTEMA INDICADOR DE HEMOLISE

7.1 VIA CLASSICA - Sensibilizag3o de Hemacias de Carneiro

Foi preparada uma mistura, volume a volume, de uma suspen-
s3o de hemacias de carneiro a 5% contendo aproximadamente 1{,2 X
10 hemacias por ml de tamp3o, com uma soluc3o de hemolisina.A
mistura era estabilizada por 10 minutos a temperatura ambiente.

As medidas da concentragd3o de hemacias eram realizadas em
espectofotometro (Coleman Instruments Inc. Model SA no A-35671 -
Maywood, 1 1i, USA).

A suspens3o de hemacias sensibilizadas foi diluida em tam-
pao TEA-Ca++-Mg++de maneira tal que 0,4 ml da mesma mais 2,5 ml
da solugdo diluente apresentasse uma densidade 6tica (DO) +final
de 0,8 + 0,04, medida em espectofotometro (340 Spectrophotometer

Sequoia - Turner Corporation), em comprimento de onda de 700 nm.

7.2 VIA ALTERNATIVA

Foi preparada uma suspensao de hemacias de coelho n3o sen-
sibilizadas diluidas em tampdo TEA-EGTA-Mg++ em quantidade sufi-
ciente para que 0,4 ml da suspens3ao final mais 2,5 ml da solucgdo
diluente apresentasse uma DO final de 0,8 + 0,04, medida em es-
pectofotdmetro, em comprimento de onda de 700 nm.

Para a coleta do soro humano, hemacias e a preparagao do
sistema indicador de hemolise, foram seguidas indicagcdoes previa-—-

mente estabelecidas (BARB0OSA, 1983; FERRIANI, 1988).
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8 DETERMINACXD DA ATIVIDQDE ANT ICOMPLEMENTAR DD:MDNDNITRATO—S DE

1S0SSORBIDA

Utilizou—-se o método cinético, modificado, descrito por
BARBOSA (1983), que consiste-em estabelecer o tempo necessario
para que uma determinada soluc3o de Complemento cause a lise de
S0% das hemacias de uma suspensao destas.

0 método esta baseado na medida continua da absorvancia de
suspenstes de hemacias que sofrem a lise mediada pelo Complemen-—
to.

Esta hemdlise e analisada num espectofotometro no aqual é
medida a absorvancia da suspensdo lendo-se a DO em comprimento de
onda de 700 nm.

As suspensaoes das hemacias sdo turvas devido & dispersdo
da luz incidente. Com a lise, ha uma queda da intensidade da dis-.
persdo da luz, e por consiguinte da absorvancia, com um incremen-
to da luz transmitida (BOACKLE, PRUITT, 1974).

| A substancia cuja atividade anticomplementar & estudada, é
incubada com a solugdo de Complémento por um tempo determinado,
apés o qual e adicionado um volume determinado da suspensdo de
hemacias, medindo-se a seguir o tempo necessario para que aconte-
¢a a lise de 5S0% das hemacias.

Ao espectofotometro &€ acoplado um registrador grafico
(Servogor 210 -~ BBC Metrawatt/Goerz, Alemanha), permitindo cal-
tular, a partir do grafico, o tempo necessario para que acontega

a lise de 50% das hemacias da suspens3o (T 1/2).
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Q@ - EXPERIMENTO I - DETERMINAGCAO DA C-S50
Com uma solugdo determinada de Complemento, foram incuba-
das solugbes de mononitrato-5 de isossorbida em diferentes con-
centracoes, a fim de determinar a concentragio da droga capaz de

inibir em 50% a atividade hemolitica do Complemento.(pH da mistu-

ra: 7,2)
2.1 VIA CLASSICA
- Solug¢d3o de Complemento

Foi utilizada uma solug¢3o de Complemento contendo 45 ul de
SHN por ml de tampdo TEA-Ca++-Mg++, mantida a 0°C em banho de ge-
lo.

- Mononitrato-5 de isossorbida

Foram utilizadas diferentes diluicdes da droga, em solucdo

fisiologica isotodonica.

- Sistema indicador de hemdlise

Foi utilizada uma suspens3o de hemacias de carneiro sen-

sibilizadas com uma DO final de 0,8 + 0,04,
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- Protocolo experimental

Ao inicio do experimento a solu¢d3o de Complemento era dis-
tribuida em & cubetas num volume de 1,5 ml para.cada cubeta, sen-
do pré-incubada a 37°C por 10 minutos no porta cubetas do espec—
tofotometro termorregulado (fig. 3);

Em seguida era adicionado 1 ml da solu¢3o controle, solu-

¢ao fisioldgica isotdnica, na ia cubeta, sendo que nas seguintes

eram adicionadas as diferentes diluigdes da droga em estudo em .

sentido crescente, todas num volume de i ml. As concentracgtes fi-
nais desta, em sentido crescente, eram de 0,0212 M, 0,0425 M,
00,0850 M, 0,113 M e 0,170 M.

Esta mistura era incubada por S minutos a 37°C, apb6s os
quais eram adicionados 0,4 ml do sistema indicador de hemolise, o
qual era mantida a 37°C até a sua aplicac3o. A ordem de colocagdo
do sistema indicador era do tubo de maior concentragdao da ‘droga
ac tubo controle

0 zero da turvag¢ao era ajuétado utilizando-se o tubo con-
trole antes da colocacgao ao sistema indicador de hemodlise.

Em seguida era lida a DO da solugdo controle até esta
atingir 50% do seu valor inicial, mudando-se ent3o imediatamente
a posi¢3o do porta—cubetas a fim de proceder a-ieitura da seguin-

te cubeta, repetindo-se o procedimento toda vez que a DO atingis-

cse os 950% do seu valor inicial.
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10) Pre-incubacdo da solugdo de Complemento a 37°C por 10 min.

Comprenents % % % % % %

20) Adi¢3o da solugdo diluente e das solugoes de MN-5 ISO em concen-
tracoes crescentes (1 ml) e incubag¢3o por 5 min. a 37<C.

{ ml sol.
diluente e
de MN-3 ISO

30) Adigao de 0,4

@,4 ml
sistema
indicador
de hemolise

{1:4 1:4.,5 11:2 1:4 1:8 C

40) Leitura da DO a 700 nm de cada mistura, ateé atingir S0% do seu
valor inicial, procedendo-se entdo a leitura da seguinte mistu-

. ol by

1 1:4,5 t:2 1:4 .8 c

i |

LEGENDA : Solug3o de Complemento
Salugdo salina
Solugles de MN-5 ISO

Sicstema indicadar de hemdlise

FIGURA 3 - FLUXOGRAMA DO EXPERIMENTO I - VIA CLASSICA
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Era feito um registro grafico a partir do qual era calcu-

lado o tempo necessdrio para acontecer a hemdlise de 50% das he-
macias da suspensido (fig. 4).

Este experimento foi repetido 3 vezes.

T 1/2
(seq)
900 ¢

840 ¢

780

720 ¢

660 ¢

MN-5 ISO 1:1
600 4
540 ¢ ,
480 1
420 ¢
/ MN-5 ISO 1:1,5
/

360 ¢
MN-5 ISO 1:2
300 ¢

MN-5 ISO
MN-5 ISO
180 ! CONTROLE

240 ¢

-
©

120 ¢

60 -

0 — — 1
0,8 0,6 0,4
DENSIDADE .OPTICA

FIGURA 4 - DETERMINACKRO DO T 1/2 - VIA CLASSICA
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9.2 VIA ALTERNATIVA
-~ Solucg3o de Complemento

Foi utilizada uma solucdo de Complemento contendo 380 ul
de SHN por ml de tampao TEA-EGTA-Mg++, mantida a 0°C em banho de

gelo.
- Mononitrato-5 de isossorbida

Foram utilizadas diferentes diluigdes da droga em estudo

em solugcdo fisiologica isotdnica.
- Sistema indicador de hemdlise

Foi utilizada uma suspensdo de hemacias de coelho em tam-
pao TEA-EGTA-Mg++acrescido de 0,41% de gelatina, com uma DO -final

de 0,8 + 0,04.
— Protocolo experimental

Realizou—-se um procedimento similar ao do aplicado para o
estudo da via Cléssica, sendo que 0s volumes ufilizados eram de
1,2 ml da'solucSo de Complemento, 1,3 ml da solu¢3do controle e da
droga em estudo. As concentracdes finais desta, em sentido cres-
cente, eram de 0,0275 M, 0,055 M, 0,110 M, 0,146 M e 0,220 M.
Apos 5 minutos de incuba¢c3o a 37°C, eram adicionados 0,4 ml do

sistema indicador de hemolise mantido a 37°C (fig. 5).'
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1i0) Pré-incubagdo da solug¢do de Complemento a 37°C por 10 min.

| I
Compienents % l% % % % %

20) Adi¢do da solugdo diluente e das solugbes de MN-5 IS0 em concen-
tragoes crescentes (1,3 ml) e incubag¢do por 5 min. a 37<C.

1,3 ml soli
diluente e
de MN-3 ISO

1:1,5 1.2 1:4 1:8 €

30) Adicdo de 0,4 ml do sistema indicador de hemdlise.

4

2.4 ml
sistema
indicador
de hemdélise

1:4 1:1,5 1.2

40) iLeitura da DO a 700 nm de cada mistura, até atingir S50% do seu
valor inicial, procedendo-se entdo a leitura da seguinte mistu-

ra.
7
1:1 1:14,5 1:2 C
<
| EGENDA - Solugdo de Complemento

Solugdo salina

Solugdes de MN-S5 IS0

=8 Sistema indicador de hemdlice

FIGURA 5 - FLUXOGRAMA DO EXPERIMENTO I - VIA ALTERNATIVA
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Foi também feito um registro grafico para o posterior cal-

culo do tempo necessario para a hemé@ise de 50X das hemdcias da
suspensao (fig. 6). |

Este experimento foi repetido 3 vezes.

T1/2
(seq)

1800 ¥

1680

X MN-5 ISO 1:1
1560 ¢ :

1440 ¢
1320 ¢
1200 ¢
1080 ¢

960 1

840 1

720 4

600 + ’//,_f————~—-"“”" MN-5 ISO 1:1,5
480 + /_,/ MN-5 ISO

1 MN-5 ISO
360 T — — MN-5 ISO

— CONTROLE
240 1 -

120 T

0 | |

| | .

0,8 0,6 0,4
DENSIDADE OPTICA

e

FIGURA & - DETERMINACXO DO T i/2 - VIA ALTERNATIVA
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10 EXPERIMENTO II - ANALISE DO EFEITO DO TEMPO DE INCUBAGCAOD
SOBRE A ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DO MONONITRATO-5 DE

ISOSSORBIDA

Uma vez obtidala concentracao da droga cbm um efeito 1ini-
bitorio aproximado de 350% para determinada solucso de Complemen-
to, foi analisado o efeito do tempo de incubagdo utilizando-se
uma mesma solucdo de Complemento e a solucdo da droga sempre na

mesma concentragio.
10.1 VIA CLASSICA
- S0lu¢3o de Complemento

Foi utilizada uma solucdo de Complemento contendo 45 ul de
SHN por ml de tampdao TEA-Ca**-Mg**, mantida a 0®C em banho de ge-—
lo.

— Mononitrato-5 de isossorbida

Foi utilizada a concentragd3o da droga com a qual no expe-

rimento anterior obteve-se uma inibig¢30 aproximada a S50%.

- Sistema indicador de hemolise

Foi utilizada a suspensdo de hemacias de carneiro sensibi-
lizadas similar & do experimento I, com wuma DO final de 0,8

+* 0,04.
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- Protocolo experimental

Ao inicio do experimento, a soluc3ao do Complemento era
distribuida em 2 cubetas num volume de 1,5 ml para cada cubeta,
sendo pré-incubada a 37°C por 10 minutos no pofta cubetas do es-
pectofotdmetro termorregulado, procedendo-se depois a adi¢ao de 4
ml da solug3o controle na i1ia cubeta e de 1 ml da solugdo da droga
na 2a. A concentracdo final da droga era de 0,113 M. Incubou-se a
seguir estas duas misturas a 37°C por O min.

Apos este tempo de incubag¢do, eram adicionados 0,4 ml do
sistema indicador de hemolise, procedendo-se em seguida a leitura
da DO, iniciando-se esta pela solugdo controle até atingir 50% do
valor inicial, mudando-se ent3o imediatamente a posigc3o do por-
ta-cubetas a fim de proceder a leitura da DO da solugdo-estudo.

0 zero da turvagdo era ajustado utilizando-se o tubo con-
trole antes da colocacdo do sistema indicador de hemolise (fig.
7).

0 tempo necessario para‘acontecer a lise de 50% das hema-
cias da suspensdo era calculadé a partir de‘registro grafico.

Este procedimento repetiu-se para os seguintes tempos de
incubacdo: S, 15, 30, 60 e 120 min.

Este experimento foi repetido 2 vezes para cada tempo de

incubac¢io.
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19) Pré-incuba¢3o da solu¢do de Complemento a 37°C por 10 min
—_—

1.5 ml sol.

Complemento ////

20) Adi¢3o da =zlugdo diluente e da solugdo de MN-S5 IS0 numa concen-
tragdo de @,113 M e incubagdo por @, S, 15, 30, &0 e 120 min. a
37<C.

1,0 ml sol.
diluente e
de MN-S IS0

30) Adigdo de ©,4 ml]l do sistema indicador de hemdlise.

0,4 ml
sistema
indicador
de hemoblise

40) Leitura da DO a 700 nm da solugdo controle, até atingir 5S0% do
seu valor inicial, procedendo-se entdo a leitura da solugd3o es-

tudo.
MN C
<—
LEGENDA: 23 Solucdo de Complemento

Solugdo salina

1 Solugd3o de MN-S5 IS0

&Y Sistema indicador de hemélise

FIGURA 7 - FLUXOGRAMA DO EXPERIMENTO II - VIA CLASSICA
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10.2 VIA ALTERNATIVA
- Solugdo de Complemento

Foi utilizada uma solu¢d3o de Complemento contendo 380 ul

de SHN por ml de tampao TEA-EGTA-Mg++.
—-Mononitrato-5 de isossorbida

Foi utiiizada a concentragcao da droga com a qual no expe-

rimento I obteve-se uma inibig¢3ao aproximada de 50%.
-Sistema indicador de hemolise

Foi utilizada uma suspens3ao de hemacias de coelho similar

a utilizada no experimento I, com uma DO final de 0,8 + 0,04.
- Protocolo experimental

Realizou-se um procedimento similar ao do .aplicado para a
via classica, sendo que foi utilizado um volume de 1,2 ml da so-
lucdo de Complemento e de 1,3 ml da solucsb do MN-5 ISO0. A con-
centragdo final da droga era de 0,146 M. Adicionou-se a seguir
0,4 ml da suspensao de hemacias de coelho (fig. 8).

A leitura da DO foi realizada da mesma maneira que'para o
experimento anterior, obtendo-se um registro grafico para o cal-
culo do T 1/2.

Este experimento foi repetido por 3 vezes.
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10) Pré-incubagdo da solugdo de Complemento a 37°C por 10 min.
E—

1,2 ml sol.
Complemento

20) Adi¢3o da solugdo diluente e da solu¢do de MN-S IS0 numa concen-
trag3o de 0,146 M e incubagdo por @, S5, 15, 30, 60 e 120 min. a
37=C. <

1,3 ml sol.
diluente e
de MN-5 IS0

3g) Adig¢do de 0,4 ml do sistema indicador de hemodlise.

2,4 ml
sistema
indicador
de hemodlise

40) Leitura da DO a 700 nm da solugdo controle, até atingir 3SQ% do

sed valor inicial, procedendo-se entdo a leitura da solu¢3o es-
tudo.

LEGENDA : eZz Solugdo de Complemento
Solu¢do salina

7+ Solugdo de MN-5 IS0

%3 Sistema indicador de hemodlise

FIGURA 8 - FLUXOGRAMA DO EXPERIMENTO II - VIA ALTERNATIVA
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11 EXPERIMENTO III - EFEITO INIBITORIO DO MONONITRATO-S DE

ISOSSORBIDA SOBRE DIFERENTES SOLUCSES DE COMPLEMENTO

Foram realizados experimentos similares ao experimento II,

utilizando diferentes solucdes de Complemento.
11.1 VIA CLASSICA

Para a via classica fpram preparadas duas solugoes, de 33
ul de SHN por ml de tamp3o TEA-Ca++Mg++ e de 26,5 ul por ml de
tampdo. O procedimento seguido foi similar ao do experimento 1II,
utilizando-se a mesma concentrac3o da droga e a mesma suspensao
de hemacias sensibilizadas.

Os tempos de incubacd@o da droga com as diferentes solu-
coes de Complemento foram de 0, 5, 15, 30, 60 e 120 min, para
cada solucgao.

Este expérimento fol repetido por 2 vezes.

Estes resultados foram comparados com os obtidos no expe-

rimento I1
11.2 VIA ALTERNATIVA

Para a wvia alternativa foi preparada uma solu¢3o de Com-
plemento contendo 580 ul de SHN por ml de taﬁpao TEA-EGTA-Mg++. O
procedimento seguido foi similar ao do experimento 11, utilizan-
do-se a hesma concentrac3o da droga e a mesma suspens3o de hema-

cias de coelho.

Os tempos de incubacdo da droga com as diferentes solu-
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¢oes de Complemento foram de O, 5, 13, 30, 60 e 120 min, para
cada solucao.

Este experimento foi repetido por 3 vezes.
Estes resultados foram comparados com os obtidos no expe-

rimento II.

12 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados de T i/2 e de % de
inibic3o obtidos foi feita atraveés dos seguintes calculos: me-
dias, desvios-padr3o, erro padr3o da média, coeficiente de varia-
¢do, varidncias, andlise de correlagd3o e regress3o linear pelo
método dos minimos quadrados, com o calculo do coeficiente de
correlacd3o linear de Person (r) e o ;oeficiente de explicagdo ou
determinagdo (r®).

0 teste de similaridade de varidncias (teste de COCHRAN)
fol utilizado para testar a homogeneidade das variénciaé para a
analise da reprodutibilidade do:método, sendb considerada signi-

ficativa uma probabilidade menor a 5% (COSTA NETO, 1977).
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RESUL.TADDS

DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DO MONONITRATO-5 DE

ISOSSORBIDA

Experimentos preliminares foram realizados a fim de deter-
minar a concentracaoc da droga capaz de inibir S0% da atividade
hemolitica do Complemento. Estes experimentos iniciais foram rea-
lizados tanto para a.via classica quanto para a alternativa. A
"partir destes experimentos escolheu-se as diluigdes da droga que

produzissem inibic6es menores e maiores de 50%.

{ EXPERIMENTO I - DETERMINAGXO DA C-S0

A C~-50 foi definida como a concentracdao do MN-5 IS0 capaz
de inibir 50% da atividade hemolitica do Complemento, nas condi-

¢0es padronizadas.
1.1 Via Classica

A tabela 5 mostra os resultados do Experimento 1 obtidos
com diferentes concentragoes de MN-5 150 . S3o apresentados oas
T 1/2 e as respectivas porcentagens de inibig3o obtidos com cada

concentracido (media aritmética de 3 experimentos).
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Tabela 5 - T 1/2 e porcentagens de 1inibig¢3o obtidos
com diferentes concentracboes de MN-5 IS0
sobre uma solugido de Complemento (45 ul de

SHN/ml tampdo) - Via classica.
——————— T T
| CONCENTRACAD | T 1/2 (seg) | % INIBIGCRO
CUBETA | MN-5 ISO I o
I (Molar) ) X + EPM | X + EPM
——————— e ——— e —————
Cc - 185 + 6,56 -
S 00,0212 200 + 8,19 7,50 + 0,58
4 00,0425 ees6 + 7,00 18,17 + 0,44
3 0, 0830 304 + 12,29 39,17 + 0,60
2 0,1430 368 + 10,44 50,00 + 0,50
i 0,1700 623 + 19,195 70,00 + 1,17
C - Cantrole )
T - Tempo de incubagdo a 37°C
X '+ EPM - Média aritmetica + erro padr3o da média
FONTE: Tabela 13 (anexo 2)

Com base nestes dados foi construido um grafico (fig. 9),
projetando-se em abcissa as diferentes concentragfes da droga, e
em ordenada os percentuais de inibic3o da atividade hemalitica da
solucdo de Complemento, obtendo-se uma curva que é caracteristica
para a substdncia em estudo. A partir desta curva determinou-se a
C-50 que esta representada pelo ponto da abcissa, correspondente
a interseccao da curva com uma linha paralela ao eixo X e arigi-
nada na ordenada, no ponto correspondente a4 inibic3o de S0%.

A C-50 foi tambem determinada matematicamente em bace a
equagao Y = a + b - X , onde:

Y = % de inibic3o da atividade hemolitica da soluci3c de
Complemento causada por X da subst3ncia em estudd.

X = quantidade de substdncia para Y % de inibigdo da ati-

vidade hemolitica da solug3o de Complemento;
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intersec¢do com o eixo da ordenada;

[T}
]

o
]

inclinacSo da relag3o linear entre X e Y;
1.2 Via Alternativa

Procedeu—-se da mesma forma que para o calculo da C-50 - da
via classica. Assim, a tabela 6 mostra os T 1/2 e as respectivas
porcentagens de inibig3o obtidos com diferentes concentragtes de
MN-5 IS0 (média aritmética de 3 experimentos).

Tabela 6 - T 1/2 e porcentagens de inibigd3o obtidos

com diferentes concentracdes de MN-5 1S5S0
sobre uma solug3o de Complemento (380 ul de

SHN/m]l tamp3ao) - Via alternativa.
——————— T T S
ICONCENTRAGRO | T 1/2 (seg) I % INIBIGAO
CUBETA | MN-3 IS0 | _ | _
| (Molar) | X + EPM | X + EPM
——————— T T T T
C - 300 + 3,46 -
=1 00,0275 346 + 2,00 13,33 + 0,67
4 00,0550 386 + 2,00 22,17 + 1,09
3 0,1100 494 + 8,72 39,33 + 0,88
2 00,1460 S92 i 14,42 49,33 + 1,67
i 00,2200 1522 + 135,45 80,00 + 1,76

——— e e - —— —

€C - Controle
X + EPM - Media aritmetica + erro padr3o da media
FONTE: Tabela 16 (anexo 3)
A figura 10 mostra a curva obtida com estes dados, calcu-

lando-se a partir dela a C-50 para a via alternativa, aplicando-

se o mesmo procedimento usado para a via classica.
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FIGURA 9 = INIBIGCAO DA ATIVIDADE HEMOLiTICA DO COMPLEMENTO OBTIDA
COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE MN-5 ISO.
DETERMINAGCAO DA C-50 (%) - VIA CLASSICA.
Os dados s3ao apresentados como a media aritmetica *+ EPM
(3 experimentos).
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FIGURA 10 -~ INIBICAO DA ATIVIDADE HEMOLiTICA DO COMPLEMENTO OBTIDA

COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE MN-5 ISO.

DETERMINAGCAD DA C-50 (%) - VIA ALTERNATIVA.

Os dados sdo apresentados como a média aritmética + EPM
(3 experimentos).
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2 EXPERIMENTO I1 - EFEITO DO TEMPO DE f'-'I'NCUBACZSD SOBRE ‘A ATIVIDADE

ANTICDM#LEMENTAR DO MONQNITRATO—S'DE.ISDSSORBIDA‘

2.1 Via Classica

Na tabela 7 s3o apresentados os T 1/2 e as porcentagens de
inibigdo da atividade hemolitica do Complemento (media aritmeti-
ca de 2 experimentos) obtidos com uma mesma concentragcao de MN-5
ISO (0,113 M) sobre uma mesma solugdo de Complemento (45 ul
SHN/ml tamp3on); e o efeito do tempo de incubacdo sobre a ativida-
de anticomplementar da droga.

Tabela 7 - Efe&to do tempo de incubac3no sobre a

atividade anticomplementar do MN-5 IS0
- Via classica

___________ e ———————————_——_ s
T | T 1/2* (segq) |
{min) o ————— e —— ——————————— + % INIBIGCAQ*™
| CONTROLE MN-5 1S0 |
___________ e —————
(o} 2es 494 54,50
S 195 459 56,50
15 179 4714 62,00
30 195 520 62,50
&0 124 546 64,00
i20 213 645 67,00

T - Tempo de incubag3o a 37°C

* Média aritmetica de 2 experimentos.
FONTE: Tabela 17 (anexo 4)

Com base nestes dados foi construido um grafico (fig. 11).
Verifica-se um aumento moderado da inibig3o conforme um
maior tempo de incubag¢do, ocorrendo uma estabilizag3o a partir do

tempo de incuba¢3o de {5 min.
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2.2 Via Alternativa

Na tabela B s3o apresentados T 1/2 e as porcentagens de
inibic3o da atividade hemolitica do Complemento (média aritméti-
ca de 3 experimentos) obtidos com uma mesma conéentracgo de MN-3
IS0 (0,146 M) sobre uma mesma solug3o de Complemento (380ul
SHN/ml tamp3o); e o efeito do tempo de incubagdo sobre a ativida-
de anticomplementar da droga.

Tabela B - Efeito do tempo de incubag3o sobre a

atividade anticomplementar do MN-5 IS0
- Via alternativa.

___________ g S 2
T 1. T 1/2* (seg) i
(min) e + % INIBIGCKO™
| CONTROLE MN-S5 1S0 |
___________ e e
0 338 586 42,00
= 298 588 49,00
15 294 560 47,00
30 304 752 59,00
&0 342 1025 66,00
120 404 1207 66,00
T - Tempo de incubagd3o a 372C

* Média aritmetica de 3 experimentos.
FONTE: Tabela 20 (anexao 7)

Com base nestes dados foi construido um grafico (fig. 12)
no qual verifica-se, como no experimento da via classica, haver
um aumento moderado da inibig3do conforme um maior tempo de incu-
bagao, mostrando-ﬁma estabilizacdo da mesma a partir do tempo de

incubag3o de 30 min.
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3 EXPERIMENTO III - EFEITO INIBITGRIO DO MONONITRATO-S DE

ISDSSDRBIDA SOBRE DIFERENTES SOLUCEES DE COMPLEMENTO
3.4 Via Classica

Na tabela 9 est3o apresentadas as porcentagens de inibigao
obtidas com uma mesma concentracdo de MN-5 IS0 (0,113 M), sobre
diferentes solugies de Complemento (média de 2 experimentos), e a
relagido destas inibigoes com o tempo de incubagdo.

Tabela 9 - Efeito inibitorio do MN-5 IS0 sohre

diferentes solugtoes de Complemento e
o efeito do tempo de incubagdo - Via

classica.
__________ gy Vg S g S SO SO
| % INIBICAO™~
T Rl e
(min) f SHN (ul/ml de tamp3ao)
| 26,5 33,0 43,0
__________ +—_——_.—_—_—_——_—-——_.————-———_———_.-4-—-—-—-——
0 42,0 60,0 54,95
3 67,0 68,0 57,95
15 73,0 68,5 62,0
30 74,0 74,5 62,5
60 84,0 77,0 64,0
120 * 74,5 67,0

. —— e " . s i " " (o S e — S —— — —— — ——— ——— ——— A" S T v - — —— f— o — o " o

* Experimento n3o realizado
** Média aritmetica de 2 experimentos
T - Tempo de incubagdo a 37<C
SHN - Soro humano normal
FONTE: Tabelas 17, 18 e 19 (anexos 4, S5 e b)
Com base nestes dados foi construido um grafico (fig. 13)
o0 qual mostra que esta inibicdo esta inversamente relacionada aao

volume de Complemento, obtendo-se inibi¢0es maiores sobre volumes

menores de soro.
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3.2 Via Alternativa

Na tabela 10 estdo apresentadas as porcentagens de inibi-
¢3o obtidas com uma mesma concentragao de MN-5 IS0 (0,144 M), so-
bre diferentes solugdes de Complemento (media de 3 experimentos),
e a relag3o destas inibigdes com o temiagio. incubagdo.

Tabela 10 - Efeito inibitdrio do MN-S IS0 so-
bre diferentes soluctes de Com-

rlemento e o efeito do tempo de
incubacdo - Via alternativa.

————————————— +————-—————————————-—.——-——_———_—_——
} % INIBIGCAD"™
T e e
{min) ] SHN (ul/ml de tamp3o)
| 380 580
_____________ e ———————————
0 42,0 30,0
3 49,0 36,0
i5 47,0 42,0
30 59,0 49,0
&0 66,0 59,0
120 66,0 61,0

e —— > . T — i ———— —— . —————————— — ot o > ———— . " T T o oot T

T - Tempo de incubac3o a 37=eC
SHN - Soro humano normal
* Media aritmética de 3 experimentos
FONTE: Tabelas 20 e 21 (anexos 7 e 8)
Com base nestes dados foi construido um grafico (fig. i4)
o qual mostra, como no experimento da via classica, que esta ini-

bicdo esta inversamente relacionada aoc volume de Complemento, ob-

tendo-se também inibigdes maiores sobre volumes menores de soro.
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4 REPRODUTIBILIDADE DO METODO

D método aplicado neste trabalho mostrou uma reprodutibi-
lidade adequada; por intermédio do teste de similaridade de va-
ridancias (Teste de Cochran) (COSTA NETO, 1977) verificou-se que
as variadncias dos valores das porcentagens de inibig3o obtidos
nos diferentes experimentos n3o se mostraram significativamente
di ferentes (nivel de significdncia de 5%), tanto para os experi-
mentos da via classica (tab. 11) como da via alternativa (tab.
i2).

bDs baixos cneficientes.de variagao obtidos para as parcen-
tagens de inibigdo, confirmam também a reprodutibilidade adequada
do métondo, para os experimentos da via classica (tab. 13) e da
via alternativa (tab. 14).

Além disso, o método mostrou-se de execu¢3o relatiQamente
simples e rapida, permitindo também fazer uma andlise comparativa
de varias concentracdes da droga em estudo em forma sucessiva,
diminuindo assim a possibilidade da ocorréncia de variagoes in-

tra-méetodo.



Tabela 14 - Calculo das varid3ncias para os experimentos
da via classica

+

| CONCENTRAGAD
CUBETA | MN-5 IS0

i (Molar)

+

——t— ——— ——— f——— —— —— —— —— T _— . Sa G e e e S Gy T —— — - — ——- —- e — —— " —— ———

PORCENTAGEM DE
1o E 20 E
8,5 6,5
17,5 19,0
39,5 3g,0
49,0 50,0
68,5 70,0
583,75 628,20

——— — ———— ———————————— ————— — —— _—— T — —— ——— — T —— Y —— " _—— > " —— — ———— S ———

E - Experimento

* N3o hd diferenga significativa entre as variancias

(p = 0,05)

Tabela 12 - Calculo das variancias para os
tos da via alternativa

+

I CONCENTRAGAD
CUBETA | MN-5 IS0

| (Molar)

+

3
4
3 66,1100
2

0,1460

experimen—

. — . —— e —— —— ——— ————— —— = S T o

E - Experimento

“ N3o ha diferenca significativa entre as varidncias

(p = 0,03)
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Tabela 13 - Reprodutibilidade‘ do Método
inibic3o obtidos em 3 experimentas - Via classica

B&

Porcentagens de

e —— —— —— ——— ———— — —— ———— —— —— ——— — " ——— — " ot . —— ——

—— ———————— — ———". S St T — " = — — — —— " ——— —— —— o — — o ———— — — ——— —— —— T —— " . ——— ——— i —

-------- +
| CONCENTRAGAOD |
CUBETA | MN-5 IS0 +
{ (Malar) |
———————— +
o] 0, 0242
4 0,0425
3 0, 0850
e 0,14130
i 00,1700
E - Experimento
X + DP - Média aritmetica +
CV - Coeficiente de variag3o

Tabela 14 - Reprodutibilidade do Método - Porcentagens

de

obtidos em 3 experimentos - Via alternativa

_______ o e
| CONCENTRAGAQ
CUBETA | MN-5 180
| (Molar)
——————— +——--———-———————_.—
5 0,0275
4 0, 0350
3 0,1100
2 0,140
i 00,2200

+

|
+

!
+

inibi¢ao

—— - ——— ——— T —— T —— . — ——— —— S ——— —————— " ——————

————— - —— - —— . — ——— ——— ———— — — " " —— —— > o ——— " P —— -

Experimento

+ DP - Média aritmética
V - Coeficiente de variacg

*
ao

desvio padriao
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DISCUSSAD

0 fato de estar demonstrada a implica¢daoc do processo in-
flamatério na patogenia da les3o isquémica e de reperfus3o, e que
a ativac3o deste processo teria uma importdncia fundamental na
etiopatogenia da extensio da lesdo isduémica, deu origem a inten-—
sas pesquisas; principalmente experimentais, na tentativa de in-
tervir neste pfucessor

Foi estudada a eficidcia de diversos agentes e metodos,
analisando-se o possivel efeito protetor destes sobre a lesdo is-
quémica e de reper{uséo. assim como os possiveis mecanismos de
acao. Varios deles moStraraﬁ—se efetivos limitando a area de ne-
crose miocérdica?

Estudos experimentais como clinicos tém demonstrado que os
nitratos orgdanicos exercem uma agio protetora sobre o tecido mio-
cardico isquémico, reduzindo a drea de les3o e a mortalidade apés
infarto agudo de miocardio, o que estaria relacionado ans seus
efeitos hemodindmicos, com uma reducdo do consumo de oxig@nio pe-
lo miocardio; ao efeito vasodilatadpr coronario e a provavel agdo
antiagregante plaquetaria dos mesmos.

Sera feita a seguir uma revis3o destes assuntos, apresen-
tando-se a seguir a discussao dos resultados obtidos no precente
trabalho, com algumas sugesttes sobre © possivel mecanismo de
acao dos nitratos aorgdnicos sobre o Complemento, e as possiveis

implicagoes destes resultados.
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INTERVENGAD NO PROCESSO INFLAMATORIO IMPLICADO NA PATOGENESE DA

LESXO ISQUEMICA MIOCARDICA

Diversos agentes que limitam a resposta inflamatéria ou
imune tém sido pesquisados em relac3o a seus efeitos benéficos na.
reducdo da les3o isquémica tanto em modelos experimentais, como

em pacientes.
Glucocorticoides

Os corticoides foram os primeirps anti-inflamatérios estu-
dados neste'sentido. tanto em modelos experimentais, como em pes-
qQuisas clinicos, sendé que os resultados sdo conflitantes.

Em alguns trabalhos experimentais, o uso de corticoides
levou a reducio da area isquémica e de infarto, assim como da
mortalidade (JOHNSON et al. 1953; LIBBY et al., 1973; SPATH, LA-
NE, LEFER, 1974; VYDEN et al., 1974)1 Resultados similares foram
também obtidos em pesquisas clinicas com a reduc3o do tamanho do
infa}té e da mortalidade (BARZILAI et al., 1972; MORRISON et al.,
1976; SELWYN et al, 1978).

Ja outros estudos experimentais n3o t&m demonstrado uma
redug3o da drea infartada (MULLANE et al., 1984; VOGEL et al

1977) .

Em outros, clinicos, as altas doses de esterdides adminis-
trados nas primeiras horas do infarto n3o tiveram qualquer efeito
deletério ou benéfico (MADIAS, HOOD, 1982; PETERS et al. 1978),
ou ainda esta conduta levou a um aumento da drea infartada e a

uma maior incidéncia de das arritmias ventriculares (ROBERTS, De-
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MELLO, SOBEL, 197&).

Os mecanismos pelos quais os glicotorticéides poderiam ter
um efeito benéfico sobre o miocardio isquémico seriam: preservan-—
do a integridade celular com a estabilizacﬁo da membrana plasma-
tica (LUZ et al., 1975); evitando ou retardando a liberagdo de
enzimas lisossomais (SPATH, LANE, LEFER, 1974); estabilizando os
vacuolos fagocitiﬁos nas celulas inflamatorias infiltradas (LIBBY
et al., 1973). Outros mecanismos seriam: o0 incremento na oferta
sanguinea S Area isquémica, por um aumento das anastomoses in-—
ter-arteriais (JOHNSON et al., 1953), e a reducd3o do consumo de
qxigénio pelo miocardio (VYDEN et al., 1974).

Ja os efeitos deletérios dos glicocorticéides estida rela-
cionados com a acd3o destes sobre a cicatrizag3o do tecido infar-
‘tado.

Tem sido demonstrado que o uso de doses altas apos o in-
farto leva a um retardo da remogcio do tecido necrotico com uma
fagocitose reduzida, o éue resﬁlta em arandes placas de Acélulas
mortas, mas preservadas na sua arquitetura, fenémeno esse chamado
de mﬁmi{icacﬁn (KLONER et al., 1978), provocando também uma alte-
ragao &a cicatrizacd3o (MACLEAN et 51., 1977), formando uma cica-
triz mais fina, aumentando assim o risco de rupiura ventricular
ou de formacdo de aneurismas (MACLEAN et al., 1978).

0 efeito deletério dos corticéides sobre o processo de ci-
catriza¢do dependeria da dbée. 0 uso de doses altas e repetidas
de glicocorticoides acompanhar-se-ia de uma maior incidéncia de

defeitos na cicatrizagido (HAMMERMAN et al., 1983).
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Antiinflamatorios n3o-esterdides

Na tentativa de reduzir o processo inflamatdério da lesao
isquémica e de reperfus3o, foram utilizados alguns antiinflamaté-
rios nd3o esterdides.

Modelos experimentais demonstram o efeito benéfico do uso
do ibuprofeno reduzindo a area de lesdo isquémica e de reperfusdo
(CRAWFORD et al, 1988;AEVANS et al., 1985; JUGDUTT et al., 1980;
LEFER, POLANSKY, 1979; ROMSON et al., 1982).

Os mecanismos de proteg3o do ibuprofeno, segundo os auto-
res, estariam relacionados ao seu efeito de estabilizag¢ido de mem—-
branas celulares, como por exemplo as membranas lisossomais, a
uma provavel reducﬁo-da demanda de oxigénio pelo miocardio (LE-
FER, POLANSKY, 1979), bem como aos efeitos celulares da droga,
sendo que ela inibiria a migragdo de células inflamatérias e a
liberac3o de enzimas lisossomais, além da agregagdo plaquetaria,
provavelmente atraveés da inibicﬁo_da sintese de tromboxano (JUG-
DUTT et al., 1980).

ROMSON e cols. (4982) atribuem a uma redug3o da acumulacdo
de PMNs no tecido infartado, o efeito benéfico do ibuprofeno,
confirmado também por CRAWFORD e Eols. (1988). Esta reducdo do-
acumulo de PMNs na area infartada levaria a uma reducdo da lesdo
tecidual, previnindo a liberag3o de enzimas lisossomais e RLOe
pelos PMNs, ou através da preven¢3o das alteragSes na reologia da
microcircula¢ao cardiaca na Area isquémica, evitando o fendmeno

de bloqueio de capilares pelos PMNs.
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Ja outros trabalhos n3o demonstram efeito benéfico _algﬁm
do ibuprofeno na limitac3o da area infartada (REIMER et - al.,
1985) e outraos ainda mostfgm um efeito deletério da droga. Assim
BROWN JR. e cols. (1983) demanstram qﬁe, embora o ibuprofeno re-
duza a area de infarto, tem também efeitos deletérios sobre a ci-
catrizac3o do tecido apdés o infarto, j& que o uso de doses altas
levaria a uma diminuigdo da espessﬁra da cicatriz apos IAM, efei-
to similar ao dos glicocorticoides.

Recenfemente. CLEMENT e cols. (1990) nd3o conseguiram de-
monstrar qualquer efeito benéfico do ibuprofeno sobre a lesdo de
reperfusdo miocardica, atribuindo isto a agdo iﬁibidora sobre a
ciclooxigenase, o que, embora cause uma diminuigc3o da sintese de
tromboxano, o que seria um efeito benéfico, levaria tambéem a um
bloqueio da sintese de prostaciclina, diminuindo assim sua acao
antiagregante pléquetéria e vasodilatadora, além de levar a uma
maior sintese de leucotrienos éela via da lipoxigenase, causando
uma-vasocnnstricﬁn. como tambéem uma Qiminuic§u da cuntracga. mio—
cardica. |

Outros antiinflamatérios n3o esteréide; foram utilizados
com este mesmo objetivo, sendo os resultados variiveis de acordo
com o tipo de droga usada. Assim, o nafazatrom e o BW7S55C (BEDNAR
et al., 1985; MULLANE et al., 1984), causaram a reducdoc da Area
infartada em modelos experimentais. Segundo os autores ,o0 efeito
benéfico destes farmacos estaria relacinnado a agido dos mesmos
sobre os leucocitos, ja que ambos causam uma diminuicd3o da infil-
trac3o de neutréfilos na area isquémica, além de inibir varias
funcoes destes tanto in vitro como in vivo, principalmente a 1li-

beracd3o de RLOgs e o metabolismo do Acido araquidbnico através da
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via da lipoxigenase (BEDNAR et al., 1985).

Outros antiinflamatérios n3o esterdides como a- indometaci-
na e aspirina ndo demonstraram nenhum efeito benéfico em traba-
lhos experimentais (BONOW et al., 1981; MULLANE et al., 1984), ou
peio contrario tiveram um efeito deletério levando a Qm incremen-—
to da area do infarto ou causando élteracﬁes na cicatrizagdo da
area infartada como é o caso da indometacina (HAMMERMAN et al.,
1984; JUGDUTT et al., 1979).

Noenténto, estudos clinicos_ multicéntricos mostram o
efeito benéfico da aspirina'na prevengdo primaria do IAM (THE
STEERING COMMITTEE OF THE PHYSICIANS ™ HEALTH STUDY RESEARCH
BRdUP, 1988), assim como na reducdo da mortalidade apdos IAM,
(ISIS-2 ( SECOND INTERNATIONAL STUDY OF INFARCT SURVIVAL) COLLA-
BDRATiVE GROUP, 1988)

Inibidores do tromboxano

Em vista das cfescentes evidéncias do parel deletério do
tromboxano na patogénese da lesdo isquémiéa, assunto revisado por
METHA e NICHOLS (1990), tém sido analisado o efeito de farmacos
‘que atuem, seja como inibidores da tromboxano sintetase (HOSHIDA
et al., 1989; MULLANE, FORNABAIO, 1988; NICHOLS et al., 1989;
WARGOVICH et al., 1987) ou com propriedades de antagonistas do
receptor do tromboxano A2 (NICHOLS et al., 1989).

No estudo de WARGOVICH e cols. (1987) & analisado o efeito
do inibidor da tromboxano sintetase U-63,557A sobre o tamanho do
infarto 48 horas apos a ligagdo da artéria coronadria em ratos. O

grupo tratado com o inibidor da tromboxano sintetase mostrou ni-
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veis de tromboxano significativamente menaores que o do grupo con-
trole, além de mostrar uma reducdo da agregacao plaquetaria e do
acumulo de polimorfonucleares no miocardio infartado. O tamanho
da irea infartada era significativamente menor ao do grupo con-
trole. Os autores concluem que o efeito benéfico da droga se de-
ve por um lado ao efeito sobre a fungao plaquepéria. e por outro,
ao menor acumulo de neutrdfilos no miocardio infartado, par um
mecanismo n3o conhecido.

MULLANE e FORNABAIO (1988) analisam o efeito de dois ini-
bidores da tromboxano sintetase, o benzilinidazol e o OKY-044 so-
bre o tamanho do infarto apbds ligacd3o da artéria coronaria segui-
da de reperfusdo. Os resultados mostram uma diminuigdo na sintese
de tromboxano B2, um; reducdo no acimulo de polimorfonucleares no
miocardio, além de uma redugcdo significativa do tamanho do infar-
to, comparado com o grupo controle. O uso dos farmacos n3o causou
alteracoes hemadin3micas significativas.

Posteriormente, NICHOLS e cols. (198%9) analisam o efeito
de um inibidor da tromboxano sintetase U-463,557A e de um antago-
nista do receptor de tromboxano AZ2,8Q0-29,548, sobre o tamanho do
infarto num estudo experimental em ratos. Nenhuma das drogas teve
um efeito significativo sobre a pressﬁo arterial e a freqlléncia
cardiaca; no entanto, o tamanho do infarto foi reduzido signifi-
cativamente por ambas as drogas em comparagcao com o grupo contro-
le. Os autores concluem que o efeito benéfico de ambos os farma-

tos estdo relacionados & ag3o destes, tanto sobre as plaquetas

como aos neutrdfilos.
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Prostaciclina

A prostaciclina (Plz), o maior metabolito ativo do acido
araquiddnico no endotélio vascular, descoberta em 1976 por MONCA-
DA.e cols. (MONCADA et al., 1974), caracteriza-se por sua potente
acdo inibitéria da agrega¢3o plaquetaria assim como sua agao va-
sodilatadora, inclusive de vasos coronarios (GRYBLEWSKI. i9B81). €
por isso que alguns autores tém analisado o efeito dela sobre a
lesd3o do in{értn de miocardio (LEFER et al., 1978).

No estudo experimental de RIBEIRO e cols.(1981), a aplica-
¢3o de Plg apés a ligagd3o da artéria coronaria levou a uma redu-
cao da PAM e da resisténcia vascular periférica, e por conseguin-
te da demanda de Qg pélo miocardio, provocando também uma redu¢do
do fluxo sangllineo para a area nao isquémica, nao alterando o
fluxo para a area isquémica. A analise do tamanho de infarto ndo
mostrou diferenga significativa entre ambqs 0s grupos. A mortali-
dade apos 24 hs.foi de 35% no arupo ;ontrole, sendo alta a inci-
dencia de fibrilagdo ventricular neste grupo de animais; todos os
‘ aﬁimaié tratados com PI; sobreviveram a este Periodo.

Segundo os autores, a ag3o benéfica da Ple estaria rela-
cionada ao efeito da mesma sobre o consumo de O pelo miocardio e
sobre a agregaciao plaquetaria, além de provacar um aumento da re-
lag3o: fluxo para a area isquémica / fluxo para a adrea n3o isqué-
mica. A redugdo da incidéncia de arritmias letais seria conse-
quéncia destes efeitos da Prostaciclina.

JUGDUTT e cols. (1981b)“analisaram o efeito da prostaci-
clina (Plg), prostaglandiné E+ (PEs) e prostaglandina Es (PEg),

em modelo experimental de infarto de miocardio em cachorros. A
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administragio destes autacoides durante todo o periodo da oclusao
coronaria, levou a uma queda em S5 a 10% da pressio arterial mé-
dia, em relagdo ao seu valor no inicio da oclus3o. A PI. e a PE,
levaram a um aumento do fluxo colateral 3 area isqué@mica, embora
n3o em todos os animais. Ja a PEz n3o teve o mesmo efeito. A ana-
lise do‘tamanho do infarto em todos os grupos de animais mostra
que tanto a Ple como a PEs levaram a uma reducdo ;igni{icativa
deste, n3o ocorrendo o mesmo no grupo tratado com PEg. Segundo os
autares, o e?eito benéfico da PIz e PE, pode ser conseqiléncia do
aumento do fluxo colateral A Area isquémica e dos efeitos metabd-—
licos e celulares, principalmente sobre as plaquetas e PMNs.

Posteriormente, SIMPSON e cols. (1987) comparam o efeito
da Plg com um anélog& desta, o SC-39902 sobre o tamanho do infar-
to num modelo experimental de isquemia seguida de reperfusao.
Apesar de ter efeitos semelhantes sobre a freqieéncia cardiaca,
pressao arterial média, consumo de Og e o fluxo coronario, a Ple
e nio o SC-39902 causou uma redugido significativa da area de in-
farto.

Numa andlise paralela, os autores mostram que a Plg, a di¥
ferenca de seu analogo, causa uma reducdo significativa na produ-
¢cdo de radical superoxido (.0=") pelos PMNs, além de inibir a in-
filtracdo destes. Os autares concluem que o efeito benéfico da

Pls esta relacionado a esta ag3o sobre os PMNs.
Intervengdes sobre os polimarfonucleares

Dadas as evidéncias da literatura sobre o papel . deletério

dos PMNs na lesdo isquémica e principalmente na les3o de reperfu-—
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;56! varios trabaihos 4oram realizados a fim de demonstrar que a
reduc3o do nimero de PMNs teria um efeito benéfico sobre o tecido
infartado'e reperfundido. Para eéte fim, foram analisados varios
métodos, entre os quais o uso de antisoro anti-polimorfonucleares
(JOLLY et al., 1986; LORGERIL et al., 1989; ROMSON et al., 1983),
assim como o uso de filtros a fim de causar uma neutropenia im-
portante no fluxo de reperfusdo do miocardio isquémico (LITT et
al., 1989).

Independente do método usado para obter uma neutropenia,
todos os autores demonstram uma reducdo significativa da area de
lesdo isquémica e de reperfusao.

Resultados similares foram obtidos com o uso de um anti-
co;po monocloﬁal (ant;—Mo1(904)) (SIMPSDN et al., 1988) dirigido
contra a glicoproteina Moi, presente na membrana plasmatica dos
neutrofilos, a qual tem um papel importante no processo de adesdo
destes ao endotélio vascular; ou contra o fragmento deste
(F(ab’) 2) (SIMPSON et al., 1990), que, sem reduzir o nimero de
PMNs circulantes, causaram uma inibi¢3o0 da ades3o e da agregacdo
destes no tecido reperfundido. Os resultados destes egtudos mos-—
tram tambem uma reducdo da 19550 miocardica secundaria & isquemia

e reperfusao.
Aplica¢cdo de antioxidantes

Dadas as crescentes evidéncias de que os RLOz teriam um
papel. importante na patogénese da lesdo isquémica e de reperfus3o
(LARNER, CONWAY, 1989; SOUTHORN, POWIS, 1988; WERNS, SHEA, LUCCHE-

S1, 19846), existem na literatura trabalhos nos quais utilizou-se
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varios antioxidantes a fim de reduzir as conseaqt@ncias deletérias
dos mesmos.

Foram aplicadas algumas enzimas, como a super6xido-dismu-
tase (SOD) e a catalase (CAT)Y (JOLLY et al., 1984), ou drogas
como o captopril (WESTLIN, MULLANE, 1988), obtendo-se uma redug¢ao
significativa da Area de lesdo miocadrdica comparada com os grupos
controle, embora outros autores nao tenham mostrado os mesmos re-
sultados com o uso de SOD e CAT (PRZYKLENK, KLONER, 1989).

ZWEIER e colse. (1987) demaonstram que a superoxido dismuta-
se humana recombinante (S0OD h-r)reduz a concentragcdo de .0z no
miocardio reperfundido, o que sugere que o efeito benefico da SOD
h-r & devido 34 sua agao antioxidante dos RLOg.

Consideramas i&portante analisar com mais detalhes o tra-
balho experimental de JOHNSON III e cols. (JOHNSON III, TSAO0,
LEFFER, 1990b) onde os autores analisam o efeito cardioprotetor
da 80D em doses baixas; o nitrito de s6dio, um doador de o6xido
nitrico (NDO), também usado em doses baixas, e o efeito sinérgico
de ambos. Os resultados deste trabalho demonstram que a 80D, nas
doses usadas n3io tem um efeito protetor siagnificativo; j4& o ni-
trito de e6dio acidificado oferece certa protecdo, mas a combina-
¢3o de ambos monstra um sinergismo, com uma protécgo significati-
va do tecido isquémico comparado‘com o grupo controle. 0Os resul-
tados mostram que este efeito protetor @ independente do acumulo
de neutrofilos, ja que ndo existia nenhuma diferenca significati-
va entre os grupos na atividade da mieloperoxidase tecidual no
tecido miocardico, a qual representa um indice do conteldo de
neutrafilos. Esse efeito benefico independe também de um possivel

efeito hemodinamico, j& que n3do existia nenhuma diferenca signi-
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ficativa no que se refere ao indice pressao-freqdéncia.

Segundo os autores, o uso ‘combinado de S0OD e de nitrito de
sodio preveniria a lesdo celular  causada por subst3ncias toxicas
produzidas pelos PMNs presentes na area isquémica. Considerando
também que o efeito protetor sinérgico de ambas as drogas estaria
relacionado a um efeito protetor da SOD sobre o endotélio e ao
efeito do axido nitrico, liberado pelo nitrito de sédin, que tem
a propriedade de inibir a adesd3o e a agregacdo de plaquetas ao
endotélio em agdo sinéergica com a Plg, existindo ent3o uma inte-
racdo entre a SOD o oxido nitricp;_preservando assim a integrida-
de do endotélio. N3o é descartado um efeito direto sobre o midci-
to.

Outro possivel mecanismo sugerido pelos autores €& que a
S0D, com sua propriedade antioxidante. evitaria o conhecido efei-
to inativador dos RLOg sobre d NO (GRYGLEWSKI, PALMER, MONCADA,
1986)

Ds autores mencionam que a magnitude do efeito protetor do
nitrito de sédio neste trabalhové comparavel aquele obtido com
doses maiores do mesmo farmaco, analisado num estudo préQio da
mesma autoria (JOHNSON III et al., 1990a), no qual o efeito pro-
tetor do nitrito de sdédioc parece também n3o estar relacionado a

reducdo do consumo de oxigénio pelo miocardio.

CONSEQUENCIAS DA ATIVACAO DO SISTEMA DE COMPLEMENTO NO TECIDO
ISQUEMICO

Como ja foi comentado, varios estudos, experimentais e

clinicos, demonstram o papel da ativagd3o do Sistema de Complemen—
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to na patogénese da lesd3o no infarto de miocardio. 836 varios os
produtos da ativac3o do Sistema de Complemento implicados.

Trabalhos experimentais tém sido realizados com o objetivo
de definir os efeitos cardiacos das anafilotoxinas. DEL BALZIO e
cols. (DEL BALZO, LEVI, POLLEY,.1985), em estudo realizado em co-
racbes de cobaia isolados, mostram que a administracdo de C3a por
via intracoronaria, causa taquicardia, alteragdo da condu¢do
atrioventricular, uma disfuncdn contratil do ventriculo esquerdo
e vasoconstrigcdo caronaria. 0Os autores sugerem que o efeito dele-
tério causado por C3a pode ser mediado pela histamina, leucotrie-
nos e prostandides vasoativos, ja que estes efeitos deletérios
foram antagonizados por drogas éue atuam sobre estas substdncias
vasnativas.

ITO e cols. (1990), mostram o efeito deletério da infusdo
intracoronaria de C5a em porcos, a qual causou uma queda do fluxo
coronario, assim como uma disfungdo contratil. 0Os autores mostram
também uma queda dos niveis de leucécitos no sangue venoso coro-
nidrio na ausBncia de alteracﬁeé nos niveis de leucécitos no san-
gue arterial, indicando um seqiestro intracardiaco de PMNs. O uso
de blogqueadores de receptores de leucotrienos e tromboxano causou
uma abolic3o dos efeitos da anafilotoxina sobre o fluxo coronario
e sobre a funcdo contratil, ndo tendo efeito sobre o seqtlestro de
leucocitos no miocardio induzida pelo CSa. Os autores concluem
que a vasoconstri¢do coronadria e a disfun¢c3o contratil em respos-
ta a infus3o intracoronaria de CSa s3o0 mediadas pelo tromboxano e
leucotrienos.

STAHL e cols. ﬂ1990) mostram o mesmo efeito do CSa sohre o

fluxo coronario e a contrag3o miociArdica. Neste trabalha obser-
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va-se que o bloqueio da cicloxigenase com Acido acetil-salicilico
e o antagonismo do receptor tromboxano Ag-prostaglandina He, re-
duzem os efeitos do CS5a sobre o fluxo coronario e a contkacﬁo
miocardica, concluindo que o e{e}to deletério do CSa é dependente
da agd3o do tromboxano-Agp e provavelmente da prostaglandina-Hg.

Os autores demonstram ainda que a infusdo intra-coronaria
de CSa causa um incremento na producdo de lactato no miocardio e
um aumento da extra¢ao miocardica de 0Op, indicando um desequili-
brio entre a oferta e a demanda de oxigénio, demonstrando assim
que a infusio de CSa produz uma-isquemia miocardica. Deve-se men-
cionar que a infusdo de CSa nﬁo.teve nenhum efeito hemodindmico
sistémico, eliminando assim a possibilidade da isquemia ser cau-
sada por algum efeito-periférico do CSa.

MARTIN e cols. (1988) mostram que a infusdo intracoronaria
de C5a causa uma redugao significativa do fluxo coronario regio-
nal e uma‘deterioracSo da funcd3o miocardica. A administrag3o de
CSa n3o alterou a pressdo de perfusdo, nem a frequéncia cardiaca,
no entanto, houve uma queda no conteido venoso de 0Oz, indicando
um desequilibrio entre a oferta e a demanda de oxigé@nio.Além dis-—
to, a diferenca artério-venosa do numero de granulécitos aumentou
significativamente apos a infusdo da anafilotoxina, indicando um
seqlestro daqueles no miocardio.

Em estudo paralelo, os autores mostram que a infusao de
CSa em artéria coronaria isolada n3o causa vasoconstrig3a, mesmo
quando reperfundida com sangue total. 0Os autores sugerem que a
queda do fluxo caoraonario causada por CSa in vivo possa estar me-

diada por neutrofilos.

Um outro produto da ativacdo do Complemento que pode estar
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implicado na les3o tecidual isquémica, & o CLM.

Recentemente tem sido demostrada a deposigcao do CLM em
éreés miocardicas infartadas. Assim um grupo de pesquisadores em
dois trabalhos recentes, mostra a deposicao do complexo C5b-9 em
areas infartadas em material de autopsia procedente de pacientes
com infarto de miocadrdio. Num primeiro trabalho (SCHAFER et
al.,1984) os autores demonstram que a deposigao do complexo CSb-9
ocorre seletivamente nas areas de infarta, sendo que a complexo
foi localizado tanto na membrana de células miocardicas como tam-
bém nas estruturas intracelulares. Os autores sugerem que o CLM
depositar-se-ia sobre as ceélulas miocardicas isquémicas com o
conseqiente efeito deletério.

Este mesmo gru;o de autnfes (HUGD et al. 1990), em mate-
rial de autdpsia, faz uma anilise quantitativa dos dois tipos de
complexo CS5h-9. O complexo C5b-9 ligado & membrana com atividade
citoliticé (CS5b-9(m)) e o complexo citoliticamente inativo ligado
4 Proteina S (SC5b-9), comparanao o tecido infartado com o nao
infartado. Os autores demonstram haver uma concentragido do com-
plexolCSb—Q trés vezes maior no tecido isquémico comparado com o
tecido normal, sendo que os niveis tanto do CSb-9(m) e do comple-
xo SCS5b-9 estio elevados na area isquémica com uh ligeiro predo-
minio do complexo ligado a membrana.

Num trabalho recente, VAREVA e cols. (VAKEVA, LAURILA, ME-
RI, 1992) demonstram que além de haver depdsitos do CLM e lesbes
que lembram a estrutura deste no tecido miocardico infartado,
existe uma menor expressao de CD59, que como e sabido tem um
efeito protetor sobre as células frente & lesd3o mediada pelo Com-

plemento. Os autores sugerem que esta menor expressiao de CDS9 se-
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ja provavelmente a principal causa que predispde o tecido miocar-

dico ao ataque.do Complemento no infarto de miocardio.

INTERVENCGES SOBRE 0 SISTEMA DE COMPLEMENTO

Alguns autores, em trabalhos experimentais, analisam o
efeito de algumas interven¢oes sobre a ativagcd3o do Sistema de
Complemento.

MAROKO e cols. (1978) estudaram o efeito do fator de vene-
no de cobra (FVC) sobre a lesdo tecidual isquémica em modelos ex-—
perientais. A proteing do FVC que reduz os niveis de Complemento
e a C3b da cobra. o qual interage com o fator B da via alternati-
va, formando a C3 convertase (KLAUS, 1988; LAW, REID, 1988), le-
vando assim & ativacdo e como conseqliéncia o consumo do Comple-
mento pela via alternativa.

Num primeiro estudo o grupo de MARDK04analisou o efeito do
uso do FVC na reducd3o da necrose miocardica, apés oclus3o corona-
ria em cachorros (MAROKO et al., 1978), comparando um grupo de
animais tratados com o FVC aplicado 30 minutos apos a oclusdo da
artéria coronaria descendente anterior, com um grupo controle, no
qual n3o foi aplicada nenhuma terapia. Vinte e quatro horas apos
a oclusdo coronaria, os resultados monstram uma redu¢c3o signifi-
cativa da extensdo da lesd3o miocdrdica tecidual no grupo de ani-
mais tratados, sendo que neste grupo os niveis de Complemento to-
tal no soro, expressos por sua atividade hemolitica, tiveram uma

queda importante apés a administrac3o do FVC. Os autores mostram
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haver também uma reduc3o importante da infiltrac3o de PMNs. na
Area isquémica. Os autores concluem que a administrac3o do FVC 30
minutos apés a oclus3o coronaria, causa uma redugda da Aarea de
infarto, e que este efeito benéfico seria resultado da menor for-
macd3o de fatores quimiotaticos, evitando assim o aumento do acu-
mulo de polimorfonucleares na area isquémica, e a conseqidente li-
beracdo de enzimas lisossomais.

Posteriormente, o mesmo grupo de autores (MACLEAN et al.,
1978) analisa o efeito benéfico do uso do FVC 5 minutos apas a
oclusdo coronaria, estudo realizado em ratos. Foram analisados
dois grupos de animais, um sacrificado 48 horas apos a oclusdo e
um segundo, 3 semanas apos a mesma.

Os resultados~obtidos sd30 similares aos resultados do tra-
balho anterior, demonstrando um efeito benéfico do uso do FVC so-
bre a extensido da area de lesdo isquémica, sendo que este estudo
demonstra que o efeito benéfico & essencialmente similar, tanto
apos 48 horas como 21 dias apds a oclusd3o coronaria.

Um outro grupo de pesquisadores confifma os resqltados ob-
tidos.bor MAROKO e éols. em modelos experimentais realizados em
primatas (CRAWFORD et al., 1988; PINCKARD et al., 1980). No tra-
balho publicado em 1988, os autores demonstram que a aplicacdo do
FVC 30 minutos apdos a ligacdo coronaria, leva a uma reducd3o da
area de lesdo isquémica, da infiltrag3o de PMNs e também & uma
redugcdo dos niveis plasmaticos de C3 , CS e Cé, além‘ de causar
uma redu¢do da deposicdo de C3 e C5 no miocardio infartado. Os
autores sugerem que o efeito benéfico do uso do FVC estaria rela-
cionado tanto a uma reducd3o da infiltracdao de PMNs no miocardio

isquémico infartado, o que poderia reduzir a les3o tecidual, pre-
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venindo a liberagdo de enzimas lisossomais e RLO: pelos EMNs, as-—
‘sim como a alterag3o na reologia da microcirculacﬁo cardiaca no
miocérdio-isquémico causada pelos PMNs; mas, também, atraves de
mecanismos independentes dos PMNs, ja que, com um menor acumulo
de C5 no miocdrdio isquémico, haveria uma redu¢3oc na formag3o do
CLM (CS5b-9), evitando assim o efeito deletério deste sobre o te-
cido miocardico.

Num outro trabalho WEISMAN e cols. (1990) analisam o efei-
to benefico da administracd3o do receptor de Complemento tipo 1,
soluvel recombinante (sCRi), num modelo experimental em ratos. O
sCRL é administrado imediatamente antes da oclus3a coronaria,
apos a qual o tecido miocardico & reperfundido.

0 receptor de éomplemento tipo L tem uma atividade inibi-
toria sobre ambas as vias de ativagdo de Complemento, devido a
sua éspecificidade de ligacdo com C3b e C4b dos complexaos C3 e
C5-convertases da via classica e alternativa. Esta ligagc3o de CRi
com C3b e C4b causa a deslocécSo das subunidades cataliticas de
émbas enzimas (C2a e Bb), além de ter uma atividade de cofator do
fator I levando assih a inativacao de C3b e C4b, e por conseguin-
te, das convertases.

Nos animais tratados com sCRi, houve um menor acumulo de
leucécitos na area infartada, e uma menor deposicio do CLM no en-—
dotélio vascular nesta drea. Esta conduta levou & uma reduclo
significativa do tamanho do infarto de miocardio reperfundido, e
a uma reducdo da freqiéncia de infarto transmural, além de um me-
nor acimulo de PMNs na area infartada, comparadas com os animais
controle. Outro dado importante deste estudo é que a administra-

cao de sCRY n3o causou uma expans3o da Area infartada.
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Os autores realizaram também uma analise in vitro da ati-
vidade anticomplementar do sCRi, mostrando aue em concentracbes
de 0,2 a 4 NnM, o sCRL inibe a atividade hemolitica dos soros hu-
‘mand e de rato altamente diluidos.

Dos estudos experimentais citados desprende-se por um lado
que o Sistema de Complemento tem um papel importante na patogenia
da les3o isquémica do miocardio, e por outro, que a intervengdo
sobre o processo de ativagciao do Complemento na isquemia & alta-~
mente bhenéfica, principalmente porque reduz csignificativamente a

extensi3o da Area de les3o isquémica.

EVIDENCIAS DD EFE1TO PROTETOR DOS NITRATOS ORGANICOS SOBRE

0 TECIDDO MIOCARDICO ISQUEMICO

Embora os nitratos sejam usados rotineiramente no trata-
mento da angina pectoris, até alguns anos atrds, o uso destes era
contraindicédo no tratamento do IAM, por causar uma queda da
pressdo arterial sistémica e o conseqiente ihcremento da freqién-
cia cardiaca, provocando um aumento de consumo de oxigénio pelo
miocardio, o que poderia levar a uma extens3o da les3o . isquémica
,(SHITH et al.; 1973). No entanto, trabalhos experimentais e cli-
nicos mostram que o uso dos nitratos na fase aguda do miocardio
pode ser benéfico reduzindo a extensdo da Area de les3o isquémi-
ca, avaliada tanto anatomicamente como laboratorialmente, pela
analise de indices eletrocardiograficos, avaliac3o da fung3o ven-

tricular e determinac3o da liberac3o de creatino—-quinase.
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Estudos experimentais

HIRSHFELD JR. e cols. (19274) analisam o efeito do trata-
mento com nitroglicerina sobre a severidade e extensdo do infarto
do miocardio, comparado com um grupo controle. Nos animais nos
quais foi administrada a nitroglicerina, foi aplicada uma infusdo
de metoxamina, um agonista alfa-adrenérgico, a fim de prevenir os
efeitos do nitrato sobre a freqiéncia cardiaca e a pressao arte-
rial. Esta conduta levou a uma atenuacao das altéracﬁes eletro-
cardiograficas da isquemia, assim como é uma menor incidéncia de
infarto transmural e um aumento da sobrevida. Os autores concluem
que a administracao s;multénea de nitroglicerina e metoxamina é
capaz de prevenir ou de reduzir a lesdo isquémica apds oclusdo
coronaria.

Num outro trabalho experimental, MYERS e cols. (1975) ana-
lisou o efeito da aplicac3o da nitroglicerina saobre a isquemia
aguda, num modelo experimental com oclustes éoronérias crbnicas.
A administrac3o de nitroglicerina par via intravenasa durante a
oclusao aguda da coronaria descendente anterior, levou a uma re-
ducdo da isquemia miocardica quando a freqiéncia cardiaca reflexa
aumentou menos de 50%; ja um incremento maior a 50% causou um au-
mento da isquemia miocardica. O uso de metoxamina, um agonista
al fa-adrenergico, a fim de prevenir as alteracodes hemodinSmicas
causadas pela nitraglicerina, levou a uma diminui¢3o ainda maior
da isquemia.

JUGDUTT e cols. (1981ia) analisam o efeito da nitrogliceri-

na no fluxo sanguineo colateral e no tamanho do infarto. Num pri-—
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meiro grupo de animais foi administrada«sdlucﬁo salina, num se+~
gundo a nitroglicerina e num terceiro a nitroaglicerina simultane-
amente com metoxamina, a fim de prevenif as alteragfes causadas
pelo nitrato na pressdo arterial e frequéncia cardiaca. Compara-
dos com o grupo controle, ambos os grupos de animais tratados
mostram uma reducao do tamanho do infarta, sendo que a aplicagao
simultd3nea de nitroglicerina e metoxamina ndo causou uma reduglo
no tamanho do infarto maior ao do segundo grupo, no qual foi ad-
ministrada somente a nitroglicerina; o mesmo acontecendo com o
fluxo coronario, ja que tanto no-segundo como no terceiro grupo
houve um incremento similar deste na area de infarto. Os autores
concluem que o efeito protetor da nitroglicerina n3o depende da
queda na demanda de oxigénio pelo miocdrdio, mas sim de um incre-
mento no fluxo colateral, resultante da vasodilatac3oc corona-
ria.0s autores indicam que, ao contrario dos trabalhos anterio-
res, a aplicagcdo simultinea de metoxamina n3o teve um efeito be-
nefico édicional. possivelmente porque as alteracles da freqién-
cia cardiaca causadas pela nitroglicerina neste estudo, foram pe-
quenas.

Posteriormente, JUGDUTT (1983a) demonstrou que o uso da
nitroglicerina numa dose que reduzisse a pressdo arterial em 10%,
levaria a uma redugao da area de necrose. JA doses maiores n3o
teriam o mesmo efeito benéfico.

Este mesmo aﬁtor analisou também os efeitos da nitroglice-
rina, do ibuprofeno e da prostaciclina sobre a area de infarto,
assim como sobre a cicatriza¢do do tecido miocardico apés o in-
farto (JUGDUTT, 1985). 0 autor demonstra que a terapia com estes

trés farmacos leva a uma reduc3o do tamanho do infarto. A nitro-
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glicerina e a prostaciclina n3o alteraram de forma significativa
O processo de cicatrizag3o, ja& o ibuprofeno causou uma marcada
expansao do infarto, similar ao grupo controle.

JOHNSON 111 e cols. (1990a) analisam o efeito protetor do
Nitrito de Sédio acidificado, que forma NO, em estudo experimen-
tal de isquemia miocadrdica seguida de reperfusdno. O Nitrito de
Sodio (NaNOg) foi administrado em trés doses di{erenfes, sendo
que nenhuma delas causou alteragbes hemodindmicas significativas.
A les3o isquémica e o tamanho da area necrética foram menores nos
grupos nos quais foram utilizadas doses maiores de NaNOg.

Foi analisado também o efeito desta conduta sobre o acumu-
lo de neutrdéfilos na area isquémica, mostrando que com doses
maiores houve uma red&cﬁo significativa do mesmo.

Em estudo paralelo in vitro os autores obtiveram uma ini-
bigdo da agregagiao plaquetdria com o NaNOg.

Os autores mencinnam como possiveis mecanismos pelos quais
o NaNOp exerce seu efeito protetor, o efeito vasodilatador do
mesmo; a provavel intera¢c3o com outros mediadores da vasodilata-
¢330, como a Plg; a inibig3o de mediadores liberados por neutrofi-
los ou plaquetas com efeito vasoconstritor e citotdxico; e por
ultimo, um efeito citoprotetor direto sobre o tecido miocardico.

Num outra trabalho (JOHNSON III, TSAO, LEFFER, 1990b), co-
mentado anteriormente, o uso concomitante de Nitrito de Sédio e
da enzima superoxido dismutase mostrou um efeito protetor, inde-
pendente da presenca de neutrofilos.

0 estudo experimental de FUKUYAMA e ROBERTS (1978) n3o
mostra uma reducdo significativa do tamanho do infarto com a in-

fusdo de nitroglicerina num periodo de 8 horas apos a oclus3o co-
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ronaria. Os autores concluem que a hitroglicerina podg ser benéf
+ica'no.tratamgnto do espasmo coronario, ndo o sendo-'néf oclus3o
coronaria prolonggda. Com referéncia a este trabalho, JUGDUTT e
cols. (198ia) sugerem que os motivos para este resultado negativo
poderiam ser os seguintes: uma queda importante na PAM em alguns
dos animais tratados; as altas freqiéncias cardiacas nos aniﬁais
tratados em comparacd3o com O grupo controle; o pequeno increﬁento
no fluxo corondrio colateral obtido e o métoda de andlise do in-
farto, aonde n3o foi considerado o tamanho do leito coronario

ocluido.
Estudos clinicos

Varios estudos clinicos tém demonstrado o efeito benéfico
dos nitratos, causando uma redugdo da lesdo isquémica e do tama-
nho do infarto, assim como uma reducdo na mortalidade apds o mes-
mo.

FLAHERTY e cols. (1975), mostram que a aplicacao intrave-
nosa de nitroglicerina em pacientes com IAM dentro as primeiras
15 horas apds o inicio do quadro, leva.a uma melhora da funcio
ventricular e a uma reducdo da extensdo da isquemia miocardica
avaliada pelo somatorio das alteracbes do segmento ST.

Posteriormente, o mesma grupo de autores (FLAHERTY et al.,
1976), analisa o efeito da infusd3o intravenosa de uma dose maior
de nitroglicerina dentro as 24 horas apos o infartao, num grupo de
pacientes da classe funcional 1, I1 e II1. Nos pacientes com in-
farto anterior, foi realizado um mapeamento seriado do segmento

ST, que mostrou uma redu¢cd3o da extens@3o da isquemia miocardica
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com o uso da nitroglicerina. Os resultados mostramztémbém'uma me-
lhora na fungd3o ventricular no subgrupo de pacientes com disfun-
¢3o0 ventricular esquerda severa.

CHICHE e cols. (1977) mostraram uma redu¢do significativa
dos indices de extensdo secundaria da necrose em pacientes trata-
dos com nitroglicerina. Este estudo mostra também uma reduc3o na
martalidade no grupo de pacientes tratados com nitraglicerina
comparados com O grupo controle.

BUSSMANN e cols. (19Bia), demonstraram uma redugdo signi-
ficativa da liberagdo de creatino-quinase em pacientes com infar-
to de parede anterior e posterior, independentemente se a nitro-
glicerina foi administrada antes ou apds oito horas do inicia das
sintomas.

JAFFE e cols. (1983) mostram uma redu¢d3o na area do infar-
to, similar & obtida por BUSSMANN. mas unicamente em pacientes
com infarto de parede inferior.

No estudo de JUGDUTT e cols. (1983b), a terapia com nitro-
glicerina por via parenteral em pacientes com infarto de parede
anterior, e em doses que causaram uma queda da PAM de 10¥% do va-
lor inicial, provocou uma menor extensdo da assinergia do ventri-
culo esquerdo, analisada por ecocardiografia. Este efeito foi as-
sociado a uma redugcdo da lesdo isquémica e do tamanho do infarto.

ZASLAVSKAYA e cols. (198%), mostram que o uéb de nitrogli-
cerina de agao prolongada leva a uma reducﬁolda zona de peri-in-
farto no terceiro dia de evolugd3o. Uma analise randomizada re-
trospectiva mostra uma menor incidéncia de complicagtes, como a
insuficiéncia de ventriculo esquerdo, disturbios de ritmo e con-

duc3o e edema pulmonar.
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Recentemente, JUGDUTT e WARNICA (1988) demonstram o efeito
benéfico do uso da nitroglicerina sobre a area de'iesio,'tanto em
pacientes com infarfo de parede anterior quanto inferior. Ja a
mortalidade apos 3 e 12 meses era menor no grupo com infarto de
parede anterior, nd3o acontecendo o mesmo com os pacientes com in-
farto de parede inferior.

Numa.meta-anélise, YUSUF e cols. (1988B) fazem uma revisao
de 10 estudos nos quais a nitroglicerina ou o nitroprussiato de
s6dio foram aplicados em pacientes com 1AM, abrangendo um total
de 2.000 pacientes. A analise coletiva destes‘ dados mostra uma
forte evidéncia do efeito benefico desta conduta, ja que os re-
sultados indicam uma redugcd3o em 35% no risco de morte nos pacien-
tes tratados cnmparados com o arupo controle. A redugdo do »riscn
de mortalidadé com a nitroglicerina é de 45%, sendo maior aos re-
sultados obtidos com nitroprussiato de s6dio, com uma redug¢do de
23%, embora esta diferenga ndo seja significativa nesta meta-ana-
lise. Este estudo mostra também uma redu¢do maior da mortalidade
precoce, comparada com a mortalidade tardia. Estes dados sugerem
éue os nitratos orgidnicos aplicados por via intravenasa reduzem a
‘mortalidade quando aplicados precocemente em pacientes com infar-
to de miocardio moderado ou severo.

Um outro nitrato aplicado no tratamento de IAM é& o dini-
trato de isossorbida (DNIS), com resultados conflitantes. Assim
GROSSER e cols. (1983) mostram uma reduc3o na mortalidade em pa-
cientes com IAM quando tratados com DNIS por via oral, nas pri-
meiras B8 horas apés o inicio dos sintomas, n8o ocorrendo o mesmo
com os pacientes tratados apés as 8 horas. Os autores mostram

também uma redugd3o significativa na incidéncia de arritmias car-
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diacas nos primeiros 5 dias apés IAM no grupo de pacientes trata-
dos com DNIS.

JA PABAN OSUNA e cols. (4985), num estudo de pacientes com
infarto de parede inferior tratados com DNIS sublingual, nd3o mos-
tram efeito benéfico algum sobre o tamanho do infarto.

MARMOR e KLEIN (1990) analisam o efeito da administracao
do DNIS em spray sobre a liberac3o da isoenzima creatino-quina-
se-MB (CK-MB) ap6s isquemia miocAardica induzida por estimulagio
atrial em pacientes com doenca coronaria. DOs autores mostram que
embora a estimulacﬁd atrial causasse uma depressdao do segmento
ST, o DNIS levou a uma abolig¢do completa da liberacd3o de CK-MB
dosada em sangue obtido do seio coronaria, concluindo gque, inde-
pendente de se a élevécio dos niveis de CK-MB represente uma ne-
crose miocardica ou uma isquemia miocardica reversivel, estes re-
sultados indicam um possivel efeito benéfico do DNIS no processo
especifico relacionado a4 liberagdo de CK-MB pelas células miocar-
dicas.

FITZGERALD e BENNETT (1990) analisam o efeito do mononi-
- ¢rto-S de isossorbida (MN-S5 IS0) aplicado por via oral, em 360
pacientes com 1AM, classificados de acordo com o grau de insufi-
ciéncia cardiaca. A mortalidade total no grupo tratado e no grupo
controle & similar apés S5 dias e & meses. No entanto, em pacien-
tes com insuficiéncia cardiaca existe uma reducd3o n3o significa-
tiva na mortalidade no grupo tratado com MN-5 IS0O. Ja no grubo de
pacientes sem insuficiénciéAcardiaca ocorre um incremento nao
significativo na mortalidade no grupo de pacientes tratados, apos
S5 dias. 0Os autores concluem que o MN-5 IS0 pode ser benéfico em

pacientes com IAM com insuficiéncia cardiaca, no entanto questio-
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nam o uso de nitratos em pacientes sem insuficiéncia cardiaca.

Evidéncias do efeito benéfico dos nitratos orgdnicos sobre a

incidéncia de arritmias causadas por isquemia

Estudos tém analisado também o efeito dos nitratos sobre a
incidéncia deste tipo de arritmias cardiacas.

KENT e cols. (1974) num modélo experimental, analisaram o
efeito da nitroglicerina na estabilidade elétriéa do miocardio
isquémico atraves da medida do limiar de fibrilagao ventricular
antes e apods isquemia aguda. No grupo de animaisAtratados com ni-
troglicerina, o limiar de fibrilagdo ventricular apés & minutos
de isquemia aguda, te;e um aumento significativo. Num outro gru-
po, no qual foi aplicada a fenilefriha, um agonista alfa—-adrener-
gico, a fim de evitar a queda da pressdo arterial causada pela
nitroglicerina, o limiar de fibrilagdao ventricular teve um aumen-
to ainda maior. Os autores sugerem que este efeito benéfico este-
ja relacionado provavelmente a uma redugdoc da les3o isquémica.

"Este mesmo grupo de autores (BORER et al., 1974), analisa
o efeito da nitroglicerina na incidéncia de fibrilac3o ventricu-
lar‘espontﬁnea durante a oclus3do coronaria. Este trabalho mostra
que a infusdo intravenosa de nitroglicerina conjuntamente com me-
toxamina, leva a uma queda significativa da incidéncia de fibri-
lag30 ventricular na isquemia aguda, em comparac3c com o arupo
controle.

Estudos clinicos tém também analicsado o efeito dos nitra-
tos argdnicos sabre a incidéncia das arritmias na isquemia mio-

cardica aguda. MIHALICK e cols. (1974) mostram que o uso de ni-
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troglicerina em pacientes com 1AM, reduz a incidéncia de extras-
sistoles ventriculares em comparac3o com o grupo controle.

BECKER e cols. (1978) analisam o efeito do uso de nitro-
glicerina na incidéncia de arritmias ventriculares complexas em
pacientes com IAM. A analise por sistema Holter 24 horas, mostrou
que no primeiro dia de terapia, a incidéncia deste tipo de arrit-
mias era similar tanto no grupo controle, como no garupo tratado
com nitroglicerina. Ja no 10p dia apés 1AM, o grupo de pacientes
tratados com nitroglicerina n3o apresentava ﬁenhum tipa de ar-
ritmias ventriculares complexas, ja o arupo controle mostrava uma
incidéncia importante das mesmas.

Os resultados dos trabalhos mencionados sugerem que a ca-
pacidade da droga em aiminuir a lesdo isquémica tem importi3ncia
funcional (MYERS et al., 1973).

Os efeitos benéficos do uso dos nitratos orgdnicos e deri-
vados no tratamento da doenga isquémica coronaria, tanto em estu-
dos experimentais como clinicos, estdo relacionados, segundo os
autores, aos efeitos hemodindmicos, causando uma reducdo do con-
sumo de oxigénio pelo miocardio (AHLNER et al., 1994; AMTORP,
1987), ao efeito vasodilatador coronario (BROWN et al., 1984;
DODGE, BROWN, 1984; AMTORP, 1987) e ao provavel efeito antiagre-
gante plaquetario dos mesmos (AHLNER et al., 199%1; DE CATERINA
et al. 1984; DE CATERINA et al., 1990; DIODATI et al., 1990; GER-

ZER et al., 1989).
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DISCUSSAO DO MeTODO APLICADD PARA A ANALISE DA ATIVIDADE ANTICOM-

PLEMENTAR DD MONONITRATO-S DE ISOSSORBIDA

Para analise da atividade anticomplementar do mononitra-
to-5 de isossorbida foi aplicado neste trabalho um método cinati-
co de analise da atividade litica do Complemento.

Para a avaliac3o da atividade litica do Complemento pela
via classica, foram utilizadas hemacias de carneiro <censibiliza-
das com hemolisina, ja para a avalia¢d3o da via alternativa foram
utilizadas hemacias de coelho com uma conhecida propriedade ati-
vadora da via alternativa (PLATTS-MILLS, ISHIZAKA, 1974).

0 méetodo utili;ado consiste num ensaio turbidimétrico da
lise das hemacias; nas condicbes aplicadas, a absorvadncia da sus-
pencsdo de eritracitos & diretamente proporcional & concentracdo
das celulas (POLHILL JR., PRUITT, JQHNSTON JrR., 1978). A absor-
vincia de varias amostras pode ser mensurada de forma sucessiva,
o que permite uma anadlise comparativa.

Ja que a lise causa uma queda da turbidez da suspens3o de
hemacias, o processo pode ser seguido continuamente atraves da
mensuracao da absorvancia em funcao do tempo. O uso da longitude
de onda de 700 nandmetros evita interferéncias, ja que esta fora
da absorcao de banda da hemoglobina, além de que o espectro eri-
trocitario nd3o contribui significativamente para a absorvi3ncia
nesta longitude de onda. Portanto, com a lise celular, a absor-
vancia da suspensao cai em proporgan direta ao nimero de células
lisadas. O tempo no qual a metade das células s3o lisadas (T 1/2)

& o tempo no qual a absorv3@ncia & eqilidistante entre seu valor
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inicial ao tempo 0, antes da lise, e a absorvancia residual,
quando todas as células sap lisadas (POLHILL JR., PRUITT, JOHNS-
TON JR., 1978).

As leituras turbidimétficas poderiam ser afetadas pela se-
dimentacdo natural das hemacias, no entanto, a velocidade desta
éedimentacﬁo natural & lenta, ja que para acontecer a queda da
absorvancia em 50% por sedimentag3do das hemacias de uma suspensio
similar a utilizada neste trabalho, s30 necessarios aproximada-
mente 80 minutos (POLHILL JR., PRUITT, JOHNSTON JR., 1978). No
presente trabalho os tempos maximos deAleitura de hembélise encon-
tram-se entre 20 a 30 minutos. Porganto, a sedimentagcd3o natural
das hemacias pode ser considerad; sem significdncia pratica. 3
por este motivo que féram realizados experimeqtos iniciais a fim
de determinar um T 1/2 controle suficientemente cﬁrto, para que
os T i/E‘das diferentes suluéﬁes estudo n3o tivessem uma duracdo
maior a 30 minutos. Produto disto e também a escolha das diferen-
tes diluigbes de soro utilizadas nos experimentos tanto para a
via classica, como alternativa.

Como foi mostrado anteriormente, o método aplicado neste
trabalho mostrou uma reprodutibilidade adequada, além de ser de
execucao relativamente simples e rapida (BARBOSA, 1983; FERRIANI,
1988).

Deve-se lembrar também que o tempo habil para a utilizaglo
do sistema indicador de hemélise era limitadd, pelo qual teve-se
a necessidade de preparar por varias vezes as suspencsdes de hema-

cias no transcurso dos experimentos.
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NO PRESENTE TRABALHO

Este trabalho foi realizado para determinar a atividade
anticomplementar do mononitrato-5 de isossorbida in vitro. 0O meé-
todo utilizado permitiu analizar o efeito da droga sobre a ativi-
dade litica do Complemento, em ambas as vias de ativacdo, a via
classica e alternativa.

Os resultados do primeiro experimento (tab. 5 e &6, fig. 9
e 10) mostram uma atividade anticomplementar do MN-5 IS0 atuando
sobre as duas vias. Esta atividan anticomplementar mostra ser
dependente da concentrag¢do, obtendo-se uma maior inibi¢3o da ati-
vidade hemolitica do Complemento com o uso de concentracbes pro-—
gressivamente maiores. 0 fato de o MN-S IS0 atuar sobre ambas as
“vias de ativacao, sugere que este efeito seja. exercido sobre a
via terminal da cascata de Complemento, ou sobre diversos compo-
nentes da mesma. |

Os resultados do segundo experimento, no qual se analisa o
efeito do tempo de incubagao sobre a atividade anticomplementar
do MN-S 150 (tab. 7 e 8, fig. i1 e 12), mostram um aumento mode-
rado da acao anticomplementar, com tempos de incuba¢3o de 0 a 30
minutos, sendo gque com tempos maiores, houve uma estabilizacao
desta atividade anticomplementar. Estes resultados indicam que o
MN-S IS0 exerce sobre a cascata de Complemento um efeito inibito-
rio e n3o de consumo, ja que tempos maiores de incubag¢do, até 120
minutos, levariam a um consumo total do Complemento se a droga
ativasse a cascata do Complemento, como foi demonstrado para a

gama globulina agregada e a frag¢do ativa do veneno de sapo ( BAR-



119
BOSA, 1983), o que de fato nao ocorreu.

0 aumento moderado com tempos de incubac3o de O a 30 minu-
tos ndao pode ser explicado em base aos resultados obtidos, poden-
do se tentar dar algumas possiveis explicagbes. A primeira & que
a solugdo da droga era mantida a temperatura ambiente (22=C),
sendo adicionada a solu¢do de Complemento, a gqual era pré-incuba-
da a 37°C. Entd3o, esta adi¢d3o da solucdo da droga com uma menor
temperatura, poderia levar 3 queda da temperatura da mistura pPro-
vocando por conseguinte um retardo na interag3o quimica droga-
Complemento. Esta possibilidade & particularmente valida para ex-
plicar as diferengas nos resultados obtidos com tempos de incuba-
cao de 0 min, comparados com os tempos de incubagdo restantes.

€ sabido que o; nitratos aorg3nicos sofrem uma biotransfor-
macdo no plasma sanguineo (ARMSTRONG et al., 1980; COSSUM, RO-
BERTS, 1983; TAYLOR, JOANNIDES, PARKE, 198%9), sendo esta trans-
formagdo dependente do tempo, o que levaria a supar da necessida-
de de um tempo determinado de incubag3o da droga com a solugdo de
Complemento para esta biatrahsformacED acontecer, com a conse-
qllente liberacdo de metabélitos, os quais seriam responsaveis pe-
lo efeito inibitorio sobre a cascata do Complemento. No éntanto.
dadas as altas concebtracﬁes da droga e os pequenns volumes de
soro utilizados, esta hipdtese & pouco provavel, embora n3o possa
ser descartada definitivamente.

0 terceiro experimento, no qual analisa-se o efeito inibi-
torio do mononitrato sobre as diferentes solugbes de Complemento,
tanto pela via classica como alternativa, foi realizado com o ob-
jetivo de eliminar a possibilidade de um provavel efeito da droga

sobre os componentes dos tampdes utilizados, e n3o sobre os com-
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ponentes da cascata de Complemento. 0Os resultados obtidos (tab. 9
e 10, fig. 13 e 14) demonstram que o efeito inibitorio ¢é depen-
dente da solﬁcgo de Complemento utilizada, ja que as solugbes que
continham uma maior concentrag3o de Complemento sofreram uma ini-
bi¢g3o0 menor; devemos recordar que o volume final de todos os ex-
perimentos era o mesmo, portanto solugles que continham uma maior
concentracdo de Complemento, continham por sua vez, uma menor
concentragdo dos componentes dos tampGes utilizados. Estes resul-
tados eliminam a possibilidade de uma provavel a¢do da droga so-
bre os componentes dos tampies utilizados.

0 fato de que as formas basicas das curvas, independente-
mente da solugdo de Complemento utilizada, sejam semelhantes en-
tre si, reforgam a aéirmacSQ anterior de que o efeito inibitorio
da droga €& dependente da interacd@o da mesma com algum dos compo-
nentes da cascata de Complemento.

Mas os resultados deste gxperimento sugerem uma outra pos-—
sibilidade: a de que a droga atuasse diretamente sobre as  hema-
cias, proporcionando a elas uma protecao contra a atividade liti-
ca do Complementn, ja que nestes experimentos, a concentraci3o da
droga utilizada em todos eles, assim como a solu¢do de hemacias,
ambas eram constantes; portanta, a maior inibigd3o obtida sabre
uma solugdo contendo um menor volume de SHN, seria simplesmente
conseqlléncia do volume de soro utilizado.

A condutibilidade da solug¢do da droga que era de 14,4 mS
praovavelmente nd@o tenha interferido sobre a atividade 1litica do
Complemento. BARBOSA (1983) mostra que solugdes com uma conduti-
bilidade maior a 20 mS tornam o meio inadequado & atividade do

Complemento.
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A concentracdo séerica do MN-5 IS0 apos uma dose oral de 20
aB0mg, e 2 X 10 M a 3 X 10-* M (ABSHAGEN, 1984; MAJOR et al.,
1984, MEIBNER et al., 1991). Concentragcies desta ordem n3o tém
nenhum efeito sobre a atividade hemolitica do Complementoe nas
condigOes experimentais aplicadas neste estudo in vitro, ja aque
as concentracdes utilizadas variaram de 2,4 x 10™® M a 1,7 «x
10”* M para a via classica e 2,7 x 1072 M a 2,2 x 107* M para a
via alternativa. Frente a isso pode-se colocar em divida o signi-
ficado bioldgico dos resultados obtidos neste trabalho.

No entanto, pode—se tentar analisar as possiveis causas
pelas quais precisou-se de concentragies t3o eleQadas para obter
resultados significativos. no que se refere é_inibicﬁo da ativi-
dade hemolitica do Co&plemento'neste estudo, o qual foi realizado
in vitro e em condi¢c0es especificas. Nesta tentativa, citaremos
alaguns fatosrque a nosso juizo poderiam, pelo.menos teoricamente,
esclarecer esta questao.

Em primeiro lusar, as analises foram realizadas in vitro,
com condigbes ideais para o Complemento ser ativado, ja que o
sisteﬁa indicador de hehélise, isto &, o sistema hemolitico nos
experimentos da via classica, e as hemacias de coelho nos experi-
mentos da via alternativa, proporcidnam as condigbes ideais para
ativacido da cascata do Complemento; além disto, o meio em que se
desenvolve a reagdo consiste de tamptes especificos, contendo os
ions necessarios para a ativacdo da cascata. Estas condigfes per-
@item que volumes pequenns de soro causem a lise de um numero

consideravel de hemacias num curto periodo de tempo.

Por outro lado, nos experimentos, o alvo do Complemento
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humano foram hemacias heterologas, de carneiro e de coelho. Sabe-
se que celulas autdlogas estido protegidas contra o efeita 1litico
do Sistema Complemento por varias proteinas inseridas na sua mem-
brana e outras soluveis, as quais, através de diferentes mecanis-
mos, fazem com que a lise mediada pelo Complemento seja menos
efetiva quando C8 e C? =80 homdlogos em relacd3o as celulas alvo
(ABBAS et al., 1991; HANSCH, 1988).

As proteinas conhecidas com esta propriedade de protegdo
de células autdlogas sdo as seguintes proteinas da membrana celu-
lar: proteina de associag3o a C8 (C8bp - CB8-binding-protein) cha-
mada também de fator de restricd3o homologo (homologﬁus restric-
tion factor); o inibidor de membrana da 1lise reativa, chamado
também de protectina kCDS?); o fator acelerador dé dissociagdo
(DAF - decay accelerating factor); a proteina cofatora de membra-
na (membrane cofactor protein (MCP).); e o receptor de Complemen-
to tipo { (CR1i) (ABBAS et al., 1991; HANSCH, 1988; LACHMANN,
1991; LAW, REID, 1988).

A expressio destas proteinas, além das hemacias, faram de-
monstradas em células miocardicas (VAKEVA, LAURILA, MERI, 1992),
células endoteliais (BROOIMANS et al., 1992) e plaquetas (MORGAN,
1991), entre outras; embora o trabalho de VAKEVA e cols. (VAKEVA,
LAURILA, MERI, 1992) mostrou que nas areas infartadas as expres-
sd3o de CDS59 ectava claramente diminuida.

As proteinas soliveis com esta mesma propriedade s3o o
inibidor de Ci, o fator H, o fator I, a proteina de associaciao a
C4 (C4bp) e a proteina S (ABBAS et al., 1994; LAW, REID, 1988;
VERMES, 198%9).

As propriedades principais destas proteinas foram mencio-



ie3
nadas nas tabelas 2 e 3.

Sabe-se que o processo de formag3o do complexo litico de
membrana CSb-9 para lise de células nucleadas e essencialmente
"similar aquele dos eritréocitos. Diferencas entretanto existem no
que se refere a eficiéncia Aa lise, j& que & necessario muito
mais Complemento para a lise daquelas (HANSCH, 1988).

Segundo KOSKI e cols. (1983), para a lise de uma célula
nucleada acontecer, & necessaria a formagao de mais de um canal
transmembrana, o que a diferencia do processo de lise de hema-
cias, onde a preseﬁca ae uma unica les3o funcional e suficiente
(ROMMEL, MAYER, 1973). Portanto, provavelmente, a lesdo causada
pelo Complemento ativado durante o IAM dependa da formag3o de va-
rios CLM sobre o midcito.

A cinética da ativac3o da cascata de Complemento, assim
como o efeito litico desta ativacdo depende ent3o de varios fato-
res como a concentracao plasmatica dos diferentes componentes do
sistema, a presenca de ativadores da cascata, do local de ativa-
cao e a presenga de moduladores e inibidbres da ativagao, e o ti-
po de célula alvo, entre outros. No miocardio isquémico, esta
ativac3o dependera provavelmente de todos estes fatores.

As concentragtes obtidas in vivo com doses terapéuticas de
nitratos organicos, poderiam eventualmente provocar uma inibig3o
da ativa¢ao do Complemento como a obtida no presente trabalho, em
condigoes in vitro.

Num estudo experimental TORFGARD e cols.. (198%9) demons-—
traram que a concentra¢do da nitroglicerina no corac3o de rato é

de 2 a 3 vezes maior do que no plasma sanguineo.

Devemos lembrar também que a aplicag3o dos nitratos org3-
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nicos na terapeéutica da isquemia miocardica inclui a administra-
¢ao por ;ia intracorondria (BROWN et al., 1981; CORWIN, REIFFEL,
1985; DODGE, BROWN, 1984; HACKETT et al., 1987), o que obviamente
permite obter—-se uma maior concentracdo deles na circulagd3o coro-
naria.

Pode-se também supor que a interac3o da droga com os com-
ponentes da cascata de Complemento in vivo poderia ser diferente
das condig¢des apresentadas no estudo in vitro, porque, por um laj
do, a cinetica da ativagdo da cascata de Complemento no IAM pro-
vavelmente seja di{ereﬁte da cinetica da ativa¢do in vitro, sa-
be-se que no tecido isquémico, as alterag¢des histoldégicas ocorrem
de forma evolutiva no tempo, processo denominado por REIMER e
JENNEINGS como wavefront phenomenom (REIMER et al., 1977; REI-
MER, JENNINGS, 1979), no qual o processo necrotico avanga do sub-
endocardio para o subepicardio.

Por outro lado, se os resultados obtidos neste trabalho
sd3o o produto do efeito de algum metabdlito do nitrato, existe a
possibilidade de que em condig¢bes in vivo, a formag3o deste meta-
bélitb ser maior por in£erac§o com componentes plasmaticos ou ce-—
lulares.

Sabe-se que a hemoglobina (Hb) interfere no efeito vasodi-
latador dos nitratos organicos e na sua biotransformacdo (BEN;
NETT, citado em BENNETT et al., 1988; FEELISCH, NOACK, 1987; MAR-
TIN, W. et al., 1985). € dificil definir o possivel efeito da Hb
nos experimentos do presente trabalho, ja que ocorre uma libera-

¢30 desta ap6s a lise das hemacias.

Anairisando os resultados do presente trabalho, que mostram
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que o MN-S IS0, em concentragctes altas leva a inibigdo do efeito
citolitico do Complemento, conjuntamente com os resultados obti-
dos por JOHNSON III e cols. (1990a), que sugerem que o nitrita de
csodio, que libera NO, poderia exercer um efeito citoprotetor di-
reto sobre o miocardio, e os resultados do estudo de MARMOR e
KLEIN (1990), no qual o hNIS aboliu completamente a liberagciao de
CK-MB pelas células miocardicas isquémicas, podemos sugerir que
os nitratos orgdnicos e derivados exercem efetivamente um efeito
citoprotetor sobre o tecido isquémico, inibindo talvez a ativida-
de litica do Complemeﬁto.

Futuros estudos sao necessarios para estabelecer esta pos-
sivel interacdo dos nitratos orgdnicos com o Sistema de Comple-
mento, e determinar éé a atividade anticomplementar daqueles de-

monstrada no presente trabalho, representa um mecanismo adiciaonal

de protegd3o do tecido miocardico isquémico.
SOBRE 0O MECANISMO DE AGAOD

Com base nos reéultados obtidos, n3o e possivel determinar
0 mecanismo de acao do mononitrato-5 de isossorbida sobre a cas-
cata de Complemento. Na literatura existe uma unica referéncia
sobre a intera¢do da nitroglicerina com componentes da cascata de
Complemento (ROTHER, 1988). Segundo esta refer&ncia a nitroglice-
rina, numa concentrag¢do de 1 ug)ml, causaria a canversda de C3 e
do fator B, assim como a depressao de Ci. Portanto, a nitroglice-
rina teria uma agao pro-complementar, ativando a cascata de Com-
plemento pela via alternativa e provavelmente uma a¢d3o inibitodria

da via classica causando uma depressio de Ci1. Os resultados obti-



i26
dos no presente trabalho mostram que um outro nitrato, o mononi-
trato-5 de isossorbida, em concentragcfes altas, causa uma inibi-
¢3n de ambas as vias de ativagao da cascata. & dificil fazer uma
analise dos resultados do citado trabalho, ja que nao dispomos de
nenhum dado referente ao método utilizado pelos autores. A diver-
géncia com o presente trabalho ser conseqiléncia do tipo diferente
de farmaco utilizado.

Sabe-se que os nitratos orgdnicos, através de seu grupo
NO- reagem com grupos sulfidrila (-SH), levando a oxida¢cdo des-
tes.

A interacdo entre estes dois grupos quimicos estd implica-
da em varios aspectos farmacoldgicos dos nitratos orgdnicos. NEE-
DLEMAN e cols. (1973)-demonstraram que o acido etacrinico, um al-
quilante dos grupos SH, produz uma queda ﬁa sensibilidade de va-
so0s sanguineos a vadrios vasodilatadores, entre eles o trinitrato
de glicerila, sugerindo que o efeito vasodilatador deste depende-
ria da interagao com o grupo tiol presente num réceptor especifi-
co para nitratos. Q biotransformagdo dos nitratos orgdnicos esta-
ria relacionada também com a interac3o com grupos SH (AHLNER et
al., 1994; FEELISCH et al., 199%; LUSCHER, 199%; MONCADA, PALMER,
HIGGS, 1988).

FEELISCH e NOACK (1987) demonstraram haver wuma liberac¢ao
nao enzimatica de 6xido nitrico dos nitratos gquando incubados com
cisteina que contém o grupo SH. A velocidade de iiberacﬁo de NO
aumenta com o numero de grupos NOg na molécula, sendo o trinitra-
to de glicerila mais ativo que o dinitrato de isossorbida e o mo-

nonitrato—-9 de isoscsorbida.
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A ativagao da guanilato ciclase pelos nitratos também re-
quereria da interagcao destes com grupos tiol, (IGNARRO, GRUETTER,
1980; KUKOVETZ, HOLZMANN, SCHMIDT, 1991i), embora seja isto objeto
de discussdo (CRAVEN, DeRUBERTIS, 1983; GRUETTER, LEMKE, 1986).

OQutros autores mostram que a interagd3o da nitraglicerina
com N-acetilcisteina, que contém um grupo SH reduzido, leva a uma
pontencializacdo de diversos efeitos farmacolégicos daquela (fe—
visado por FLAHERTY, 1989; FUNG et al.,1988; HOROWITZ et al.
1983; HOROWITZ et al.; 1988; LOSCALZO, 1985; STAMLER, CUNNINGHAM,
LOSCALZO, 1988). Por Gltimo, estudos mostram que a atenua¢do dos
efeitos da nitroglicerina & revertida, pelo menos parcialmente,
pela cisteina (KUKOVETZ, HOLZMANN, SCHMIDT, 1994) ou N-acetilcis-
teina (FUNG et al.,1988).

Um estudo recente (STAMLER et al., 1992) demonstrou a for-
magcdo de S—-nitroso proteinas resultantes da interagdo do NO com
proteinas que contém grupos tiol livres. As S-nitroso proteinas
- conservam as propriedades farmacoldgicas do NO.

Varias proteinas do Complemento contém na sua estrutura o
grupd SH livre, ou participando da formacao de ligagbes disulfe-
to ou tiocester, com funcdes especificas. Citaremos algumas delas.

Cada uma das cadeias de Ciq (A, B, C) possui na posigao
174 uma cisteina livre (SIM, REID, 1991), a qual pode estar en-
volvida na formacado de pontes disulfeto entre Ciq e IgG, que tam-—
bém contém radicais SH livres (MARTIN, KAUL, LOOS, 1990; SIM,
REID, 1991).

A liga¢c3o tioester, presente nas moléculas de C3 e C4,

cumpre uma fungio importante no processo de ativagdo da cascata
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de Complemento. Apos a ativagdao de C4 e C3 por convertases, a
ligagcao tioester e exposta, e na presenca de aceptores apropria-
dos, forma ligagfes ester ou amida, por exemplo com a membrana da
célula alvo (BURGER, HAMMER, 1988). A hidrdlicse espontinea desta
ligac3o da molécula de C3 inicia a ativacdo da cascata pela via
alternativa (LAW, REID, 1988).

Esta ligacao tiocester que se caracteriza por sua labilida-
de (BURGER, HAMMER, 1988), pode também sofrer o ataque de arupos
nuclenfilicos, gerando maoléculas hemoliticamente inativas (HDS-
TETTER, GORDON, 1987).

Além disto, segundo JACQUIER e cols. (JACQUIER, GABERT,
COLOMB, 1991), um grupo SH livre, formado apés o rompimentao da
ligagdo tioester de éa, estaria envolvido na formagd3o de ligagbes
com alguns aceptores.

PODACK & TSCHOFPP (1982) demonstraram ocorrer uma polimefi—
zagdo espontdnea de C9 apds a incubagdo prolongada a 37°C. A es-
trutura resultante desta polimerizagcdo @ similar aquela do com-
plexn litico de membrana.

YaMaMoTo e cnls  (1982), em estudo in vitro, demonstraram
que o glutation, um peptideo que possui um grupo SH na sua molé-
cula, catalisa a formag3o de ligagies disulfeta entre maléculas
de C9, o que leva a polimerizacao destas moléculas. 0Os  autores
sugerem que este tipo de ligag@es disulfeto ocorreriam no comple-
x0 litico de mémbrana nas hemacias, processo mediado por molécu-
las de glutation presentes em ditas membranas.

Num trabalho posterior (YAMAMOTO, MIGITA, 1983), este mes-—
mo grupo de autores demonstrou que a formacdo de ligagbes cova-

lentes tipo disul feto pode tambem ocorrer espontaneamente apdés a
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incubag3o prolongada a 37°C, sugerindo que o provavel mecanismo
desta polimerizac3o espontinea seria através da redu¢cd3o espontd-
nea de ligacboes disulfeto presentes na molécula de C9, formando
grupos SH, os que pasteriormente participariam da formagdo de li-
gagcoes disulfeto com uma outra molécula de C9.

A polimerizagao de C9 influenciaria no tamanho da lesio
causada pelo complexo litico de membrana (HANSCH; iess).

Em base a estes dados da literatura, podemos sugerir, em-
bora hipoteticamente, que o efeito anticomplementar do mononitra-
to-5 de isossorbida pbderia estar relacionado a interacdo do gru-
po NOe da sua molécula, com o grupo SH de alguma das moléculas
dos diferentes componentes do Complemento, ou da membrana acepto-
ra do CLM, intervinda, por exemplo, no processo de ligagcao das
moléculas Ciq com o fragmento Fec do anticorpo, ou na formag3o do
CLM, aléem de poder interagir com as ligagies tioester presentes
em C4 e C3, interferindo no processo de ativagio destas molécu-
las.

D fato de o mononitrato-5 de isossorbida ter um efeito
inibitorio sobre ambasvas vias de ativagdo da cascata de Comple-
mento, sugere que esta agd3o seja exercida na etapa final, comum a
ambas as vias, ou sobre diferentes componentes da cascata.

Certamente, podem existir outros mecanismos de ag3o do mo-
nonitrato-5 de isossorbida sobre o Complemento, causando uma ini-

big3o0 da atividade hemolitica deste.
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CONCLUSGES

0 maononitrato-5 de isossorbida, em altas con-
centracoes, tem uma atividade anticomplemen-

tar,in vitro.

Esta atividade anticomplementar ¢ exercida
sobre ambas as vias de ativagio da cascata de

Complemento.

Novos estudos s3o necessarios para determinar
se a atividade anticomplementar, demonstrada
neste estudo para o mononitrato-5 de isqssorbi—
da, @ comum a todos os nitratos orgdnicos e de-
rivados, e se a mesma representa um mecanismo
adicional destes na protecdao do tecido miocar-

dico isquémico.
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ANEXO 1 - PRODUTOS QUIMICOS UTILIZADAS

Trietanolamina: Mallinckrodt, St. Louis, Missouri, 63134, USA.
Cloretq de Sodio: Merck S.A. Ind. Quimicas, Brasil.

Cloreto de Calcio: Merck S.A. Ind. Quimicas, Brasil.

Az?da Sodica: Merck S.A. Ind. Ouimicas. Brasil.

Acido Etilenodiamino-tetracético (EDTA): Merck S.A. Ind. Quimi-

cas, Brasil.
Acido Cloridrico: Merck S.A. Ind. Quimicas, Brasil.

Acido Etileno Glicol-Bis (B-Amincetil éter) N, N, N, N° - Tetra-

cetico (EBTA): Merck S.A. Ind. Quimicas, Brasil.
Sulfato de Magnésio: J. T. Becker Chemical.

Gelatina: DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA.
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ANEXO 2

Tabela 15 - Medida da atividade anticomplementar do MN-5 IS0 -
Via classica

________ e ————_—— e — e
! CONCENTRAGAOD | T 1/2 (seg) : % INIBICAD

CUBETA ! MN-5 IS0  4-—-————=—————mo——oo—o Ho oo
.t (Molar) {10 E 209 E 32E {1 492E 22E 32FE

———————— o e
C | - 198 177 180 - - -

5 0,0212 216 189 195 8.5 6,5 7,5

4 0,0425 240 219 219 17,5 19,0 18,0

3 @, 0850 327 285 300 39,5 38,0 40,0

2 ®,1130 387 351 366 49,06 S0,0 51,0

L 0,1700 627 588 654 68,5 70,0 72,5

C - Cantrole
E - Experimento

ANEXO 3

Tabela 16 - Medida da atividade anticomplementar do MN-S IS0 -
Via alternativa :

———————— o
! CONCENTRACXD ! T 1/2 (seg) ; % INIBICAOD
CUBETA | MN-5 IS0 fmm e e
! (Molar) ! {0F P2 E 39 E: I9FE P2FE 130FE
———————— e e
» - 294 300 306 - - -
5 0,0275 342 348 348 14,0 14,0 12,0
4 2, 0550 384 390 384 23,5 23,8 20,0
3 20,1100 480 S10 492 39,0 41,0 38,0
2 2, 1460 500 612 S64 51,0 51,0 46,0
1 20,2200 1254 1620 1692 76,5 81,5 82,0

C - Controle
E - Experimenta
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ANEXOD 4

Tabela ‘17 - Efeito do tempo de incubag3o na atividade anticomplemen-
tar do MN-5 IS0 - Via classica (SHN: 45 ul/ml tampdo)

____________ e ———————
H T L1/2 (seg) H
T e o + % INIBICAO
{(min) ! CONTROLE H MN-S 1S0 H
o e L Lt T - o ————————— —————
H 12 E 28 E H 12 E 22 E ! 1@ E 282 E
———————————— e e e ——————_———
/)] 240 2ie 533 4546 55 54
3 210 180 477 439 Sé6 359
15 189 168 497 442 b2 &2
30 204 186 337 503 62 63
60 201 186 543 531 63 &S
120 222 204 694 500 68 b6

T - Tempo de incubagdo a 37 C
SHN - Saro humanao narmal
E - Experimentao

. ANEXO S

Tabela 18 - Efeito do tempo de incubag¢d3o na atividade anticomplemen-—
tar do MN-S IS0 -~ Via classica (SHN: 33 ul/ml tamp3o)

____________ e e e e
H T /2 (seg) H
T e e + % INIBIGCAO
(min) H CONTROLE H MN-S IS0 H
B N R e e
H 12 E 22 E H 12 E 22 E. | 19 E 22 e
———————————— o
o 240 240 600 6500 &0 60
3 210 2es8 656 71ie &8 68
iS5 204 240 728 686 72 &S
30 216 216 720 800 70 73
&0 234 258 1114 1032 729 75
1206 258 270 1075 1000 76 73

T - Tempo de incubagd3o a 37 C
SHN - Saro humano normal
E - Experimento
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ANEXO &

Tabela 19 - Efeito do tempo de incubag¢do na atividade anticomplemen-
tar do MN-S ISO - Via classica (SHN: 24,5 ul/ml tamp3o)

____________ o e ——————————— e —————————_—_——
: T 1/2 (segqg) H
T Fomm e Fomm e + % INIBICAO
(min) H CONTROLE H MN-S IS0 H
e e ———————— o
H 12 E 28 E H 12 E 22 E H 19 E 28 E
———————————— o e e ———————
Q 276 294 767 735 64 650
S 288 e76 260 862 70 68
15 276 306 1022 1177 73 74
36 232 276 1050 1022 76 73
60 276 324 2123 1705 87 81
120~ - - - - - -
* Experimento nao realizado
T - Tempo de incubag3o a 37° C
SHN - Soro humano normal
E - Experimento
ANEXOD 7

Tabela 20 - Efeito do tempo de incubag¢d3o na atividade anticomplemen-—
tar do MN-3 IS0 - Via alternativa (SHN: 380 ul/ml tamp3a)

________ e ————— e -
' T 1/2 (seg) i
T B it e sttty + % INIBICAO
(min) : CONTROLE : MN-S IS0 H
oy o ——————— e e ———— e
' 19 E 29 E 32 E ¢ 19 E 22 E 32 E ! 12 E P2 E 32 E
———————— e e e ———————————
/) 318 334 3460 558 379 &21 43 42 42
5 312 276 306 624 552 588 50 50 48
15 282 294 312 538 555 567 49 47 45
30 294 300 330 734 &98 805 61 57 39
L0 348 342 336 240 1069 1067 &3 468 &8
120 360 420 432 1000 1312 1309 b4 68 &7
T - Tempo de incubag3no a 37 C
SHN ~ Soro humano normal

E - Experimento
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ANEX(O 8
Tabela 21 - Efeito do tempo de incubag3o na atividade anticomplemen-—
tar do MN-S5 IS0 - Via alternativa (SHN: 580 ul/ml tamp3o)
________ o ———_————— e — i ————— e e
: T L/2 (seg) H
T o o + % INIBICAD
{min) 1 CONTROLE H MN-S ISO :
o —— e e o e
! 19 E 22 E 3 E | {2 E 22 E 32 E | 12 FE 22 E 32 €
———————— A e ————— e
)] 300 258 258 419 379 344 28 32 29
5 240 210 198 3469 339 305 35 38 43
15 234 210 204 397 368 346 41 43 41
30 2e2 204 228 453 392 430 51 48 47
60 252 2464 £88 649 L00 720 61 S6 60
120 312 300 300 725 769 833 57 61 &4

T - Tempo de incubac3o a 37= C
SHN - Soro humano normal
E - Experimento
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