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RESUMO 

O Complemento é um sistema proteico constituído por vá-
rios componentes presentes no plasma sanguíneo e na membrana ce-
lular, que desempenham papel relevante em diversos tipos de rea-
ções imunológicas. A literatura médica evidencia a implicação do 
Sistema de Complemento na patogênese da lesão tecidual isquimica 
miocárdica. Os nitratos orgânicos ocupam um lugar relevante na 
terapêutica da doença coronariana devido a seu conhecido e-feito 
vasodilatador e à provável atividade antiagregante plaquetária, 
mecanismos através dos quais exercem uma ação protetora sobre o 
tecido miocárdico isquêmico. A atividade anti complementar do mo-
nonitrato-5 de isossorbida é analisada no presente trabalho atra-
vés do estudo do e-feito da droga sobre a atividade hemolítica do 
Sistema de Complemento, em ambas as vias de ativação da cascata, 
in vitro. Para isto, empregou-se um método cinético, com a deter-
minação do tempo necessário para que dada solução de Complemento 
cause a lise de 50% das hemácias de uma suspensão padronizada 
destas. 0 método consiste num ensaio turbidimétrico desta lise, 
através da mensuração continua da densidade óptica da suspensão 
de hemácias. Os resultados mostram que o mononitrato-5 de isos-
sorbida, em altas concentrações, causa a inibição da atividade 
lítica do Complemento, em ambas as vias de ativação, in vitro 
sendo esta inibição dependente da concentração da droga. Con-
clui-se que o mononitrato-5 de isossorbida, em altas concentra-
ções, tem uma atividade anti complementar em ambas as vias de ati-
vação da cascata de Complemento. Embora o mecanismo desta ativi-
dade anticomplementar não esteja determinado, são sugeridas algu-
mas hipóteses a respeito. Estes resultados permitem levantar a 
possibilidade de que o e-feito anticomplementar do mononi trato-5 
de isossorbida demonstrado no presente trabalho represente um me-
canismo adicional dos nitratos orgânicos na proteção do tecido 
miocárdico isquêmico. 
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ABSTRACT 

The Complement System includes serum and membrane 
proteins, which plays an important role in 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 in 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 isosorbide 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-half 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 of 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 
5 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 está constituído por vários 
componentes proteicos presentes en el plasma sanguíneo y en la 
membrana celular, que cumplen un papel relevante en diversos ti-
pos de reacciones inmunológicas. Existen evidencias de la impli-
cación dei mismo en la patogenia de la lesión tisular isquémica 
miocárdica. Los nitratos orgânicos ocupan un lugar relevante en 
la terapêutica de la enfermedad coronaria debido a su conocido 
e-fecto vasodilatador y la probable actividad antiagregante pla-
quetaria, mecanismos através de los cuales ejercen una acción 
protectora sobre el tejido miocárdico isquêmico. En el presente 
trabajo es analizada la actividad anticomplementar dei mononitra-
to-5 de isosorbide através dei estúdio dei e-fecto de esta droga 
sobre la actividad hemolítica dei Sistema de Complemento, por am-
bas vias de activación, in vitro. Fue empleado um método cinéti-
co, con la determinación dei tiempo necesario para que dada solu-
ción de Complemento cause la lisis de 50% de los hematíes de una 
suspensión padronizada de éstos. El método consiste en un ensayo 
turbidimétrico de esta lisis, através de la medición continua de 
la densidad óptica de la suspensión de hematíes. Los resultados 
muestran que el mononitrato-5 de isosorbide, en altas concentra-
ciones, causa una inhibición de la actividad hemolítica dei Com-
plemento, en ambas vias de activación, in vitro, siendo esta 
inhibición dependiente de la concentración 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-
vación de la cascada de Complemento. Apesar de no estar determi-
nado el mecanismo de esta actividad anticomplementar, son sugeri-
das algunas hipótesis. Los resultados dei presente trabajo permi-
ten levantar la posibilidad de que el e-fecto anticomplementar dei 
mononitrato-5 de isosorbide demostrado, represente un mecanismo 
adicional de los nitratos orgânicos en la protección dei tejido 
miocárdico isquêmico. 

xx i i i 
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INTRODUÇÃO 

Está bem evidenciada na literatura médica a implicação do 

processo inflamatório na etiopatogenia da lesão tecidual isquêmi-

ca, sendo que a ativação do Sistema de Complemento -foi demonstra-

da em estudos experimentais e clínicos (LANGLOIS, GAWRYL, 1988; 

PINCKARD et al . , 1975; ROSSEN et al., 1988, VASUDA et al., 1990). 

Os efeitos deletérios desta ativação seriam conseqüência 

da ação das anafilotoxinas sobre o músculo cardíaco e o fluxo co-

ronário (DEL BALZO, LEVI, POLLEV, 1985; ITO et al., 1990; MARTIN 

et al., 1988; STAHL et al., 1990); a formação de fatores quimio-

táticos, com a conseqüente infiltração de polimorfonucleares neu-

trófilos na área isquêmica (MULLANE et al., 1984; ROSSEN et al., 

1985) e a ativação destes (CRAWFORD et al., 1988; MARTIN et al., 

1988; MEHTA et al., 1989). Um outro produto da ativação do . Com-

plemento que pode estar implicado na lesão tecidual isquêmica é 

o complexo lítico de membrana (CLM) (SCHAFER et al., 1986; HUGO 

et al., 1990) 

Há mais de um século atrás, Thomas Lauder BRUNTON sugeriu 

o uso de vasodilatadores como "remédio" para o tratamento da do-

ença coronariana. Em 1879 William MURRELL demonstrou o efeito be-

néfico da nitroglicerina no tratamento da angina pectoris (FYE, 

1986). 

Posteriormente, outros nitratos orgânicos foram sintetiza-

dos, incluindo o dinitrato de isossorbida, o mononitrato-5 de 

isossorbida e o tetranitrato de pentaeritritol. Todos eles se ca-



racterizam por ter na sua estrutura uma ou mais ligações éster-

nitrato (R-0-N0 a) (AHLNER et al., 1991) 

Atualmente considera-se que os nitratos orgânicos e deri-

vados são pró-drogas que liberam o óxido nítrico (NO), seja no 

interior da célula ou no plasma sanguíneo (AHLNER et al., 1991; 

ARMSTRONG et al., 1980; FUNG, 1987), o qual por sua vez estimula 

a guanilato ciclase solúvel do músculo liso vascular ou da pla-

queta, levando à vasodilatação e a uma inibição da agregação pla-

quetária (AHLNER, AXELSSON, 1987; GERZER et al., 1989). 

Estudos experimentais e clínicos tem demonstrado que a 

aplicação dos nitratos orgânicos e derivados no infarto agudo de 

miocárdio (IAM) leva a uma redução da lesão isquemica e da morta-

lidade (BUSSMANN et al., 1981a; 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, é analisada a atividade anti complemen-

tar do mononitrato-5 de isossorbida, in vitro, determinando-se o 

e-feito da droga sobre a atividade lítica do Complemento. 

Para isto é aplicado um método cinético baseado na pro-

priedade lítica do Sistema de Complemento, que consiste na deter-

minação do tempo necessário para-que dada solução de Complemento 

cause a lise de 50% das hemácias de uma suspensão padronizada 

destas (BARBOSA, 1983). 

é analisado o e-feito da droga sobre ambas as vias de ati-

vação da cascata de Complemento. 
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O SISTEMA DE COMPLEMENTO 

Em 1888, NUTTAL observou que o sangue des-f i br i nado de di-

versos animais exercia uma ação bactericida para determinados 

gérmens e que esta propriedade desaparecia após esquentá-lo a 

55 QC . Um ano depois, BUCHNER demonstrou que esta era uma proprie-

dade do soro isento de elementos celulares, e que tratava-se de 

um poder citotóxico geral; sendo as hemácias provenientes de oi— 

ganismos distintos particularmente sensíveis a este efeito. Este 

principio sanguíneo que provoca a destruição de bactérias e hemá-

cias estranhas -foi designado por BUCHNER com o nome de alexina. 

Em 1894, PFEIFFER e ISSAEF observaram que a inoculação 

intraperitoneal do vibrioes coléricos em cobaias previamente imu-

nizadas contra a cólera, causava a desintegração dos mesmos. Em 

1895, BORDET observou que o soro imune, após aquecimento a 55°C 

por 30 minutos ou mesmo deixado à temperatura ambiente por 1 ou 2 

dias, perdia a sua atividade bactericida e que a mesma era resta-

belecida ao se adicionar soro -fresco não imune de di-ferentes es-

pécies animais. BORDET concluiu que o soro imune continha dois 

tipos de substâncias: uma específica e termoestável, o anticorpo 

de vacinação, e outra inespecífica e termolábil, constituinte 

normal de qualquer soro, a qual chamou de Complemento. Foi tal a 

importância deste trabalho que, em 1920, foi concedido a BORDET o 

Prêmio Nobel (FASQUELLE et al. , 1968; VERMES, 1989; WILLIAMS, 

BURKS, STEELE, 1988). 

Designa-se com o nome de Sistema de Complemento (SC) a um 

complexa proteico polimolecular, constituído por várias substân-

cias que se encontram no plasma sanguíneo e nas membranas célula-
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res e desempenham um papel importante em diferentes tipos de re-

ações imunológicas (MARGNI, 198E). A tabela i mostra algumas pro-

priedades dos componentes plasmáticos do Complemento. 

Gs componentes da via clássica, assim como da via termi-

nal, são designados com o símbolo "C" seguidos com o número cor— 

respondente (Ci, C3, etc.). Já os componentes da via alternativa, 

exceto C3, são designados com nomes convencionais ou símbolos di-

ferentes (exemplo: fator D, fator B, properdina) (RUDDY, Í9B1). A 

designação dos componentes ativados é feita por uma barra coloca-

da sobre o símbolo da proteína ou do complexo proteico correspon-

dente (exemplo: Cl-C4b2a, fator B, etc.). Os produtos da clivagem 

enzimática são designados por letras minúsculas que seguem o sím-

bolo de determinado componente (exemplo: C5a, C5b). Quando o com-

ponente ou fragmento é inativado, é adicionada a letra "i" (exem-

plo: C3bi, Bbi) (MARGNI, 19B2). 

As proteínas do Complemento são sintetizadas principalmen-

te nos hepatócitos, macrófagos e monócitos (BURGER, 1988; COLE, 

COLTEN, 1988; FASQUELLE et al., 1968). As proteínas reguladoras 

ligadas à membrana celular, são sintetizadas nas células sobre 

as quais estão expressas (LAUI, REID, 1988) . 

Pelo fato de alguns componentes serem termolábeis (Cl, C2, 

C5, C8, C9, fator B, fator D),o Complemento pode ser inativado 

pelo aquecimento a 56°C por 30 minutos, sendo inestável, mesmo a 

4 aC, mas preservado pelo congelamento a -70°C, ou pela liofiliza-

ção (FASQUELLE et al., 1968; MARGNI, 1982; RUDDY. 1985). 
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TABELA i - CÜHPOHEHTES PLASMÁTICOS DA CASCATA DE COMPLEMENTO 

COMPONENTE PESO 
MOLECULAR 

(kD) 

COMCENTRAÇ&O 
SÉRICA 

(ug/œl) 

TERHOLA-
BILIDABE 

PRODUTOS 
DA 

ATIVAÇÏ0 
COMENTÁRIOS SOBRE AS FUNÇÕES 

VIA CLÁSSICA 

Ci 
(Cíqresa) 

900 Inicia a ativação da via clássica 

Cíq 410 75 + Liga-se à porção Fc da Ig 

Cir 85 50 + Cir Cir s uaa protease sérica, cliva Cis 

Cís 85 50 • Cís Cís é una protease sérica, diva C4 e C2 

C4 210 200-500 C4a 
CAb 

C4a é uma anafilotoxina 
C4b forma ligações covalentes cos as super-
fícies ativadoras, onde faz parte da C3 
corivertase 

C2 110 20 + C2a 
C2b 

C2a é uaa protease sérica, faz parte da C3 
e C5 convertases 

VIA ALTERNATIVA 

Fator B 93 200 + Ba 
Bb 

Bb é usa protease sérica, faz parte de C3 
e C5 convertases. 

Fator 0 25 i-2 + D Protease que circula na for§a ativa; diva o 
Fator B 

C3 
(faz parte taabéa 
da via clássica) 

195 550-1200 C3a 
C3b 

C3a é uaa anafilotoxina 
C3b forma ligações covalentes cos a superfí-
cie ativadora, onde é parte da C3 e C5 con-
vertases, atuando taibea coso opsonina 

Properdins 220 25 Estabiliza a C3 convsrtase da via alternativa 

VIA EFETORA COHUH 

C5 190 70 + C5a 
C5b 

C5a é usa anafilotoxina 
C5b inicia a formação do CLH 

C6 128 60 Couponente do CLH 

C7 Í2Í 60 Componente do CLH 

C8 155 60 + Couponente do CLH 

C9 79 60 + Componente do CLH, sofre polimerização para 
formar o CLH 

kli = kilodalton CLH = complexo lítico de membrana Ig = Isunoglobulina 
Tabela construída COE base nos dados obtidos ds ABBAS e cols., 1991; LAH, REID, 1988; HARGNI, 1982; 
UHANUE, BENACERRAF, Í986. 
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O SC constitui-se num dos principais e-fetores da imunidade 

humoral assim como da inflamação (ABBAS et al., 1991; FRANK, 

1987; FRANK, FRIES, 1991). 

0 SC participa dos seguintes processos biológicos: -fagoci-

tose, opsonização, quimiotaxia de leucócitos, liberação de hista-

mina dos mastócitos e basó-filos, contração da musculatura lisa, 

aumento da permeabilidade dos vasos, agregação plaquetária, vaso-

constrição e citólise (FERRI, CALICH, VAZ, 1977; HORST, 1986; MA-

DALINSKI, 1986; BJORK, HUGLI, SMEDEGARD, 1985). 

Está demonstrado também, que a ativação do SC pode levar 

á lesão tecidual. De fato, na resposta inflamatória aguda a mi-

croorganismos, ocorre uma destruição de células hospedeiras nor— 

mais. Também nas doenças por imunocomplexos ocorrem processos 

destrutivos como a vasculite ou a glomerulonefrite por imunocom-

plexos, os quais resultam da deposição do complexo antígeno-anti-

corpo nas paredes dos vasos e glomérulos com a conseqüente ativa-

ção da cascata de Complemento (ABBAS et al., 1991). 

Estudos recentes sugerem que durante a lesão isquêmica 

miocárdica e de reperfusão, pode ocorrer uma ativação do Sistema 

de Complemento, com o conseqüente efeito deletério deste processo 

(PINCKARD et al., 1975; REYES et al., 1984; ROSSEN et al., 1988; 

SEMB et al., 1990; YASUDA et al., 1990). 

é sabido também que durante a circulação extracorpórea há 

uma ativação 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 pa»— 

ticipação do Complemento na aterogenese (HAMMERSCHMIDT et al., 

1981b; SEIFERT, KAZATCHKINE, 1988). 
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Ativação do Sistema de Complemento 

Para que o Complemento exerça as suas -funções, o mesmo de-

ve ser ativado, originando assim uma série de -fragmentos com di-

ferentes características e -funções específicas. 

São conhecidas duas vias que levam a ativação do Comple-

mento, a via clássica e a via alternativa. Cada uma delas é de-

sencadeada por fatores diferentes, sendo o inicio da ativação di-

ferente para cada uma, mas que convergem em uma via comum a pai— 

tir da formação de C3b (ABBAS et al., 1991; FRANK, 1989; MARGNI, 

1988; UNANUE, BENACERRAF, 1986; VERMES, 1989). 

A figura 1 mostra as duas vias de ativação da cascata de 

Complemento. 

Via clássica de ativação do'Sistema de Complemento 

Foi assim denominada por ser a primeira a ser descrita 

(FRANK, 1989). Formam parte dela os componentes Cl, C4, C2 e C3 

ativados em cascata. 

Componente C 1 - é um complexo molecular multimérico com 

P.m. de 900 kD, composto de uma subunidade Clq, associada a duas 

moléculas Cir e duas moléculas Cls por ligações dependente de 

cálcio. 

Clq é a subunidade que se liga à molécula de lg. Clr e Cls 

são esterases necessárias para a progressão da ativação da casca-

ta (ABBAS et al., 1991; BURGER, HAMMER, 1988). 
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VIA CU~SSICA VIA ALTERNATIVA 

Ativador At i vador 

C3~ 
/~ 1- -C1 (q~ reSe) ~ C1 (qreSe) C3g+C3d C3{He O) C3b+C3a 

Ca~" 
~t Mg-- J __ 97{- --~[B 

C3(He O)B C3bB 

C4 

I ~ \V \li 
C4a ,M,g1o- 1 C2b iC3b Bb("'C3(He O)8bC ..x...3- b- B- b ···)Bb 

C4b I C2a l' / 
/\ l j ~a I C3a ,f -" I b e4~--H3 /;3b«: ~e3 fé. 

C4c+C4d C4b2a3b C3b e BbP(r---- p 

~e/ 
pesa 

C5b 
+ 

S 

~ 
C6-C9-----~)SC5b-9 

1 
C5b6789 

1 
Lise celular 

FIGURA 1- ATIVAC~O DA CASCATA DE COMPLEMENTO 
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Componente C 4 - é a segunda proteína sérica a ser ativada 

nesta via. É uma betaglobulina composta por tres cadeias polipep-

tidicas denominadas alfa, beta e gama, com p.m. de 210 kD. A mo-

lécula de C4 contém uma ligação tioester na cadeia alfa (BÜRGER, 

HAMMER, 1988). A clivagem de C4 forma C4a e C4b. Como resultado 

desta clivagem, a ligação tioester da cadeia alfa converte-se em 

uma ligação inestável, suceptivel ao ataque de grupos nucleofili-

cos (ABBAS et al . , 1991; BURGER, HAMMER, 1988). 

Componente C 2 — consiste de uma cadeia polipeptídica com 

p.m. de 110 kD. A clivagem desta molécula forma C2a e C2b (ABBAS 

et al., 1991; BURGER, HAMMER, 1988). 

0 componente C3 será descrito posteriormente. 

- Ativação da via clássica do Sistema de Complemento 

A via clássica é ativada principalmente por complexos an-

ti geno-anticorpo; imunoglobulinas agregadas (COOPER, 1980) e ou-

tras substâncias, incluídos alguns constituintes subcelulares do 

miocárdio (GLICAS, PINCKARD, 0LS0N, 1979; KAGIYAMA et al., 1989; 

PINCKARD et al., 1973; PINCKARD et al., 1975). 

As imunoglobulinas humanas que iniciam a ativação do Com-

plemento pela via clássica pertencem às classes IgM e às subclas-

ses IgGl, IgG2, IgG3 (COOPER, 1980). 

A ativação da via clássica se inicia com a ativação de Cl. 

A reação entre o antígeno e o anticorpo forma um imunocom-

plexo criando um sítio na porção Fc da imunoglobulina acessível á 

ligação com Ciq, iniciando-se assim a ativação de Cl (WINKELS-

TEIN, 1985). Após a geração seqüencial de diferentes sítios enzi-



máticos em Clr, é exposto um novo sítio enzimático em Cis trans-

formando-se este em uma enzima proteolítica, a Ci-esterase (SIL-

VA, KIPNIS, 1984); íons Ca-"* são essenciais a -fim de prevenir a 

dissociação de Ci-esterase de Clq, o qual permanece ligado à mem-

brana alvo através das imunoglobulinas (LOQS, 1988). A Ci-estera-

se cliva dois outros componentes do Complemento-. C4 e CE, forman-

do C4b que adere-se à membrana celular através de sua ligação 

tioester, e CEa que permanece ligado a C4b na presença de íons 

Mg, formando assim C4bEa, chamada também de C3 convertase da via 

clássica, a qual por sua vez cliva C3 em C3a e C3b. Seqüencial-

mente, C3b se liga a C3 convertase, formando C4b2a3b; este novo 

complexo molecular pode agora clivar C5, sendo por isso chamado 

de C5 convertase da via clássica, formando-se C5a e C5b. C5b ini-

cia a formação do complexo lítico de membrana (CLM) (ABBAS et 

al., 1991), descrito posteriormente. 

Moléculas de C3b formadas através da via clássica podem 

servir de substrato para a ativação da via alternativa. Este me-

canismo é chamado de alça de amplificação (COOPER, 1980). 

Via alternativa de ativação do Sistema de Complemento 

Em 1954, PILLEMER demonstrou que o Complemento podia ser 

ativnrkj por outros agentes além do complexo antigeno-anticorpo, 

pel-i evidência de que a incubação de soro não imune com polissa-

carídeos como o zimosan, podia levar ao consumo do Complemento. 

Uma nova proteína sérica denominada Properdina, parecia 

estar envolvida neste processo (WILLIAMS, BURKS, STEELE, 1988). 

Atualmente sabe-se que a ativação da via alternativa de-
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pende dos seguintes -fatores: -fator D, fator B, Properdina e C3 

(ABBAS et al., 1791; MARGNI, 1982). 

0 fator B (pró-ativador de C3) é uma betaglobulina termo-

lábil, com p.m. de 93 kD, que consiste de uma única cadeia poli-

peptídica (ABBAS et al., 1991; UNANUE, BENACERRAF, 1986). 

0 fator D é uma alfaglobulina termolábil, de p.m. de 25 

kD, que consiste de uma cadeia polipeptidica única (UNANUE, BENA-

CERRAF, 1986). á uma enzima que existe no organismo já na forma 

ativada (WILLIAMS, BURKS, STEELE, 1988), e que cliva o fator B 

formando Bb. 

A Properdina é uma gamaglobulina tetramérica com p.m. de 

220 kD (UNANUE, BENACERRAF, 1986). é uma das proteínas regulado-

ras da via alternativa do Complemento, sendo sua principal função 

estabilizar a convertase de C3 e C5 (LAW, REID, 1988). 

A molécula de C3 cumpre um papel importante no SC, já que 

faz parte de ambas as vias de ativação da cascata, á uma betaglo-

bul i na com p.m. de 195 kD. A molécula de C3 contém uma ligação 

tioester interna inerte, a qual pode sofrer o ataque de grupos 

nucleofí1icos para depois formar ligações covalentes, principal-

mente com grupos hidroxila ou amina presentes nas membranas bio-

lógicas. Esta ligação tioester pode ser também hidrolisada pela 

água. A hidrólise espontânea desta ligação forma C3(HehO), ini-

ciando assim a ativação da via alternativa. Após a hidrólise, 

forma-se um grupo sulfidrila e outro éster (ABBAS et al., 1991; 

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

A presença de certos agentes como determinados -fungos e 

bactérias, alguns tipos de vírus e helmintos com determinadas ca-

racterísticas, especialmente a ausência de ácido siálico na mem-

brana, são suficientes para ativar a via alternativa, através da 

ligação de uma ou mais moléculas de C3b na sua superfície (VER-

MES, 1989). A membrana da hemácia de coelho possui também esta 

propriedade (PLATTS-MILLS, ISHIZAKA, 1974). 

A via alternativa pode também ser ativada por polissacarí-

deos, 1ipossacarídeos, enzimas tipo tripsina, alguns imunocomple-

xos, o fator de veneno de cobra (CDOPER, 1980), assim como por 

alguns constituintes subcelulares do músculo cardíaco (GLICAS, 

PINCKARD, OLSON, 1979), entre outros. 

C3 é também ativado continuamente em pouca intensidade na 

fase fluída. Isto ocorre através de proteases séricas, moléculas 

nucleofí1icas ou água que atacam a ligação tioester. Quando esta 

ligação é hidrolisada, forma-se C3(H ao) (ABBAS et al., 1991; LAW, 

REID, 1988). 

A molécula de C3(H e0), com uma conformação similar a C3b, 

na presença de íons Mg, interage com o fator B formando 

C3(H S0)B, sobre o qual atua o fator D para formar C3 (H e0) Bb, 

complexo chamado de C3-convertase de iniciação Esta enzima por 

sua vez cliva novas moléculas de C3 em C3a e C3b. A ligação tio-

ester das moléculas de C3b sofre hidrólise, depositando-se sobre 

aceptores da superfície celular das partículas ditas ativadoras 

da via alternativa, como células infectadas por vírus, células 
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tumorais, bactérias gram-negat i vas, -fungos, protozoários (SILVA, 

KIPNIS, 1984). 

Na presença de íons magnésio, C3b pode também se ligar ao 

fator B para formar C3bB. • fator D que circula como enzima ativa 

e não é consumido na reação, atua então na porção B da molécula 

para formar C3bBb, molécula lábil, sendo porém estabilizada pela 

agregação de uma molécula de Properdina (P). A enzima C3bBbP re-

sultante, é denominada de C3 convertase de amplificação da via 

alternativa, clivando a seguir novas moléculas de C3 em C3a e 

C3b, sendo que este último pode ingressar na chamada "alça de am-

plificação", 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 C4b2a3b 

da via clássica, cliva C5 em C5a e C5b. Esta última molécula ini-

cia a formação do CLM (C5b6789) (SILVA, KIPNIS, 1984; WILLIAMS, 

BURKS, STEELE, 1988). 

Complexo lítico de membrana 

G CLM é formado após a ativação de C5, C6, C7, C8 e C9. 

Componente C5 - é uma betaglobulina com p.m. de 190 kD, 

similar a C3 e C4, mas não contendo a ligação tioester.A clivagem 

de C5 pela C5 convertase, tanto da via clássica como alternativa, 

forma C5a e C5b. C5a é uma potente anafi1otoxina além de ser o 

mais importante fator quimiotático derivado do Complemento (BUR-

GER, HAMMER, 1988). 

Os componentes Cé> e C7 são beta-2-globulinas com caracte-

rísticas similares. Ambos estão compostos de cadeias simples, com 
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p. m. aproximado de 125 kD (BURGER, HAMMER, 1988). 

Componente CB - é uma gama-l-globulina com p.m. de 155 kD, 

composta de tris cadeias alfa, beta e gama. A cadeia beta contém 

o sítio de interação com C5b67 (ABBAS et al . , 1991; BURGER, HAM-

MER, 1988). 

Componente C9 - é uma alfa-globulina constituída por uma 

cadeia simples, com p.m. de 79 kD (ABBAS et al., 1991; BURGER, 

HAMMER, 1988). Uma característica importante desta molécula é a 

sua capacidade de -formar polímeros (PQDACK, TSCHOPP, 1982), pro-

priedade que poderia ter um papel importante na -formação do CLM 

(YAMAMOTO, MIGITA, 1983). 

- Formação do complexo lítico de membrana 

Uma vez formadas as C5 convertases, da via clássica ou al-

ternativa, estas atuam sobre as moléculas de C5 clivando-as em 

dois fragmentos, o menor C5a que se dissocia na fase fluída, e o 

maior C5b. A formação de C5b marca o início da via efetora comum 

de ataque á membrana. C5b, fracamente ligado a C3b, liga-se a C6 

para formar o complexo C5b-6 e posteriormente a C7, formando o 

complexo C5b67, dissociando-se de C3b (LAW, REID, 1988). 

0 complexo C5í>7 dispõe de um sitio de ligação metaestável 

para membranas, fosfolipídios ou outras proteínas (BIESECKER, 

1983). Na ausência de substratos apropriados, o complexo C5b67 

sofre uma auto-agregação na fase fluida (BIESECKER, 1983; LAW, 

REID, 1988), perdendo sua potencial atividade citolítica. A liga-

ção de C5b67 á membrana ocorre predominantemente através de inte-

rações iónicas e hidrofóbicas na superfície da membrana (BIESEC-
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KER, 1983). Após a ligação de C8, a molécula de C9 é incorporada 

para -formar o complexo C5b6789 (LAW, REID, 1988). 

0 complexo C5b678 tem a capacidade de causar a lesão de 

membranas celulares (BIESECKER, 1983), no entanto, para -formar um 

complexo altamente citolítico, é necessário que várias moléculas 

de C9 liguem-se ao complexo C5b678 -formando C5b678(9) 0 (ABBAS et 

al . , 1991; LAW, REID,1988). Esta adição de C9 acelera o processo 

lítico consideravelmente (HANSCH, 19B8). 

Está demonstrado que várias moléculas de C9 podem se ligar 

ao complexo C5b678, sendo que o tamanho da lesão na membrana de-

penderá do número de moléculas de C9 ligadas (HANSCH, 1988). A 

ligação de várias moléculas de C9 resultaria da polimerização 

destas envolvendo pontes disul-feto (YAMAMOTO, MIGITA, 1983). 

0 CLM insere-se na membrana alvo, levando a alterações na 

estrutura e -função desta, ocorrendo a saída de material citoplas-

mático de baixo peso molecular, a entrada de H E 0 e sais, levando 

ao' intumescimento celular e conseqüente rompimento das membranas 

por lise osmótica (ABBAS et al., 1991; HANSCH, 1988; VERMES, 

1989). 

0 mecanismo exato da lise celular mediada pelo Complemento 

continua sendo objeto de discussões. Existem duas hipóteses a 

respeito. 

Uma teoria propõe que as superfícies polares dos últimos 

componentes do Complemento venham -formar conjuntamente um canal 

hidro-fílico através da membrana, o chamado doughnut model (MAYER, 

1972). 0 outro modelo propõe que as proteínas do Complemento in-

seridas na membrana causariam uma distorção local da camada -fos-

folipídica da membrana, resultando nos chamados leaky patches 



(ESSER et ai., 1979). 

As divergências entre ambas as teorias deu lugar a uma 

apaixonante discussão entre os defensores de cada uma delas 

(BHAKDI, TRANUM-JENSEN, 1991; ESSER, 1991). 

Independente do mecanismo díe ação, está demonstrado que o 

CLM causa a lesão de vários tipos de membranas celulares (HANSCH, 

1988). 

Existem, tanto no plasma sanguíneo como na membrana celu-

lar, proteínas que regulam e inibem a formação do CLM, protegendo 

principalmente células homólogas da ação lítica de aquele (BHAK-

DI, TRANUM-JENSEN, 1983; LACHMANN, 1991; LAW, REID, 1988) 

Regulação da ativação da cascata de Complemento 

Uma ativação descontrolada do Complemento pode levar à 

formação do CLM no próprio tecido e a uma formação excessiva de 

mediadores da inflamação. Isto normalmente não ocorre porque a 

ativação é regulada por várias proteínas plasmáticas e outras li-

gadas à membrana celular com funções específicas. Além disto, as 

C3 e C5 convertases se dissociam rapidamente e C4b, C3b e C5b7 

manifestam uma capacidade apenas transitória para a ligação à su-

perfície alvo apropriada. 

Então, o Complemento de dada espécie é relativamente ine-

ficiente para causar a lise de células autólogas. 

Graças a estes mecanismos de regulação existe um delicado 

equilíbrio entre a ativação e a inibição da cascata de Complemen-

to, o que previne a lesão de células e tecidos próprios, mas per— 

mite a destruição efetiva de organismos estranhos (ABBAS et al., 
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1991I LACHMANN, 1991, LAW, REID, 1988). 

As tabelas E e 3 mostram algumas propriedades das proteí-

nas reguladoras. 
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TABELA 2 - PROTEÍNAS SOLÚVEIS QUE REGULAM A ATIUAÇSü DO SISTEHA DE COMPLEMENTO 

PROTEÍNA PESO 
HOLECULAR 

(kD) 

CONCETRAÇSü INTERAÇSO 
SÉRICA ESPECÍFICA 
(ug/sl) CQH: 

FUHÇSQ 

Inibidor de Ci 
ÍINH Cl) 

Proteína de 
associação a 
C4 (C4bp) 

110 

500 

200 

250 

Clr, Cls 

C4b 

- Forsa us cosplexo equimolar covalente cos Clr e Cls, 
inibindo a atividade enHiraática destes 

- Liga-se a Cl inativo e previne a sua ativação espontânea 

- Liga-se a C4b, inibindo cospetitivaiente a ligação deste 
a C2a 

- Atua coao colator do Fator I na divagea de C4b 
- Acelera a dissociação de C3 convertase da via clássica 

Fator H 150 480 . C3b - Acelera a dissociação de C3 convertase da via alternativa 
(C3bBb) por dissociação de Bb 

- Atua coso cofator do Fator I na divageu de C3b 
- Inibe cospetitivauente a ligação do fator B a C3b 

Fator I 88 35 C4b, C3b - Cliva C4b e C3b, tendo C4bp, Fator H, CRi e PCH coso co-
fatores 

Inativador de 
anaíilotoxina 

310 35 C3a, C4a, C5a - Inativa C3a, C4a e C5a, clivando a arginina C-terainal 

Proteína S 
(vitronectina) 

83 505 C5b-7 - Liga-se ao coaplexo C5b-7 no seu sítio de ligação à aei-
brana, previnindo a inserção do CLH à aerabrana 

SP 40,40 80 50 C5b-9 - Modula a forsiação do CLH 

Properdina 220 20 C3bBb - Estabiliza a convertase da via alternativa 

kü = kilodaltons 
CLH = cooplexo lítico de nesbrana 
CRi = receptor de complemento tipo i 
PCH = proteína cofatora de seubrana 

Tabela construída cos base nos dados obtidos de ABBAS e cols., 1991; LAtí, REID, 1988; 
UHANUE, BEHACERRAF, 1986; VERMES, 1939. 



TABELA 3 - PROTEÍNAS OA MEMBRANA CELULAR QUE REGULAM A ATIVAÇSO DO SISTEHA BE COMPLEMENTO 

PROTEÍNA PESO OISTRIBUIÇSO INTERAÇSO 
MOLECULAR CELULAR ESPECÍFICA 

(kO) COM: 
FUNÇSO 

Receptor de 
coaplesento 
tipo i 
(CRi) 

Proteína 
cofatora de 
seabrana (HCP) 

190-280 E, B, G, H, L 
aiócito * 

C3b, C4b, iC3b 

45-70 B, T, N, H C3b, C4b 
células endoteliais 
células epiteliais 
fibroblastos 
aiócito * 

Acelera a dissociação de C3 e C5 convertase da 
via clássica e alternativa 
Atua coso cofator do Fator I na clivages de C3b 
e C4b 
F'rosove a elisinação de iaunocosplexos da 
circulação 

Atua coso cofator do Fator I na clivages de C3b 
e C4b 

Fator 
acelerador da 
dissociação (BAF) 

70 E, L, P C4b2a, C3bBb - Acelera a dissociação das C3 convertases 
aiócito * - Previne a associação de C3b cos Fator B s de 

C4b coa C2 

Fator de 
restrição 
hoEÓlogo (HRF) 
(C8bp) 

Inibidor de 
seabrana da 
lise reativa 
(HIRL) (CD59) 
(Protectina) 

65 

18 

E, L, H, H, P 
aiócito #* 

C8, C9 

E, L, h, N, P C7, C8 
aiócito ** 

Interfere na ligação de C8 e C9 previnindo a 
forsação do CLH ea células Koaólogas 

Bloqueia a ligação de C7 e C8 ao complexo C5b-6 

kO = kilodaltons 
E = eritrócitos 
B = linfócitos B 
6 = granulócitos 
H = Bionócitos 
L = leucócitos 
T = linfócitos T 
N = neutrófilos 
P = plaquetas 
CLH = complexo lítico de seabrana 
* fraca expressão 
** forte expressão 

Tabela construída coa base nos dados obtidos de ABBAS e cols., Í99Í; LACHHANN, Í99Í; LAÜ, REID, Í988; 
VAKEVA, LALIRILA, HERI, 1992; VERMES, 1989. 
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Receptores de membrana para o Complemento 

Para o Complemento cumprir sua -função é necessária a inte-

ração com diversos receptores expressos na membrana de vários ti-

pos de células. Estes podem ser classi-ficados em três categorias 

-funcionais (ABBAS et al . , 1991): 

- receptores para -fragmentos de C3, que se ligam à membra-

na celular; 

- receptores para as ana-f i lotoxinas C3a e C5a, que mediam 

os efeitos inflamatórios do Complemento; 

- receptores que regulam a cascata de Complemento, ligan-

do-se a componentes específicos deste, inibindo suas 

funções. 

A tabela 4 mostra algumas propriedades dos mesmos. 



DISTRIBUIÇÃO 
CELULAR FUMÇSO 

TABELA 4 - RECEPTORES DE HEHBRANA PARA O COMPLEMENTO 

PROTEÍNA . PESO INTERAÇÃO 
MOLECULAR ESPECÍFICA 

(kO) COH: 

Receptor 190-280 C3b, C4b, iC3b E 
tipo i 
(CRI) 

Receptor Í45 iC3b, C3dg, 
tipo 2 C3d, C3b, 
(CR2) VEB 

Receptor 260 iC3b 
tipo 3 
(CR3) 

Receptor 145 iC3b 
tipo 4 
(CR4) 

Receptor 
para C3a/C4a ? C3a, C4a 

Receptor 
para C5a 45 C5a, 

C5a des Arg 

- Promove a eliminação de imunocosiplexos da circulação 
- Acelera a dissociação de C3 e C5 convertases de 

ambas as vias 

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

- Incrementa a fagocitose mediada pelo receptor Fc 
- Intervém na fagocitose independente do receptor Fc 

- Regulação das funções de lifócitos B 

- Receptor para VEB 

- Incrementa a fagocitose mediada pelo receptor Fc 
- Intervém na fagocitose independente do receptor Fc 

- Ligação de anafilotoxinas C3a, C4a 
- Liberação de histamina e outros mediadores da 

inflamação 
- Contração (independents de histamina ?) 

Intermedia a ligação de isunocomplexos a células 
fagocitárias 

miócito 

H, H, a 

e 
B 
T 

B 

N, H, P 

B, mastócitos 

células do 
Biisculo liso 

H, N, a - Participa da adesao, quimiotaxia e fagocitose 

Biisculo liso 

- Ligação de anafilotoxina C5a 
B, mastócitos - Liberação de histamina e outros aediadores 
Células endoteliais - Increeento da permeabilidade vascular 
N, H, a, P - Promove a quimiotaxia 

Receptor Ciq 65 Ciq B, H, P, a 
Células endoteliais 

kB = kilodaltons T 
E = eritrócitos N 
B = linfócitos B P 
G = granulócitos a 
H = monócitos e 
L = leucócitos 
VEB = vírus Epstein-Barr 

Tabela construída coa base nos dados obtidos 
LAU, REID, 1988; VAKEVA, Í992; VERMES, 1989. 

linfócitos T 
neutrófilos 
plaquetas 
macrófagos 
eosinófilos 

de ABBAS e cols., 1991; BIERICH, 1988; 
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IMPLICAÇÃO DO PROCESSO INFLAMATÓRIO NA PATOGêNESE DA LESÃO 

TECIDUAL ISQUÊMICA E DE REPERFUSÃO MIOCÁRDICA 

Os mecanismos pelos quais ocorre lesão tecidual após IAM 

não estão bem definidos (Mc MANUS et al . , 1983; VASUDA et al . , 

1990). 

A implicação do processo inflamatório como um dos mecanis-

mos etiopatoginicos da lesão tecidual isquimica e de reperfusão é 

sugerida em trabalhos recentes (HILL, WARD, 1971; PINCKARD et 

al . , 1975; PINCKARD et al.. 1980; REYES et al., 1984; SEMB, 

1990; YASUDA et al., 1990). 

Os fenômenos inflamatórios implicados na patoginese da le-

são tecidual isquimica e de reperfusão são, entre outros: 

- agregação e ativação de plaquetas (HIRSCH, 1987; NIDORF 

et al., 1989) ; 

- ativação 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., 1990; YASU-

DA et al., 1990); 

- infiltração e acúmulo de polimorfonucleares neutrófilos 

(ENGLER et al., 1986; JACOB, HAMMERSCHMIDT, 1981; MULLA-

NE et al., 1984); 

- liberação pelos neutrófilos de radicais livres de oxigê-

nio, enzimas proteolíticas, metabólitos do ácido araqui-

dônico, como o tromboxano e leucotrienos (BURRELL, BLA-

KE, 1989; CRAWF0RD et al., 1988; MARTIN et al., 1988; 

MEHTA et al., 1989). 



24 

Evidências da ativação do Sistema de Complemento na isquemia 

miocárdi ca 

- Deposição de componentes e produtos da ativação do Sistema de 

Complemento na área isquêmica 

Estudos recentes em modelos experimentais sugerem que a 

isquemia aguda de miocárdio está associada com a ativação do Sis-

tema de Complemento. Assim, vários trabalhos têm demonstrado a 

deposição de componentes e produtos da ativação do SC na área is-

quêmica. 

PINCKARD e cols. (1980), em modelo experimental em maca-

cos, demonstraram a localização uniforme de C3 nas áreas infarta-

das, sendo que nas áreas normais não -foi detectada a presença do 

mesmo. Um outro grupo de animais foi submetido previamente à de-

pleção de Complemento com o fator de veneno de cobra. Nestes não 

foi detectada a presença de C3 em nenhuma área, inclusive na in-

fartada. Segundo os autores, a deposição de C3 em áreas infarta-

das inicia-se 4 horas após a ligação da artéria coronária. 

Em 1983, este mesmo grupo de pesquisadores (McMANUS et 

al . , 1983) confirmou os resultados anteriores, demonstrando além 

disso a localização extensa de C4 e C5 na maioria das fibras mio-

cárdicas infartadas, em material obtido 24 horas após a ligação 

da artéria coronária, não ocorrendo isto em tecido normal. Segun-

do os autores, tais achados sugerem uma ativação in si tu do Sis-

tema Complemento como conseqüência da isquemia miocárdica. 

ROSSEN e cols. (1985) demonstraram o acúmulo significativo 
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de Ciq marcado com ^ » i no miocárdio isquêmico de cães, após 45 

minutos ou mais da oclusão da artéria coronária circunflexa, sen-

do que este acúmulo de Ciq persistia após a reperfusão coronária. 

Foi também detectado o acúmulo nestas áreas, de neutrófi-

los marcados com **<;,mTc. 

Já em Í986, SCHAFER e cols. (Í986), mediante o uso de an-

ticorpos poli e monoclonais, mostraram a existência de depósitos 

do complexo C5b9 em células miocárdicas localizadas na zona de 

infarto em material de autópsia derivado de pacientes com IAM. 

- Mecanismos de ativação do Sistema de Complemento na isquemia 

miocárdi ca 

Um outro tipo de análise, realizada com o intuito de de-

monstrar a implicação da ativação do SC na gênese da lesão teci-

dual durante a isquemia miocárdica, é o referente aos possíveis 

mecanismos de ativação deste. 

Os primeiros estudos realizados por HILL e WARD (i97i), 

demonstraram que a incubação de homogeneizados de músculo cardía-

co de camundongo com soros de camundongo gera uma atividade qui-

miotática. Os autores sugerem que C3 seria clivado por uma prote-

ase tecidual presente no miocárdio de camundongo liberada após a 

ocorrência do infarto, e que os produtos desta clivagem, com ati-

vidade quimiotática, levariam a um acúmulo de neutrófilos na área 

infartada, já que a depleção de C3 com o fator de veneno de cobra 

reduzia significativamente a infiltração de polimorfonucleares. 

Posteriormente, PINCKARD e cols. (Í973), demonstraram ha-

ver uma ativação do Sistema Complemento independente do complexo 
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antigeno-anticorpo, sugerindo que a interação de Ciq com membra-

nas cardíacas intracelulares, principalmente mitocondriais, leva-

ria à ativação daquele. 

Estes mesmos autores em 1975 (PINCKARD et al., 1975), con-

firmaram estes resultados e demonstraram que em pacientes após 

IAM havia um consumo de Complemento nas primeiras 72 horas, suge-

rindo que a necrose celular miocárdica leva a uma liberação de 

constituintes de membranas intracelulares, capazes de ativar o 

SC. 

Em 1979, este mesmo grupo de pesquisadores (GLICAS, PINC-

KARD, OLSQN, 1979) estudou os mecanismos de ativação da cascata 

de Complemento por membranas mitocondriais, mostrando que ambas 

as vias de ativação da cascata estão envolvidas, já que o blo-

queio seletivo de cada uma delas não evita a ativação do Comple-

mento, medida pela depleção de C3. 

RQSSEN e cols. (1988), em modelo experimental, confirmaram 

que constituintes de mitocôndrias cardíacas ligados a Clq podem 

ativar a cascata de Complemento. Os constituintes intracelulares 

capazes de ativar a cascata seriam liberados como conseqüência da 

isquemia miocárdica. 

Evidências da ativação do Sistema de Complemento em pacientes com 

infarto agudo de miocárdio 

Vários trabalhos (LANGLOIS, GAWRYL, 1988; PINCKARD et al., 

1975; YASUDA et al., 1990) têm demonstrado a ativação do Comple-

mento em pacientes com IAM. 

PINCKARD e cols. (1975) demonstraram pela primeira vez ha-
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ver uma queda dos níveis séricos de alguns componentes do Comple-

mento em pacientes imediatamente após a ocorrência de IAM. Os au-

tores detectaram uma queda nos níveis de Ci, C4 e C3 em 6 pacien-

tes com IAM estudados, sendo que a queda máxima de Cl, C4 e C3 

ocorria na maioria dos pacientes dentro das primeiras 24 horas, 

retornando a seus valores normais ao 3g dia de hospitalização; 

houve também uma queda não significativa de C6 e do Complemento 

hemolítico total (CH50) nos 6 pacientes estudados. 0 grupo con-

trole, composto por pacientes com dor precordial mas sem evidên-

cias de IAM, mostrou alterações não significativas dos níveis Cl, 

C4, C3 e CH50. 

LANGLOIS e GAWRYL (1988) quantificaram os seguintes pro-

dutos da ativação do Complemento em 41 pacientes após IAM: o com-

plexo terminal de complemento (CTC), o complexo inibidor CirCls-

Cl, o complexo C3bBbP, C3a des-Arg e C5a des-Arg formados após a 

ativação da via clássica e alternativa, além de determinar o 

CH50. 

Os resultados mostram que dentro das primeiras 16 horas após 

diagnóstico do IAM ou da admissão hospitalar, houve um aumento em 

32 vezes do complexo terminal do complemento, assim como um au-

mento em 8 vezes do complexo inibidor ClrCis-Ci. Já os valores do 

complexo C3bBbP, de C3a des-Arg e C5a des-Arg estavam aumentados 

em 2 vezes. 

No entanto, os pacientes com insuficiência cardíaca con-

gestiva de outra etiologia e pacientes submetidos a revasculari-

zação miocárdica sem infarto prévio, mostravam apenas mínimas al-

terações nas concentrações plasmáticas destes produtos da ativa-

ção do Complemento. Os pacientes com IAM mostraram também uma di-
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minüicão do CH50 

Dois dados adicionais deste trabalho são dignos de mencio-

nar : 

0 primeiro é que os autores demonstraram uma correlação 

dos níveis do complexo terminal do complemento, do complexo ini-

bidor CirCis-Ci e de C3a des-Arg com a classificação -funcional de 

KILLIP e KIMBALL (KILLIP, KIMBALL, 1967), havendo um aumento sig-

nificativo nas concentrações destes em pacientes com classe IV, 

comparados com pacientes da classe I, mostrando uma possível re-

lação das manifestações hemodinimicas subseqüentes ao IAM com o 

grau de ativação da cascata de Complemento. 

Um segundo dado importante é a elevação dos níveis destes 

produtos da ativação do Complemento, em 5 pacientes com reinfarto 

do miocárdio. 

YASUDA e cols. (1989) analisaram o comportamento dos se-

guintes componentes do Complemento em pacientes após IAM: C4, C3, 

C3á e os títulos do complemento hemolítico total (CH50) num perí-

odo de 1 a 10 dias após a ocorrência do infarto. 

Os níveis de C3a encontravam-se claramente elevados em to-

dos os pacientes, comparados com controles normais, do lg ao 10q 

dia, sendo que os níveis do 5q ao 10q dia eram significativãmente 

maiores aos níveis do lo e EQ dia. Já os níveis de C3 eram signi-

ficativamente maiores aos níveis do grupo controle nos dias 8o, 

9g e 10Q. NO entanto, os níveis de C4 neste grupo de pacientes 

encontravam-se significativamente aumentados em comparação com o 

grupo controle, já no lg dia, sofrendo um aumento constante até o 

10q dia; os níveis eram significativamente maiores a partir do 8q 

dia, comparados com os do lg e EQ dia. 
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O titulo do CH50, rio ig e EQ dia manteve-se dentro dos va-

lores normais, já no 5o dia em diante houve um aumento significa-

tivo deste, comparado com os valores do grupo controle assim como 

com os do ig e 2Q dia. 

Os autores en-fatizam a dificuldade de detectar alterações 

do Sistema de Complemento após a ocorrência do IAM através da 

avaliação dos níveis de C3, C4 e CH50, já que estes refletem tan-

to uma síntese como uma degradação constante, sendo que níveis 

elevados de C3, C4 e CH50 indicam uma maior síntese destes compo-

nentes somente se esta excede à degradação simultânea conseqüente 

à ativação do Complemento. 

Em Í990, este mesmo grupo de autores, juntamente com HOLB 

e TAMERIUS (YASUDA et al., Í990) analisaram o comportamento dos 

níveis de alguns produtos da ativação do Sistema Complemento em 

pacientes com IAM, angina instável e angina estável, comparados 

com controles normais. Foram quantificados: C4d, C3d, iC3b, Ba, 

Bb e SC5b-9. Nos pacientes com angina estável e angina instável a 

análise foi realizada no io dia da admissão, no entanto . nos pa-

cientes com IAM, a análise foi feita no 5o dia após a admissão. 

C3d, C4d, iC3b, Ba, Bb e SC5b-9 foram dosados pelo método de ELI-

SA e o fator C3a pelo método de radioimunoensaio. 

Os resultados mostram que os níveis de C3d eram significa-

tivamente maiores em pacientes com IAM e angina instável compara-

dos com controles normais, sendo que nos pacientes com IAM os ní-

veis de C3d eram também significativamente maiores comparados com 

os níveis dos pacientes com angina estável e angina inestável. Os 

níveis plasmáticos de iC3b e C3a mostraram um comportamento simi-

lar aos descritos para C3d. 
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Nos pacientes com IAM, os níveis séricos de C4d eram sig-

nificativamente maiores comparados com os controles normais, o 

mesmo acontecendo com os níveis de Bb, Ba e de SC5b-9. 

Os autores demonstraram também uma correlação direta dos 

níveis plasmáticos de SC5b-9 com o pico máximo de CPK e uma rela-

ção inversa com a -fração de ejeção em pacientes com IAM; os ní-

veis plasmáticos de SC5b-9 nos pacientes com insuficiência cardí-

aca congestiva eram significativamente maiores comparados com os 

níveis em pacientes sem insuficiência cardíaca congestiva após 

IAM. 

Com estes resultados os autores demonstram haver uma ati-

vação do Sistema de Complemento no IAM através das duas vias: a 

clássica e a alternativa, além de mostrar uma associação entre 

esta ativação e o grau de lesão isquêmica. 

Recentemente, FRANGI e cols.(1992) mostram que a terapia 

fibrinolítica com estreptoquinase em pacientes com IAM, leva a 

uma ativação do Complemento. Houve uma elevação importante de C3a 

des-Arg, C4a des-Arg e do complexo C5b9, 30 minutos após a infu-

são da estreptoquinase. 

Em alguns estudos não foi comprovada a ativação da cascata 

de Complemento a nível sistêmico em pacientes com IAM ou o com 

episódios transitórios de isquemia. Assim MOLLNES e cols. (1988) 

quantificaram os níveis plasmáticos de C3, C4, dos produtos da 

ativação de C3 e do complexo SC5b-9 no lo, 2Q, 3Q e 6Q dia em pa-

cientes com infarto não complicado. 

Os resultados mostram níveis de C3 e C4 similares ao do 

grupo controle. Os níveis dos produtos da ativação de C3 e do 

complexo SC5b-9 eram maiores aos do grupo controle, não atingindo 
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no entanto uma diferença significativa. Os autores concluem que o 

IAM não complicado não está associado com uma ativação sistêmica 

do Complemento, sugerindo a ocorrência de uma ativação local, a 

qual pode ser detectada na circulação coronária, considerando-se 

os resultados obtidos em outros trabalhos. 

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

que a indução de breves periodos de isquemia reversível por esti-

mulação atrial em pacientes com angina estável, não está associa-

da com uma ativação sistêmica da cascata de Complemento. Foram 

quantificados os níveis plasmáticos de C5a, C3a e do complexo 

C5b-9. 

Os resultados obtidos nos trabalhos citados, sugerem que o 

grau de isquemia e necrose determinaria o grau de ativação do 

Sistema Complemento, sendo esta maior, e por conseguinte detectá-

vel na circulação periférica, quando o grau de isquemia ou necro-

se fosse maior. Já no caso de quadros isquêmicos mais leves, esta 

ativação seria detectável unicamente na circulação coronária. 

Implicação dos polimorfonucleares-neutrófilos na patogênese da 

lesão isquêmica e de reperfusão 

Estudos experimentais mostram a implicação de uma resposta 

inflamatória mediada pelos polimorfonucleares neutrófilos na pa-

togênese da lesão isquêmica (CRAWFORD et al. , 1988), e de repei— 

fusão (MULLANE et al., 1984). 

A infiltração dos neutrófilos é um processo ativo estimu-

lado por fatores quimiotáticos, entre outros, os produtos da ati-

vação do Sistema Complemento, como C5a (ABBAS et al., 1991; LAW, 
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REID, 1988; TILL, 1988), C3a (LAW, REID, 1988; TILL, 1988) e 

C5b67 (HORST, 1986), o leucotrieno B4 (LtB4) < GOETZL, PICKETT, 

1981) e o -fator de transferência (BQARETTI , 1977; MENDES et al . , 

1978). 

Os mecanismos pelos quais os polimorfonucleares-neutrófi-

los teriam um efeito deletério sobre o tecido isquêmico são: o 

acúmulo destes na área isquêmica, a liberação de radicais livres 

de oxigênio <RLO E), enzimas proteolíticas e metabólitos do ácido 

araqui dôni co. 

- Infiltração e acúmulo de polimorfonucleares-neutrófilos na área 

isquêmi ca 

0 acúmulo de polimorfonucleares (PMNs) na área isquêmica 

causaria um aumento da resistência regional, uma redução do fluxo 

durante a isquemia, e o chamado no-re-flo w phenomenom} este con-

siste na obstrução mecânica de capilares pelos leucócitos o que 

teria como conseqüência o aumento da resistência regional e a re-

dução do fluxo durante a reperfusão miocárdica (ENGLER, SCHMID-

SCHONBEIN, PAVELEC, 1983; ENGLER et al., 1986). 

KATORI e cols. (1989) sugerem que o acúmulo de polimorfo-

nucleares nas primeiras 12 horas de IAM é causado pelo leucotrie-

no B4 (LtB4), já o acúmulo posterior seria causado por fatores 

quimiotáticos derivados da ativação do Complemento. Outros fato-

res quimiotáticos estariam também implicados. 



33 

- Liberação de radicais livres de oxigênio pelos polimorfonuclea-

res-neutrófilos 

•s PMNs ativados têm a capacidade sintetizar e liberar os 

chamados radicais livres de oxigênio (RLO E), (BABIOR, KIPNES, 

CURNUTE, 1973), através da ativação da NADPH oxidase (COHEN, 

1989). São estes o radical hidroxila (.OH), radical superóxido 

(.0 e"), o peróxido de hidrogênio ( H s 0 e ) e o oxigênio singular 

( l 0 s ) (ZARCO, 1989). C5a provoca a liberação de R L O E pelos PMNs 

(BABIOR, 1978) 

Os R L O e estão implicados na patogênese da lesão isquêmica 

e de reperfusão ( B U R R E L L , B L A K E , 1989; L A R N E R , C O N W A Y , 1989; S O U -

T H O R N , P O W I S , 1988; W E R N S , S H E A , L U C C H E S I , 1986) embora alguns 

autores coloquem em dúvida este aspecto ( P R Z Y K L E N K , K L O N E R , 

1989) . 

Um estudo recente sugere que a liberação de R L O e pelos 

PMNs ativados possa ser uma das causas da recuperação incompleta 

da -função ventricular ou da disfunção da mesma após circulação 

extracorpórea (PRASAD et al., 1992). 

Além dos PMNs (BURRELL, BLAKE, 1989; ENGLER, 1989), outras 

prováveis fontes de R L O s seriam a cadeia mitocondrial de trans-

porte de elétrons, a degradação de catecolaminas, a ação da xan-

tina oxidase sobre metabólitos purínicos, entre outros (FORMAN, 

VIRMANI, PUETT, 1990; LARNER, CONWAY, 1989). A importância de 

cada uma destas fontes seria espécie-especifica (KLONER, PRZY-

KLENK, WHITTAKER, 1989). 

Há também evidências de que os R L 0 e seriam causadores da 
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lesão do endotélio vascular, revisado por WARREN e WARD (1986) 

Os R L O e causam a lesão celular através da peroxidação de 

lipídios da membrana celular causando um dano estrutural e fun-

cional da mesma; da degradação de proteínas, além de causar alte-

rações na síntese de colágeno ( B U R R E L L , B L A K E , 1989; W E R N S , 

S H E A , L U C C H E S I, 1986).Os R L O S poderiam também causar a oxidação 

de proteínas específicas da contração, com o conseqüente efeito 

deletério (ENGLER, 1991). 

Há também evidências que a liberação pelo endotélio do fa-

tor relaxante dependente do endotélio (FRDE), pode ser inibida 

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

- Liberação de enzimas proteolíticas pelos polimorfonucleares-

neutróf ilos 

É sabido que os polimorfonucleares ativados por fragmentos 

de Complemento, entre outros, liberam várias enzimas como aã pro-

teases neutras do tipo colagenase, elastase, catexina-G, as mie-

loperoxidases, a lisosima e hidrolases ácidas. Algumas destas en-

zimas, principalmente as proteases neutras, são capazes de atacar 

o tecido hospedeiro (WEISSMAN, SMOLEN, HORCHAK, 1980). 

Diversos autores sugerem ser este um outro mecanismo da 

ação deletéria dos PMNs na lesão isquêmica (ENGLER, COVELL, 1987; 

JOLLY et al., 1986; LITT et al., 1989; MULLANE et al., 1984), 

sendo que MEHTA e cols. (1989), demonstraram haver um incrementa 

importante na liberação de elastase pelos neutrófilos em pacien-

tes com angina inestável e IAM. 
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- Liberação de tromboxano e leucotrienos pelos pol imor-fonuclea-

res-neutró-f i los 

Trabalhos experimentais tem mostrado a liberação de trom-

boxano (GOLDSTEIN et al., 1778) assim como de leucotrienos (AEH-

RINGHAUS et al., 1982; BORGAERT, citado em GOETZL, PICKETT, 1981) 

pelos pol imor-fonucleares ativados. 

Estudos experimentais tem demonstrado os leucotrienos se-

rem potentes constritores de vasos coronários (EZRA et al., 

1983). Já o tromboxano tem uma conhecida ação vasoconstritora e 

pró-agregante plaquetária (GRYGLEWSKI, 1981). 

Alguns trabalhos clínicos têm mostrado haver uma ativação 

dos PMNs no IAM, assim como na angina inestável (BELL et al., 

1990; MEHTA et al., 1989; NASH et al., 1989). 

Interação do Sistema de Complemento com as plaquetas 

Sabe-se também da interação do SC e as plaquetas. Assim, a 

agregação plaquetária, a liberação por estas de substâncias vaso-

ativas, e a atividade pró-coagulante das mesmas são potencializa-

dos por produtos da ativação do Complemento, assunto revisado re-

centemente por SIMS e WIEDMER (1991). 
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APLICAÇÃO DOS NITRATOS ORGÂNICOS NO TRATAMENTO DA DOENÇA 

ISQUÊMICA MIOCÁRDICA 

O uso dos nitratos no tratamento da doença isquêmica mio-

cárdica estende-se por mais de cem anos. Em 1847, o trinitrato de 

glicerila é sintetizado por SOMBRERO. Em 1859, o nitrito de amilo 

é descoberto e utilizado por GUTHRIE. Em 1867, BRUNTON publica os 

primeiros artigos sobre a ação do trinitrato de glicerila e o ni-

trito de amilo. Em 1879, numa série de artigos publicados no LAN-

CET, William Murrel afirmava que o trinitrato de glicerila tem um 

valor terapêutico no tratamento da angina pectoris . PORJé na Sué-

cia, em 1946, e HARRIS nos Estados Unidos, em 1950, demonstram o 

e-feito bené-fico do uso do dinitrato de isossorbida (AHLNER et 

al., 1991; BERLIN, 1987; FYE, 1986). 

Posteriormente, outros nitratos -foram sintetizados, in-

cluindo o mononitrato-5 de isossorbida e o tetranitrato de penta-

eritritol. A molécula de todos estes -fármacos contêm na sua es-

trutura uma ou mais ligações éster-ni trato (R-0-N0 e) (fig. 2). 

Este grupo químico proporciona a estes compostos uma 

propriedade biológica única, a vasodilatação (AHLNER et al., 

1991) . 

Mecanismos de ação dos nitratos orgânicos 

Os efeitos -farmacológicos dos nitratos sobre a musculatura 

lisa vascular assim como o provável e-feito sobre as plaquetas são 

objeto de intensos estudos. 
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FIGURA 2- ESTRUTURA QUÍMICA DOS PRINCIPAIS NITRATOS ORGaNICOS 
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Foram propostos vários mecanismos para explicar o efeito 

vasodilatador dos nitratos, assunto revisado por AHLNER e AXELS-

SON (1987), entre eles: 

- inibição da atividade da ATPase nas artérias; 

- interação com um receptor específico no músculo liso 

vascular ; 

- hiperpolarização da membrana celular; 

- estimulação da liberação de prostaglandinas vasoativas, 

como por exemplo a prostaciclina 

Atualmente considera-se que estes compostos são na reali-

dade pró-drogas, as quais liberam o óxido nítrico (NO) o qual por 

sua vez leva a um aumento dos níveis de 3',5'-monofosfato de gua-

nosina (GMPcíclico) intracelular através da estimulação da guani-

lato cíclase solúvel (AHLNER et al., 1991). 

Não é conhecido o mecanismo exato através do qual os ni-

tratos orgânicos causam o relaxamento do músculo liso vascular, é 

sugerido que este incremento de GMPc teria como conseqüência a 

ativação de processos intracelulares, como a redução da concen-

tração de cálcio livre citosólico, alterações na fosforilação de 

proteínas contráteis, levando assim ao relaxamento do músculo li-

so vascular (AHLNER, AXELSSON, 1987; AHLNER et al., 1991). 

0 possível efeito antiagregante plaquetário dos nitratos 

seria conseqüência do incremento dos níveis de GMP cíclico intra-

plaquetário, produto da ativação pelo óxido nítrico (NO) da gua-

nilato ciclase intraplaquetária (GERZER et al., 1989; MELLION et 

al . , 1981). 
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Biotransformação dos nitratos orgânicos 

0 metabolismo dos nitratos ocorre no espaço intracelular, 

seja no hepatócito, na hemácia ou parede vascular, entre outros, 

assunto revisado por AHLNER e cols. (1991); mas também no plasma 

sanguíneo, sendo este um processo muito mais lento do que o in-

tracelular (ARMSTRONG et al., 1980; COSSUM, ROBERTS, 1985; FUNG, 

1987; TAYLOR, JOANNIDES, PARKE, 1989). 

Propriedades -Farmacológicas dos 

Estas propriedades estão 

tador dos nitratos assim como a 

rio dos mesmos. 

nitratos orgânicos 

relacionadas ao efeito vasodila-

um provável efeito antiplaquetá-

- Efeito vasodilatador dos nitratos orgânicos 

A aplicação terapêutica dos nitratos na doença isquêmica 

miocárdica está relacionada a esta propriedade vasodilatadora 

(AHLNER et al., 1991). 

Esta vasodilatação dá-se a nível periférico, já que os ni-

tratos causam a dilatação tanto do sistema venoso de capacitân-

cia, levando a uma queda da precarga, como dos vasos arteriais, 

com uma queda da resistência vascular sistêmica que vai acompa-

nhada de uma redução da pressão arterial, e por conseguinte da 

pós-carga. Estes dois efeitos periféricos levam a uma queda do 

consumo de oxigênio pelo miocárdio (AHLNER et al., 1991; AMTORP, 

1987). 
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Os nitratos têm também uma ação sobre a circulação coroná-

ria com um e-feito vasodilatador direto, o que leva a um incremen-

to da oferta de oxigênio para o miocárdio, tanto em coronárias 

normais (DODGE, BROWN, 1984), como também em coronárias com le-

sões estenóticas excêntricas (AMTORP, 1987). 

- E-feito dos nitratos orgânicos sobre a agregação plaquetária 

Nos últimos anos tem-se estudado um possível e-feito inibi-

tório dos nitratos sobre a agregação plaquetária. Esta proprieda-

de poderia contribuir para os e-feitos benéficos dos mesmos no 

tratamento da doença isquêmica miocárdica, dada implicação da 

agregação plaquetária na -f isiopatologia da mesma (HIRSCH, 1987; 

NIDORF et al., 1989). 

Estudos realizados in vitro (AHLNER et al., 1985; DE CATE-

RINA et al., 1984; DE CATERINA et al., 1988; SCHAFER, ALEXANDER, 

HANDIN, 1980) têm demonstrado que os nitratos orgânicos utiliza-

dos em altas concentrações, até 100.000 vezes a concentração te-

rapêutica (AHLNER et al . , 1991) mostram um e-feito inibitório so-

bre a agregação plaquetária. No entanto, como -foi demonstrado num 

trabalho recente, a inibição da agregação plaquetária in vitro 

pode ser obtida com concentrações próximas às terapêuticas (CHIR-

K0V et al., 1992). 

Os estudos realizados in vivo e ex vivo são divergentes. 

FITZGERALD e cols. (1984) obtiveram um efeito inibitório com a 

aplicação de altas doses de trinitrato de glicerila , somente em 

um dos 5 voluntários estudados. Outros autores, usando doses te-

rapêuticas de diversos nitratos demonstram uma atividade antia-
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gregante plaquetária dos mesmos (DE CATERINA et al., 1984; DE CA-

TERINA et al., 1990; DIODATI et al., 1990; GERZER et al . , 1989). 

0 mecanismo do efeito inibitório dos nitratos orgânicos 

sobre a agregação plaquetária é objeto de intensas pesquisas. Al-

guns estudos sugerem que os nitratos estimulariam a síntese de 

P.rostaci c 1 i na, assim como inibiriam a síntese de tromboxano (LE-

VIN et al., 1981). Outros autores não conseguiram demonstrar es-

tes efeitos (FITZGERALD et al., 1984). Outros sugerem que a ati-

vidade antiagregante plaquetária dos nitratos e derivados estaria 

relacionada a um incremento de 3',5'-monofosfato de guanosina 

(GMPc) intraplaquetário (GERZER et al., 1989; MELLION et al., 

1981). 

Aplicações clinicas dos nitratos orgânicos 

Os nitratos têm sua aplicação no tratamento da doença is-

quimica coronária (AHLNER et al., 1991; CORWIN, REIFFEL, 1985; 

MANDECKI, 1987; SHUB, VLIETSTRA, McGOON, 1985; SILBER, 1990; WóJ-

CICHI, 1986), assim como no tratamento da insuficiência cardíaca 

congestiva (AHLNER et al., 1991; DUPUIS et al., 1990). 

Dentro da terapia da doença isquêmica coronária, os nitra-

tos tem seu lugar no tratamento de todos os quadros isquêmicos. 

Assim, vários estudos mostram o efeito benéfico dos nitratos no 

tratamento dos ataques isquêmicos agudos (NVBERG, 1987); da angi-

na estável (BELDER, SCHNEEWEISS, CAMM, 1990; BEYERLE, REINIGER, 

RUD0LPH, 1990; MARANHÃO, 1986; MARTEN, WEISS. HAASE, 1984; RAMI-

RES et al., 199E; 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 (NORDLANDER, 1987; 

PRAZERES DE SÁ, SOARES DA COSTA, RIBEIRO, 1989), da angina ines-

tável (KAPLAN et al., 1983; MIKOLICH et al., 1980; MUNGER, OH, 

1990; NORDLANDER, 1987 ) , e do infarto agudo de miocárdio (BUSS-

MANN et al., 1981a; BUSSMANN, 1981b; BUSSMANN, ROSE, 1984; CHICHE 

et al., 1977; DERRIDA et al., 1978; FLAHERTY et al., 1975; 

FLAHERTY et al., 1976; FLAHERTY, 1987, GUNNAR et al., 1990; JAFFE 

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

ÓXIDO NÍTRICO 

Diversas substâncias que liberam óxido nítrico, assim como 

as possíveis -funções deste, são objeto de intensas pesquisas, 

(MONCADA, 1990; MONCADA, PALMER, HIGGS, 1991). Estudos analisam 

as possíveis fontes do NO no organismo (MONCADA, PALMER, HIGGS, 

1989; PALMER, MONCADA, 1989), assim como as suas possíveis fun-

CC-"s (AMEZCUA et al; 1989; BRUNE, LAPETINA, 1989; FERREIRA, DUAR-

LORENZETTI, 1991; MONCADA, PALMER, HIGGS, 1989; PALMER, FER-

TIGE, MONCADA, 1987; RESS, PALMER, MONCADA, 1989)., inclusive no 

mecanismo de defesa inespecifica (LIEW, COX, 1991). 

Há evidencias da inibição e citoproteção dos polimorfonu-

cleares leucócitos por estimuladores da guanilato e adenilato ci-

c1 ases (KORBUT, TRABKA-JANIK; GRYGLEWSKI, 1989; SCHRODER et al. , 

1990). 
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ANÁLISE DO EFEITO ANTICOMPLEMENTAR DE DETERMINADA SUBSTSNCIA 

Uma determinada substância pode ter sobre a cascata de 

Complemento uma ação inibitória, bloqueando a qualquer nível o 

processo de ativação da mesma, ou pelo contrário, uma ação pró-

complementar ativando a cascata, seja pela via clássica ou alter-

nativa . 

Uma substância com atividade inibitória, bloqueia a ativa-

ção da cascata de Complemento causada por um determinado ativa-

dor, podendo ser analisada a quantidade de moléculas restantes 

que não -foram consumidas, assim como a quantidade de produtos de 

degradação -formados até o inibidor causar seu e-feito. 

Já uma substância pró-complementar leva ao consumo de uma 

determinada quantidade dos componentes do Complemento num detei— 

minado período de tempo, com uma conseqüente -formação de diversos 

produtos de clivagem dos mesmos. 

Então, a análise do e-feito de determinada substância so-

bre a cascata de Complemento pode ser -feita de duas maneiras: 

a) através da quanti-f i cação tanto dos níveis restantes dos dife-

rentes componentes do Complemento, assim como dos distintos 

•fragmentos resultantes da clivagem dos componentes iniciais. 

A quantificação das diferentes moléculas é feita com o uso 

de anticorpos monoclonais através dos seguintes métodos: 

- técnicas imuno-químicas, como por exemplo a imuno-eletrofo-

rese quantitativa em "foguete" (BOURKE, MOSS, MAINI, 1982; 

MILGROM et al., 1980; NITSCHE et al., 1981); 

- ensaio imunoenzimático (ELISA) e radioimunoensaio (VAZ, 

1989); 
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- nefelometria (RUDDY , 1985) 

Estes ensaios não fornecem i n-F ormâções a respeito do esta-

do -funcional do Complemento. 

b) através da análise do efeito da substancia em estudo, sobre 

uma das várias atividades biológicas do Complemento, como por 

exemplo a fagocitose, quimiotaxia, ou lise celular. A análise 

desta última examina a capacidade lítica do Complemento sobre 

hemácias, podendo ser avaliado o sistema como um todo, ou cada 

um dos seus componentes. 

Dois tipos de métodos são utilizados para a avaliação da 

atividade lítica do Complemento (BARBOSA, 1983; FERRIANI, 1988): 

- o método estático, que é uma análise de ponto final, o qual 

determina a quantidade de soro necessária para causar a lise 

de 50% das hemácias de uma suspensão destas. Diferentes di-

luições de Complemento são incubadas com o sistema indicador 

de hemólise por um determinado tempo, após o qual é determi-

nada a quantidade de hemólise obtida com cada diluição em 

estudo. 

- o método cinético, onde é medido o tempo necessário para que 

uma quantidade fixa de Complemento cause a lise de uma de-

terminada quantidade de hemácias. 

Podem ser avaliadas ambas as vias de ativação do Sistema 

de Complemento: a via clássica, utilizando-se como sistema indi-

cador de hemólise hemácias de carneiro sensibilizadas com anti-

corpo. {hemolisina), suspensas em tampões que contenham íons cál-

cio e magnésio, o anticorpo ligado à hemácia ativa a via clássica 

do Complemento (MARGNI, 1982); a via alternativa, utilizando-se 

como sistema indicador de hemólise hemácias de coelho não sensi-
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bilizadas, com uma conhecida propriedade de ativação da via al-

ternativa (PLATTS-MILLS, ISHIZAKA, 1974). e tampões quelantes de 

cálcio, a -fim de bloquear a ativação da via clássica, acrescidos 

de magnésio. 

0 método cinético tem uma reprodutibilidade similar ao es-

tático, tendo sobre estes algumas vantagens como a sua simplici-

dade e maior rapidez de execução (BARBDSA, 1983). 

No presente estudo aplicou-se o método cinético, através 

do qual é medida a atividade lítica do Complemento, após intera-

ção deste com a substância em estudo, determinando-se o tempo ne-

cessário para ocorrer a lise de 50% de hemácias (Tl/E). Correla-

ciona-se este tempo (Tl/E) com a quantidade de Complemento res-

tante, -funcionalmente ativo, após a interação com a substância em 

estudo. 

Este método -foi utilizado anteriormente num estudo da ati-

vidade anti complementar de várias substâncias, demonstrando uma 

reprodutibilidade adequada (BARBOSA, 1983). 



OBJETIVOS 
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OBJETIVOS 

Dadas as evidências de que a isquemia aguda e o in-farto de 

miocárdio iniciam uma resposta i n-f lamatór ia aguda, a qual inclui 

a ativação do Sistema de Complemento, e o -fato da aplicação dos 

nitratos orgânicos estar indicada no tratamento dos mesmos, o 

presente trabalho tem como objetivo analisar o e-feito do mononi-

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

Complemento in vitro. 



MATERIAL E MÉTODOS 
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MATERIAL E MÉTODOS 

1 COMPLEMENTO HUMANO (C.H.) 

Como -fonte de Complemento, utilizou-se uma mistura de soro 

humano normal (SHN) 1 . 

Foram colhidos 20 ml de sangue de doadores voluntários, 

funcionários, estudantes e residentes, junto ao ponto de coleta 

do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Paraná e ao 

Banco de Sangue do Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto. 

Após a coleta, sem anti-coagulante, as amostras de sangue 

foram mantidas em repouso à temperatura ambiente durante 90 minu-

tos, para retração do coágulo. Após deslocamento do coágulo, pro-

cedeu-se a separação do soro por centrifugação (Centrifuge Damon 

IEC modelo DPR 6000, USA) a 1500 rpm durante 10 minutos a 4°C. 

Após a mistura dos soros separou-se alíquotas de 1 ml em tubos de 

polipropileno e armazenados a -70°C (Bio-Freezer Forma Scienti-

fic, USA), até o momento do uso. 

2 M0N0NITRATO-5 DE ISOSSORBIDA ® 

90 mg do sal, rnononi trato-5 de isossorbida absorvido em 

cloreto de sódio numa relação 9:1, peso a peso, eram diluídas em 

1 Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética Hédica e pela Comissão Cientifica do Hospital de 
Clinicas da Universidade Federal do Paraná. 

e Laboratórios NOBEL C f O I C A L - Inglaterra. 
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i ml de água destilada, obtendo-se assim 81 mg de mononitrato-5 

de isossorbida diluídas em solução fisiológica,(solução estoque). 

A partir desta solução eram preparadas as diferentes diluições da 

droga mediante a adição de solução fisiológica isotônica. Condu-

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

sau - Sui ça). 

3 SOLUÇÕES UTILIZADAS 3 

a) Solução Tampão Tr ietanolami na-Ca^tlg"*"*" 

(TEA-Ca-Tlg--* ) 

Trietanolamina 28,00 ml 

NaC 1 75,00 g 

MgSO« . 7H a0 1, 23 g 

CaC l e.2H e0 0,22 g 

Azida Sódica 0,50 g 

HC1 q.s.p. pH final 7,4 

tígua destilada q.s.p. 1000 ml 

Esta solução era diluída 10 vezes para a preparação da so-

lução trabalho, com uma concentração final de íons Ca"*""*" igual a 

1,5 K 10-" M, e de íons Mg-*"*" igual a 5,0 x 10-A M. Acrescentava-

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

• Os produtos quiíiicos utilizados e a sua origem estão relacionados no Anexo 1. 
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b) Solução Tampão Trietanolamina-Áçido Etilenodiamino-

tetracéti co 

(TEA-EDTA) 

Trietanolamina 28,00 ml 

EDTA 37,20 g 

Azida Sódica 0,50 g 

NaCl 75,00 g 

HC1 q.s.p. PH -final 7,4 

Água destilada q.s.p. 1000 ml 

Esta solução era diluída 10 vezes para a preparação da so-

lução trabalho, com uma concentração final de EDTA igual a 0,01 

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

c) Solução Tampão Trietanolamina-Mg"*"*" 

<TEA-Mg--) 

Trietanolamina 28,00 ml 

MgS0*.7H s0 4,93 g 

NaCl 75,00 g 

Azida Sódica 0,50 g 

HC1 q.s.P. PH final 7,4 

Água destilada q.s.p. 1000 ml 

Esta solução era diluída 10 vezes para a preparação da so 

lução trabalho, com uma concentração final de Mg"*"* igual a 0,002 

M. Acrescentava-se 0,1% de gelatina a pH 7,4. 
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d) Solução Tampão Trietanolamina-Ácido Etileno Glicol-Bis 

(B-Aminoetil éter) N, N, N N ' -Tetracét i co-Mg"*"*" 

(TEA-EGTA-Mg--) 

Trietanolamina 28,00 ml 

EGTA 30,42 g 

MgS0«.7H s0 4,93 g 

NaCl 75,00 g 

Azida Sódica 0,50 g 

HC1 q.s.p. PH final 7,4 

Água destilada q.s.p. 1000 ml 

Esta solução era diluída 10 vezes para a preparação da so-

lução trabalho, com uma concentração final de H g + + 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 soluções eram conservadas a 4°C . 

4 HEMÁCIAS DE CARNEIRO 

Sangue de carneiro, colhido por punção da veia jugular do 

animal, foi obtido junto ao Biotério da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. 0 sangue foi diluí-

do em igual volume de suspensão de Alsever acrescida de ázida só-

dica a 0,05%, e armazenado a 4°C, Para os ensaios, foi preparada 

uma suspensão de hemácias a 5% em tampão TEA-Ca++-Mg++acrescido 

de 0,1% de gelatina. No dia do uso, as hemácias eram lavadas 3 

vezes em tampão TEA-Ca^-Mg"*"*" acrescido de 0,1% de gelatina. Esta 

suspensão foi utilizada dentro de 6 semanas após a colheita. 
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5 HEMOLISINA 

Foi utilizada uma solução de hemolisina obtida junto ao 

Laboratório de Imunologia Humoral do Hospital das Clínicas da Fa-

culdade de Medicina de Ribeirão Preto - Universidade de São Pau-

lo, com um título de anticorpos hemoliticos de 1:800. 

6. HEMÁCIAS DE COELHO 

Sangue de coelho, colhido por punção cardíaca, -foi obtido 

junto ao Biotério do Departamento de Parasitologia, Microbiologia 

e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - Univer-

sidade de São Paulo. Colhia-se aproximadamente 10 ml de sangue de 

cada um de 3 coelhos adultos em BRK (volume a volume). Após "fil-

tragem em gaze, acrescentava-se igual volume de tampão TEA-EDTA, 

incubando-se a 37°C por 15 minutos (Banho-Maria Unitemp, Fanem 

Ltda, São Paulo - Brasil). Após isto as hemácias eram separadas 

por centrifugação a 2.000 rpm por 10 minutos, e lavadas em tampão 

TEA-Mg-*"* por 3 vezes. 

As hemácias -foram ressuspendi das ao volume original da co-

lheta com Alsever acrescido de ázida sódica a 0,05%, separadas em 

alíquotas de 2 ml em tubos de ensaio e conservadas a 4°C. No dia 

do uso, eram lavadas 3 vezes em tampão TEA-E6TA-Mg++acrescido de 

0,1% de gelatina. Esta suspensão era utilizada dentro de 2 sema-

nas após a colheita. 
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7 SISTEMA INDICADOR DE HEMÓLISE 

7.1 VIA CLÁSSICA - Sensibilização de Hemácias de Carneiro 

Foi preparada uma mistura, volume a volume, de uma suspen-

são de hemácias de carneiro a 5% contendo aproximadamente 1,2 X 

IO*9 hemácias por ml de tampão, com uma solução de hemolisina.A 

mistura era estabilizada por 10 minutos a temperatura ambiente. 

As medidas da concentração de hemácias eram realizadas em 

especto-fotômetro (Coleman Instruments Inc. Model SA no A-35671 -

Maywood, I 11, USA). 

A suspensão de hemácias sensibilizadas -foi diluída em tam-

pão TEA-Ca++-Mg++de maneira tal que 0,4 ml da mesma mais 2,5 ml 

da solução diluente apresentasse uma densidade ótica (DO) -final 

de 0,8 + 0,04, medida em especto-fotômetro (340 Spectrophotometer 

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

7.2 VIA ALTERNATIVA 

Foi preparada uma suspensão de hemácias de coelho não sen-

sibilizadas diluídas em tampão TEA-EGTA-Mg++ em quantidade sufi-

ciente para que 0,4 ml da suspensão -final mais 2,5 ml da solução 

diluente apresentasse uma DO final de 0,8 + 0,04, medida em es-

pectofotômetro, em comprimento de onda de 700 nm. 

Para a coleta do soro humano, hemácias e a preparação do 

sistema indicador de hemólise, foram seguidas indicações previa-

mente estabelecidas (BARBOSA, 1983; FERRIANI, 1988). 



100 

8 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DO M0N0NITRAT0-5 DE 

ISOSSORBIDA 

Utilizou-se o método cinético, modificado, descrito por 

BARBOSA (1983), que consiste em estabelecer o tempo necessário 

para que uma determinada solução de Complemento cause a lise de 

50% das hemácias de uma suspensão destas. 

0 método está baseado na medida continua da absorvância de 

suspensões de hemácias que so-frem a lise mediada pelo Complemen-

to. 

Esta hemólise é analisada num espectofotômetro no qual é 

medida a absorvãncia da suspensão lendo-se a DO em comprimento de 

onda de 700 nm. 

As suspensãoes das hemácias são turvas devido à dispersão 

da luz incidente. Com a lise, há uma queda da intensidade da dis-

persão da luz, e por consiguinte da absorvãncia, com um incremen-

to da luz transmitida (BOACKLE, PRUITT, 1974). 

A substância cuja atividade anticomplementar é estudada, é 

incubada com a solução de Complemento por um tempo determinado, 

após o qual é adicionado um volume determinado da suspensão de 

hemácias, medindo-se a seguir o tempo necessário para que aconte-

ça a lise de 50% das hemácias. 

Ao especto-f otômetro é acoplado um registrador gráfico 

(Servogor £10 - BBC Metrawatt/Goerz, Alemanha), permitindo cal-

cular, a partir do gráfico, o tempo necessário para que aconteça 

a lise de 50% das hemácias da suspensão (T l/E). 
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9 EXPERIMENTO I - DETERMINAÇÃO DA C-50 

Com uma solução determinada de Complemento, foram incuba-

das soluções de mononitrato-5 de isossorbida em diferentes con-

centrações, a fim de determinar a concentração da droga capaz de 

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

ra: 7, E) 

9.1 VIA CLÁSSICA 

- Solução de Complemento 

Foi utilizada uma solução de Complemento contendo 45 ul de 

SHN por ml de tampão TEA-Ca++-Mg++, mantida a 0 a C em banho de ge-

lo. 

- Mononitrato-5 de isossorbida 

Foram utilizadas diferentes diluições da droga, em solução 

fisiológica isotônica. 

- Sistema indicador de hemólise 

Foi utilizada uma suspensão de hemácias de carneiro sen-

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

Ao inicio do experimento a solução de Complemento era dis-

tribuída em h cubetas num volume de 1,5 ml para cada cubeta, sen-

do pré-incubada a 37 QC por 10 minutos no porta cubetas do espec-

tofotômetro termorregulado (fig. 3). 

Em seguida era adicionado 1 ml da solução controle, solu-

ção fisiológica isotônica, na lâ cubeta, sendo que nas seguintes 

eram adicionadas as diferentes diluições da droga em estudo em 

sentido crescente, todas num volume de 1 ml. As concentrações fi-

nais desta, em sentido crescente, eram de 0,0£1E M, 0,04E5 M, 

0,0850 M, 0,113 M e 0,170 M. 

Esta mistura era incubada por 5 minutos a 37°C, após os 

quais eram adicionados 0,4 ml do sistema indicador de hemólise, o 

qual era mantida a 37°C até a sua aplicação. A ordem de colocação 

do sistema indicador era do tubo de maior concentração da droga 

ao tubo controle 

0 zero da turvação era ajustado utilizando-se o tubo con-

trole antes da colocação do sistema indicador de hemólise. 

Em seguida era lida a DO da solução controle até esta 

3tingir 50% do seu valor inicial, mudando-se então imediatamente 

a posição do porta-cubetas a fim de proceder a leitura da seguin-

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

se os 50% do seu valor inicial. 



58 

lo) Pré-incubação da solução de Complemento a 37°C por 10 min. 
> 

1,5 ml sol. 
Complemento m 

2o) Adição da solução diluente e das soluções de MN-5 ISO em concen-
trações crescentes (1 ml) e incubação por 5 min. a 37°C. 

< —— : 

1 ml sol. 
diluente e 
de MN-5 ISO 

7i'V 

V/ "" 

U - - J 

1:1 1:1,5 1:2 1:4 1:8 

3o) Adição de 0,4 ml do sistema indicador de hemólise. 

0, 4 ml 
sistema 
indicador 
de hemólise 

O o ÔO < F/m 4.: 

1:1 1:1,5 1:2 1.4 1:8 

4g) Leitura da DO a 700 nm de cada mistura, até atingir 50% do seu 
valor inicial, procedendo-se então a leitura da seguinte mistu-
ra. 

LEGENDA: 

1:1 1:1,5 1:2 
< 1:4 1:8 

^ ^ Solução de Complemento 

Í1IE1 Solução salina 

W m Soluções de MN-5 ISO 

GSED Sistema indicador de hemólise 

FIGURA 8 - FLUXOGRAMA DO EXPERIMENTO II - VIA ALTERNATIVA 



Era feito um registro gráfico a partir do qual era calcu-

lado o tempo necessário para acontecer a hemólise de 50% das he-

mácias da suspensão (fig. 4). 

Este experimento foi repetido 3 vezes. 

DENSIDADE ÓPTICA 

FIGURA 4 - DETERMINAÇÃO DO T l / E - VIA CLÁSSICA 
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9.2 VIA ALTERNATIVA 

- Solução de Complemento 

Foi utilizada uma solução de Complemento contendo 380 ul 

de SHN por ml de tampão TEA-EGTA-Mg++, mantida a 0°C em banho de 

gelo. 

- Mononitrato-5 de isossorbida 

Foram utilizadas diferentes diluições da droga em estudo 

em solução -fisiológica isotônica. 

- Sistema indicador de hemólise 

Foi utilizada uma suspensão de hemácias de coelho em tam-

pão TEA-EGTA-üg++acrescido de 0,1% 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 clássica, sendo que os volumes utilizados eram de 

1,2 ml da solução de Complemento, 1,3 ml da solução controle e da 

droga em estudo. As concentrações finais desta, em sentido cres-

cente, eram de 0,0275 M, 0,055 M, 0,110 M, 0,146 M e 0,220 M. 

Após 5 minutos de incubação a 37C>C, eram adicionados 0,4 ml do 

sistema indicador de hemólise mantido a 37°C (fig. 5). 
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lo) Pré-incubação da solução de Complemento a 37aC por 10 min 
> 

1,S ml sol. 
Complemento 

Ho) Adição da solução diluente e das soluções de MN-5 ISO em concen-
trações crescentes (1,3 ml) e incubação por 5 min. a 37 aC. 

^ 
1,3 ml sol. 
diluente e 
de MN-5 ISO i i i 

ftW-ííí! 

'//y/sÀ m 
1:1 1:1,5 1:2 1 : 4 1 :8 

3o) Adição de 0,4 ml do sistema indicador de hemólise. 

0, 4 ml 
sistema 
indicador 
de hemólise 

iiot. ». .„ 

1:1 1:1,5 1:2 1 :4 1 :B 

4g) Leitura da DO a 700 nm de cada mistura, até atingir 50% do seu 
valor inicial, procedendo-se então a leitura da seguinte mistu-
ra . 

LEGENDA: 

1:1 1:1,5 1:2 1:4 

Ü Ü Solução de Complemento 

Solução salina 

EZEE3 Soluções de MN-5 ISO 

1:8 

Sistema indicador de hemólise 

FIGURA 8 - FLUXOGRAMA DO EXPERIMENTO II - VIA ALTERNATIVA 
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Foi também feito um registro eráfico para o posterior cál-

cuia da tempo necessário para a hem6~ise de 50X das hemAcias d~ 

suspensão (fig. 6). 

T 1/2 
(seg) 

1800 

i680 

1560 

1440 

1320 

1200 

lOBO· 

960 

840 

720 

600 

480 

360 

240 

120 

o 

Este ewperimento foi repetido 3 ve2es. 

MN-5 ISO 1:1 

- MN-5 ISO 1:1,5 

~ _ MN-5 ISO 1:2 

/ MN-5 ISO 1:4 
, MN-5 ISO 1:8 

,- CONTROLE 

0,8 0,6 0,4 

DENSIDADE ÓPTICA 

FIGURA 6 - DETERHINAC~O Da T 1/2 - VIA ALTERNATIVA 
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INCUBAÇ~O 

SOBRE A ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DO MONONITRATO-5 DE 

ISOSSORBIDA 

Uma vez obtida a concentração da droga com um efeito ini­

bitório aproximado de 50% para determinada solução de Complemen­

to, foi analisado o efeito do tempo de incubação utilizando-se 

uma mesma solução de Complemento e a solução da droga sempre na 

mesma concentração. 

10.1 VIA CL~SSICA 

- Solução de Complemento 

Foi utilizada uma solução de Complemento contendo 45 uI de 

SHN por ml de tampão TEA-Ca++-Mg++, mantida a OQC em banho de ge­

lo~ 

- Mononitrato-5 de isossorbida 

Foi utilizada a concentração da droga com a qual no expe­

rimento anterior obteve-se uma inibição aproximada a 50%. 

- Sistema indicador de hem6lise 

Foi utilizada a suspensão de hemácias de carneiro sensibi­

lizadas similar a do experimento I, com uma DO final de 0,8 

~ 0,04. 



- Protocolo experimental 

Ao início do experimento, a solução do Complemento era 

distribuída em 2 cubetas num volume de 1,5 ml para cada cubeta, 

sendo pré-incubada a 37°C por 10 minutos no porta cubetas do es-

pecto-f otômetro termorregulado, procedendo-se depois a adição de 1 

ml da solução controle na ia cubeta e de 1 ml da solução da droga 

na 2â. A concentração -final da droga era de 0,113 M. Incubou-se a 

seguir estas duas misturas a 37°C por 0 min. 

Após este tempo de incubação, eram adicionados 0,4 ml do 

sistema indicador de hemólise, procedendo-se em seguida a leitura 

da DO, iniciando-se esta pela solução controle até atingir 50% do 

valor inicial, mudando-se então imediatamente a posição do poi— 

ta-cubetas a -fim de proceder a leitura da DO da solução-estudo. 

0 zero da turvação era ajustado utilizando-se o tubo con-

trole antes da colocação do sistema indicador de hemólise (-fig. 

7) . 

0 tempo necessário para acontecer a lise de 50% das hemá-

cias da suspensão era calculado a partir de registro grá-fico. 

Este procedimento repetiu-se para os seguintes tempos de 

incubação: 5, 15, 30, 60 e 120 min. 

Este experimento -foi repetido 2 vezes para cada tempo de 

i ncubação. 
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1Q) Pré-i ncubação. da solução de Complemento a 37°C por 10 min 
> 

1,5 ml sol. 
Complemento 

2Q) Adição da solução diluente e da solução de MN-5 ISO numa concen-
tração de 0,113 M e incubação por 0, 5, 15, 30, 60 e 120 min. a 
37°C. < 

1,0 ml sol . 
diluente e 
de MN-5 ISO 

MN 

3o) Adição de 0,4 ml do sistema indicador de hemólise 

0,4 ml 
sistema 
indicador 
de hemó1ise 

4o) Leitura da DO a 700 nm da solução controle, até atingir 50% do 
seu valor inicial, procedendo-se então a leitura da solução es-
tudo . 

LEGENDA: pg^ Solução de Complemento 

f̂fi) Solução salina 

ESZil Solução de MN-5 ISO 

Sistema indicador de hemólise 

FIGURA 8 - FLUXOGRAMA DO EXPERIMENTO I I - VIA ALTERNATIVA 
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10.2 VIA ALTERNATIVA 

- Solução de Complemento 

Foi utilizada uma solução de Complemento contendo 380 ul 

de SHN por ml de tampão TEA-EGTA-Mg++. 

-Mononitrato-5 de isossorbida 

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

rimento I obteve-se uma inibição aproximada de 50%. 

-Sistema indicador de hemólise 

Foi utilizada uma suspensão de hemácias de coelho similar 

à 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 clássica, sendo que foi utilizado um volume de 1,2 ml da so-

lução de Complemento e de 1,3 ml da solução do MN-5 ISO. A con-

centração final da droga era de 0,146 M. Adicionou-se a seguir 

0,4 ml da suspensão de hemácias de coelho (fig. 8). 

A leitura da DO foi realizada da mesma maneira que para o 

experimento anterior, obtendo-se um registro gráfico para o cál-

culo do T 1/2. 

E s t e e x p e r i m e n t o foi r e p e t i d o p o r 3 v e z e s . 
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lg) Pré-incubação da solução de Complemento a 37°C por 10 min. 

> 
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2o) Adição da solução diluente e da solução de MN-5 ISO numa concen-
tração de 0,146 M e incubação por 0, 5, 15, 30, 60 e 120 min. a 
37°C. 
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3q) Adição de 0,4 ml do sistema indicador de hemólise. 
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4q) Leitura da DO a 700 nm da solução controle, até atingir 50% do 
seu valor inicial, procedendo-se então a leitura da solução es-
tudo . 

m 
MN C < 

LEGENDA: ^TA Solução de Complemento 

í^g Solução salina 

ES) Solução de MN-5 ISO 
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FIGURA 8 - FLUXOGRAMA DO EXPERIMENTO I I - VIA ALTERNATIVA 



ii EXPERIMENTO III - EFEITO INIBITÓRIO DO MONONITRATO-5 DE 

ISOSSORBIDA SOBRE DIFERENTES SOLUÇÕES DE COMPLEMENTO 

Foram realizados experimentos similares ao experimento II, 

utilizando di-ferentes soluções de Complemento. 

ii.i VIA CLÁSSICA 

Para a via clássica -foram preparadas duas soluções, de 33 

u 1 de SHN por ml de taimpão TEA-Ca++Mg++ e de £6,5 ul por ml de 

tampão. 0 procedimento seguido -foi similar ao do experimento II, 

utilizando-se a mesma concentração da droga e a mesma suspensão 

de hemácias sensibilizadas. 

Os tempos de incubação da droga com as di-ferentes solu-

ções de Complemento foram de 0, 5, i5, 30, 60 e i£0 min, para 

cada solução. 

Este experimento foi repetido por E vezes. 

Estes resultados foram comparados com os obtidos no expe-

rimento II 

ii.E VIA ALTERNATIVA 

Para a via alternativa foi preparada uma solução de Com-

plemento contendo 580 ul de SHN por ml de tampão TEA-EGTA-Mg++. 0 

procedimento seguido foi similar ao do experimento II, utilizan-

do-se a mesma concentração da droga e a mesma suspensão de hemá-

cias de coelho. 

O s t e m p o s d e i n c u b a ç ã o d a d r o g a c o m a s d i f e r e n t e s s o l u -
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ções de Complemento -foram de 0, 5, 15, 30, 60 e 120 min, para 

cada solução. 

Este experimento -foi repetido por 3 vezes. 

Estes resultados -foram comparados com os obtidos no expe-

rimento 11 . 

12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística dos resultados de T 1/2 e de % de 

inibição obtidos -foi -feita através dos seguintes cálculos: mé-

dias, desvios-padrão, erro padrão da média, coe-ficiente de varia-

ção, variâncias, análise de correlação e regressão linear pelo 

método dos mínimos quadrados, com o cálculo do coe-ficiente de 

correlação linear de Person (r> e o coeficiente de explicação ou 

determinação (rs). 

0 teste de similaridade de variâncias (teste de COCHRAN) 

foi utilizado para testar a homogeneidade das variâncias para a 

análise da reprodutibilidade do método, sendo considerada signi-

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



RESULTADOS 
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RESULTADOS 

DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DO MONONITRATO-5 DE 

ISOSSORBIDA 

Experimentos preliminares -foram realizados a -fim de deter-

minar a concentração da droga capaz de inibir 50% da atividade 

hemolítica do Complemento. Estes experimentos iniciais -foram rea-

lizados tanto para a.via clássica quanto para a alternativa. A 

partir destes experimentos escolheu-se as diluições da droga que 

produzissem inibições menores e maiores de 50%. 

i EXPERIMENTO I - DETERMINAÇÃO DA C-50 

A C-50 -foi de-finida como a concentração do MN-5 ISO capaz 

de inibir 50% da atividade hemolítica do Complemento, nas condi-

ções padronizadas. 

1.1 Via Clássica 

A tabela 5 mostra os resultados do Experimento 1 obtidos 

com di-ferentes concentrações de MN-5 ISO . São apresentados os 

T l/E e as respectivas porcentagens de inibição obtidos com cada 

concentração (média aritmética de 3 experimentos). 
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Tabela 5 - T i/S e porcentagens de inibição obtidos 
com diferentes concentrações de MN-5 ISD 
sobre uma solução de Complemento (45 ul de 
SHN/ml tampão) - Via clássica. 

CUBETA 
1 
1 
1 

C O N C E N T R A D O 
MN-5 ISO 
(Molar) 

1 T i/2 
1 
1 X + 

(seg) 

EPM 

1 % INIBIÇSO 
1 
1 X ± EPM 

C - ÍB5 + 6,56 -

5 0,02Í2 200 + 8, i9 7,50 + 0,58 

4 0,0425 226 + 7,00 i8, 17 + 0,44 

3 0,0850 304 + i2,29 39, 17 + 0,60 

2 0, Ü 3 0 368 + i0,44 50,00 + 0,50 

i 0,Í700 623 + i9, i5 70,00 + 1,17 

C - Controle 
T - Tempo de incubação a 37°C 
X + EPM - Média aritmética ± erro padrão da média 

FONTE: Tabela i5 (anexo 2) 

Com base nestes dados foi construído um gráfico (fig. 9), 

projetando-se em abcissa as diferentes concentrações da droga, e 

em ordenada os percentuais de inibição da atividade hemolítica da 

solução de Complemento, obtendo-se uma curva que é caracteristica 

para a substância em estudo. A partir desta curva determinou-se a 

C-50 que está representada pelo ponto da abcissa, correspondente 

à intersecção da curva com uma linha paralela ao eixo x e origi-

nada na ordenada, no ponto correspondente à inibição de 50%. 

A C-50 foi também determinada matematicamente em base à 

equação Y = a + b X , onde: 

Y = *Á de inibição da atividade hemolítica da solução de 

Complemento causada por X da substância em estudo. 

X = quantidade de substância para Y % de inibição da ati-

vidade hemolítica da solução de Complemento; 
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a = intersecção com o eixo da ordenada; 

b = inclinação da relação linear entre X e Y; 

i.2 Via Alternativa 

Procedeu-se da mesma -forma que para o cálculo da C-50 da 

via clássica. Assim, a tabela 6 mostra os T i/2 e as respectivas 

porcentagens de inibição obtidos com diferentes concentrações de 

MN-5 ISO (média aritmética de 3 experimentos). 

Tabela 6 - T i/2 e porcentagens de inibição obtidos 
com diferentes concentrações de MN-5 ISO 
sobre uma solução de Complemento (380 ul de 
SHN/ml tampão) - Via alternativa. 

— + + + 

I CONCENTRAÇÃO I T i/2 (seg) I % INIBIÇÃO 
CUBETA I MN-5 ISO I I 

I (Molar) I X + EPM I X + EPM 

C - 300 + 3 , 4 6 

5 0,0275 346 ± 2,00 i3,33 ± 0,67 

4 0,0550 386 ± 2,00 22,i7 ± i,09 

3 O.iiOO 494 + 8,72 39,33 ± 0,88 

2 0,Í460 592 ± i4,42 49,33 + i,67 

i 0,2200 Í522 + Í35,i5 80,00 + i,76 

C - Controle 
X + EPM - Média aritmética + erro padrão da média 
FONTE: Tabela i6 (anexo 3) 

A figura i0 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 clássica. 
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FIGURA 9 T INIBIÇÃO DA ATIVIDADE HEMOLÍTICA DO COMPLEMENTO OBTIDA 
COM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE MN-5 ISO. 
DETERMINAÇÃO DA C-50 (*) - VIA CLÁSSICA. 
Os dados são apresentados como a média aritmética + EPM 
(3 experimentos). 

-o 



CONCENTRACÂO FINAL DO MN-5 ISO (M) 

FIGURA iO - INIBICSO DA ATIVIDADE HEMOLÍTICA DO COMPLEMENTO OBTIDA 
COM DIFERENTES CONCENTRACõES DE MN-5 ISO. ^ 
DETERMINAÇÃO DA C-50 (*) - VIA ALTERNATIVA. m 
Os dados são apresentados como a média aritmética + EPM 
(3 experimentos). 
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2 EXPERIMENTO II - EFEITO DO TEMPO DE TNCUBACSO SOBRE A ATIVIDADE 

ANTICOMPLEMENTAR DO MONONITRATO-5 DE ISOSSORBIDA 

2.1 Via Clássica 

Na tabela 7 são apresentados os T 1/2 e as porcentagens de 

inibição da atividade hemolítica do Complemento (média aritméti-

ca de 2 experimentos) obtidos com uma mesma concentração de MN-5 

ISO (0,113 M) sobre uma mesma solução de Complemento (45 ul 

SHN/ml tampão); e o e-feito do tempo de incubação sobre a ativida-

de anticomplementar da droga. 

Tabela 7 - E-feito do tempo de incubação sobre a 
atividade anticomplementar do MN-5 ISO 
- Via clássica 

T 
(min) 

1 T 1/2* (seg) 1 
% INIBIÇÃO* 

T 
(min) 

1 CONTROLE MN-5 ISO 1 
% INIBIÇÃO* 

0 225 494 54,50 

5 195 459 56,50 

15 179 471 62,00 

30 195 520 62,50 

60 194 546 64,00 

120 213 645 67,00 

T - Tempo de incubação a 37°C 
* Média aritmética de 2 experimentos. 
FONTE: Tabela 17 (anexo 4) 

Com base nestes dados -foi construído um grá-fico (-f i g. 11). 

Veri-fica-se um aumento moderado da inibição conforme um 

tempo de incubação, ocorrendo uma estabilização a partir do 

de incubação de 15 min. 

ma i or 

tempo 
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FIGURA 11 - EFEITO DQ TEMPO DE INCUBACSQ NA ATIVIDADE 
ANTICOMPLEMENTAR DO MN-5 ISO (0,113 M) -
VIA CLÁSSICA. 
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2.2 Via Alternativa 

Na tabela S são apresentados T i/2 e as porcentagens de 

inibição da atividade hemolítica do Complemento (média aritméti-

ca de 3 experimentos) obtidos com uma mesma concentração de MN-5 

ISO (0,146 M) sobre uma mesma solução de Complemento (3B0ul 

SHN/ml tampão); e o efeito do tempo de incubação sobre a ativida-

de anticomplementar da droga. 

Tabela Q - Efeito do tempo de incubação sobre a 
atividade anticomplementar do MN-5 ISO 
- Via alternativa. 

T 
(min) 

L T i/2* (seg) 1 
% INIBIÇÃO-

T 
(min) 

i CONTROLE MN-5 ISO 1 
% INIBIÇÃO-

0 338 586 42,00 

5 298 588 49,00 

i5 296 560 47,00 

30 306 752 59,00 

60 342 1025 66,00 

Í20 404 1207 66,00 

T - Tempo de incubação a 37°C 
* Média aritmética de 3 experimentos. 
FONTE: Tabela 20 (anexo 7) 

Com base nestes dados foi construído um gráfico (fig. i2) 

no qual verifica-se, como no experimento da via clássica, haver 

um aumento moderado da inibição conforme um maior tempo de incu-

bação, mostrando uma estabilização da mesma a partir do tempo de 

incubação de 30 min. 
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5 15 30 60 120 

TEMPO DE INCUBAÇÃO (min) 

FIGURA IS - EFEITO DO TEMPO DE INCUBAÇÃO NA ATIVIDADE 
ANTICOMPLEMENTAR DO MN-5 ISO (0,146 M) -
VIA ALTERNATIVA. 
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3 EXPERIMENTO III - EFEITO INIBITÓRIO DO MONONITRAT0-5 DE 

ISOSSORBIDA SOBRE DIFERENTES SOLUÇÕES DÉ COMPLEMENTO 

3.1 Via Clássica 

Na tabela 9 estão apresentadas as porcentagens de inibição 

obtidas com uma mesma concentração de MN-5 ISO (0,113 M), sobre 

diferentes soluções de Complemento (média de H experimentos), e a 

relação destas inibições com o tempo de incubação. 

Tabela 9 - Efeito inibitório do MN-5 ISO sobre 
diferentes soluções de Complemento e 
o efeito do tempo de incubação - Via 
c-lássi ca. 

T 
(min) 

1 % I N I B I Ç Ã O — 
T 

(min) 1 
1 

SHN 
26,5 

(ul/ml de tampão) 
33,0 45,0 

0 62,0 60,0 54,5 

5 69,0 68,0 57,5 

15 73,0 68,5 62,0 

30 74,0 71,5 62,5 

60 84,0 77,0 64,0 

120 * 74,5 67,0 

* Experimento não realizado 
Média aritmética de 2 experimentos 

T - Tempo de incubação a 37°C 
SHN - Soro humano normal 

FONTE: Tabelas 17, 18 e 19 (anexos 4, 5 e 6) 

Com base nestes dados foi construído um gráfico (fig. 13) 

o qual mostra que esta inibição está inversamente relacionada ao 

volume de Complemento, obtendo-se inibições maiores sobre volumes 

menores de soro. 
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FIGURA 13 - EFEITO INIBITÓRIO DO MN-5 ISO (0,113 M> SOBRE DIFERENTES 
SOLUCBES DE COMPLEMENTO - RELACSO COM O TEMPO DE 
INCUBACSO - VIA CLÁSSICA. 
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3.2 Via Alternativa 

Na tabela 10 estão apresentadas as porcentagens de inibi-

ção obtidas com uma mesma concentração de MN-5 ISO (0,146 M), so-

bre diferentes soluções de Complemento (média de 3 experimentos), 

e a relação destas inibições com o temiaçãô-. incubação. 

Tabela 10 - Efeito inibitório do MN-5 ISO so-
bre diferentes soluções de Com-
plemento e o efeito do tempo de 
incubação - Via alternativa. 

T 
(min) 

1 % INIBIÇÃO* 
T 

(min) 1 
. 1 

SHN 
380 

(ul/ml de tampão) 
5B0 

0 42,0 30,0 

5 49,0 36,0 

15 47,0 42,0 

30 59,0 49,0 

60 66,0 59,0 

120 66,0 61,0 

T - Tempo de incubação a 37°C 
SHN - Soro humano normal 
* Média aritmética de 3 experimentos 

FONTE: Tabelas 20 e 21 (anexos 7 e 8) 

Com base nestes dados foi construído um gráfico (fig. 14) 

o qual mostra, como no experimento da via clássica, que esta ini-

bição está inversamente relacionada ao volume de Complemento, ob-

tendo-se também inibições maiores sobre volumes menores de soro. 
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FIGURA 14 - EFEITO INIBITÓRIO DO MN-5 ISO (0.146 M> SOBRE DIFERENTES 
SOLUCCES DE COMPLEMENTO - RELAÇfiO COM O TEMPO DE 
INCUBAÇÃO - VIA ALTERNATIVA. 
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4 REPRODUTIBILIDADE DO MÉTODO 

O método aplicado neste trabalho mostrou uma reprodutibi-

lidade adequada; por intermédio do teste de similaridade de va-

riâncias (Teste de Cochran) (COSTA NETO, 1977) veri -f icou-se que 

as variâncias dos valores das porcentagens de inibição obtidos 

nos di-ferentes experimentos não se mostraram significativamente 

diferentes (nível de significância de 5%), tanto para os experi-

mentos da via clássica (tab. 11) como da via alternativa (tab. 

IS) . 

Os baixos coeficientes de variação obtidos para as porcen-

tagens de inibição, confirmam também a reprodutibilidade adequada 

do método, para os experimentos da via clássica (tab. 13) e da 

via alternativa (tab. 14). 

Além disso, o método mostrou-se de execução relativamente 

simples e rápida, permitindo também fazer uma análise comparativa 

de várias concentrações da droga em estudo em forma sucessiva, 

diminuindo assim a possibilidade da ocorrência de variações in-

tra-método. 
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Tabela 11 - Cálculo das variâncias para os experimentos 
da via clássica 

+ + 

I CONCENTRAÇÃO | PORCENTAGEM DE INIBIÇÃO 
CUBETA 1 MN-5 ISO + 

1 (Molar) 1 lo E 2Q E 3Q E 

5 0,0212 8,5 6,5 7,5 

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

3 0,0850 39,5 38,0 40,0 

a 0,1300 49,0 50,0 51,0 

i 0,1700 68,5 70,0 72,5 

VARI&NCIAS* 583,75 628,20 637,32 

E - Experimento 
* Não há di-ferença signi 

(P = 0,05) 
-f i cat i va entre as variâncias 

Tabela 12 - Cálculo das 
tos da via 

variâncias para os 
alternativa 

experimen-

1 CONCENTRAÇÃO 
CUBETA 1 MN-5 ISO 

1 (Molar) 

1 PORCENTAGEM DE 

1 lo E 2Q E 

INIBIÇÃ0 

3Q E 

5 0,0275 14,0 14,0 12,0 

4 0,0550 23,5 23,0 20,0 

3 0,1100 39,0 41,0 38,0 

2 0,1460 51,0 51,0 46,0 

1 0,2200 76,5 81,5 82,0 

VARI&NCIAS* 599,82 696,96 746,93 

E - Experimento 
- Não há di-ferença signi 

(P = 0,05) 
-f i cativa entre as variâncias 
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Tabela 13 - Reprodutibilidade do Método - Porcentagens de 
inibição obtidos em 3 experimentos - Via clássica 

+ + 
I CONCENTRAÇÃO I . PORCENTAGEM DE INIBIÇÃO 

CUBETA I MN-5 ISO + 
1 (Molar) 1 LQ E 2Q E 3Q E X + DP CV (%> 

5 0,0212 8,5 6,5 7,5 7,5 + 1 ,00 13,41 

4 0,0425 17,5 19,0 18,0 18,0 + 0,76 4,22 

3 0,0850 39,5 38,0 40,0 39,0 + 1,03 2,65 

2 0,1130 49,0 50,0 51,0 50,0 + 1,00 2,00 

1 0,1700 68,5 70,0 72,5 70,0 + 2,02 2,89 

£ - Experimento 
X + DP - Média aritmética + desvio padrão 
CV - Coeficiente de variação 

Tabela 14 - Reprodutibilidade do Método - Porcentagens de inibição 
obtidos em 3 experimentos - Via alternativa 

+ + 
I CONCENTRAÇÃO \ PORCENTAGEM DE INIBIÇÃO 

CUBETA 1 
1 

MN-5 ISO 
(Molar) 1 le E 2Q E 3q E X + DP CV <%) 

5 0,0275 14,0 14,0 12,0 13 , 33 + 1 ,15 8,90 

4 0,0550 23,5 23,0 20,0 22, 17 + 1,88 8,57 

3 0,1100 39,0 41,0 38,0 39,33 + 1 ,52 3,90 

2 0,1460 51,0 51,0 46,0 49,33 + 2,B9 5,86 

1 0,2200 76,5 81,5 82,0 80,00 + 3,04 3,81 

E - Experimento 
X + DP - Média aritmética + desvio padrão 
CV - Coeficiente de variação 



Discussão 
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DISCUSSÃO 

O -fato de estar demonstrada a implicação do processo in-

flamatório na patogenia da lesão isquimica e de reperfusão, e que 

a ativação deste processo teria uma importância -fundamental na 

etiopatogenia da extensão da lesão isquêmica, deu origem a inten-

sas pesquisas, principalmente experimentais, na tentativa de in-

tervir neste processo. 

Foi estudada a eficácia de diversos agentes e métodos, 

analisando-se o possível efeito protetor destes sobre a lesão is-

quimica e de reperfusão, assim como os possíveis mecanismos de 

ação. Vários deles mostraram-se efetivos limitando a área de ne-

crose miocárdica. 

Estudos experimentais como clínicos têm demonstrado que os 

nitratos orgânicos exercem uma ação protetora sobre o tecido mio-

cárdico isquêmico, reduzindo a área de lesão e a mortalidade após 

infarto agudo de miocárdio, o que estaria relacionado aos seus 

efeitos hemodinâmicos, com uma redução do consumo de oxigênio pe-

lo miocárdio; ao efeito vasodilatador coronário e à provável ação 

antiagregante plaquetária dos mesmos. 

Será feita a seguir uma revisão destes assuntos, apresen-

tando-se a seguir a discussão dos resultados obtidos no presente 

trabalho, com algumas sugestões sobre o possível mecanismo de 

ação dos nitratos orgânicos sobre o Complemento, e as possíveis 

implicações destes resultados. 
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INTERVENÇÃO NO PROCESSO INFLAMATÓRIO IMPLICADO NA PATOGiNESE DA 

LESÃO ISQUÊMICA MIüCARDICA 

Diversos agentes que limitam a resposta inflamatória ou 

imune têm sido pesquisados em relação a seus efeitos benéficos na. 

redução da lesão isquêmica tanto em modelos experimentais, como 

em pacientes. 

Glucocorticóides 

Os corticóides foram os primeiros anti-inflamatórios estu-

dados neste sentido, tanto em modelos experimentais, como em pes-

quisas clínicos, sendo que os resultados são conflitantes. 

Em alguns trabalhos experimentais, o uso de corticóides 

levou à redução da área isquêmica e de infarto, assim como da 

mortalidade (JOHNSON et al. 1953; LIBBY et al., 1973s SPATH, LA-

NE, LEFER, 1974i VYDEN et al., 1974). Resultados similares foram 

também obtidos em pesquisas clinicas com a redução do tamanho do 

infarto e da mortalidade (BARZILAI et al., 1972; MORRISON et al., 

1976i SELWYN et al, 1978). 

Já outros estudos experimentais não têm demonstrado uma 

redução da área infartada (MULLANE et al . , 19Q4; VOGEL et al., 

1977). 

Em outros, clínicos, as altas doses de esteróides adminis-

trados nas primeiras horas do infarto não tiveram qualquer efeito 

deletério ou benéfico (MADIAS, HOOD, 1982; PETERS et al. 1978), 

ou ainda esta conduta levou a um aumento da área infartada e a 

uma maior incidência de das arritmias ventriculares (ROBERTS,De-
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MELLO, SOBEL, 1976). 

Os mecanismos pelos quais os glicocorticóidês poderiam ter 

um efeito benéfico sobre o miocárdio isquimico seriam: preservan-

do a integridade celular com a estabilização da membrana plasmá-

tica (LUZ et al., 1975); evitando ou retardando a liberação de 

enzimas lisossomais (SPATH, LANE, LEFER, 1974); estabilizando os 

vacúolos fagociticos nas células inflamatórias infiltradas (LIBBY 

et al., 1973). Outros mecanismos seriam: o incremento na oferta 

sanguínea à área isquêmica, por um aumento das anastomoses in-

ter-arteriais (JOHNSON et al., 1953), e a redução do consumo de 

oxigênio pelo miocárdio (VYDEN et al., 1974). 

Já os efeitos deletérios dos glicocorticóides estão rela-

cionados com a ação destes sobre a cicatrização do tecido infar-

tado. 

Tem sido demonstrado que o uso de doses altas após o in-

farto leva a um retardo da remoção do tecido necrótico com uma 

fagocitose reduzida, o que resulta em grandes placas de células 

mortas, mas preservadas na sua arquitetura, fenômeno esse chamado 

de mumificação (KLONER et al., 1978), provocando também uma alte-

ração da cicatrização (MACLEAN et al., 1977), formando uma cica-

triz mais fina, aumentando assim o risco de ruptura ventricular 

ou de formação de aneurismas (MACLEAN et al., 1978). 

0 efeito deletério dos corticóides sobre o processo de ci-

catrização dependeria da dose, o uso de doses altas e repetidas 

de glicocorticóides acompanhar-se-ia de uma maior incidência de 

defeitos na cicatrização (HAMMERMAN et al., 1983). 
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Antiinflamatórios não-esteróides 

Na tentativa de reduzir o processo inflamatório da lesão 

isquimica e de reperfusão, -foram utilizados alguns antiinflamató-

rios não esteróides. 

Modelos experimentais demonstram o efeito benéfico do uso 

do ibuprofeno reduzindo a área de lesão isquimica e de reperfusão 

(CRAWFORD et al, 1988; EVANS et al., 1985; JUGDUTT et al., 1980; 

LEFER, POLANSKY, 1979; ROMSQN et al., 1982). 

Os mecanismos de proteção do ibuprofeno, segundo os auto-

res, estariam relacionados ao seu efeito de estabilização de mem-

branas celulares, como por exemplo as membranas lisossomais, a 

uma provável redução da demanda de oxigênio pelo miocárdio (LE-

FER, POLANSKY, 1979), bem como aos efeitos celulares da droga, 

sendo que ela inibiria a migração de células inflamatórias e a 

liberação de enzimas lisossomais, além da agregação plaquetária, 

provavelmente através da inibição da síntese de tromboxano (JUG-

DUTT et al., 1980). 

R0MS0N e cols. (1982) atribuem a uma redução da acumulação 

de PMNs no tecido infartado, o efeito benéfico do ibuprofeno, 

confirmado também por CRAWFORD e cols. (19BB). Esta redução do 

acúmulo de PMNs na área infartada levaria a uma redução da lesão 

tecidual, previnindo a liberação de enzimas lisossomais e RL0 e 

pelos PMNs, ou através da prevenção das alterações na reologia da 

microcirculação cardíaca na área isquimica, evitando o fenômeno 

de bloqueia de capilares pelos PMNs. 
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Já outros trabalhos não demonstram efei"to benéfico algum 

do ibuprofeno na limitação da área infartada (REIMER ét al . , 

1995) e outras ainda mostram um efeito deletério da droga. Assim 

BROWN JR. e cols. (19Q3) demonstram que» embora o ibuprofeno re-

duza a área de infarto, tem também efeitos deletérios sobre a ci-

catrização do tecido após o infarto, já que o uso de doses altas 

levaria a uma diminuição da espessura da cicatriz após IAM, efei-

to similar ao dos gliçocorticóides. 

Recentemente, CLEMENT e cols. (1990) não conseguiram de-

monstrar qualquer efeito benéfico do ibuprofeno sobre a lesão de 

reperfusão miocárdica, atribuindo isto à ação inibidora sobre a 

ciclooxigenase, o que, embora cause uma diminuição da síntese de 

tromboxano, o que seria um efeito benéfico, levaria também a um 

bloqueio da síntese de prostaciclina, diminuindo assim sua ação 

antiagregante plaquetária e vasodilatadora, além de levar a uma 

maior síntese de leucotrienos pela via da 1ipoxigenase, causando 

unja vasoconstrição, como também uma diminuição da contração, mio-

cárdica. 

Outros antiinflamatórios não esteróides foram utilizados 

com este mesmo objetivo, sendo os resultados variáveis de acordo 

com o tipo de droga usada. Assim, o nafazatrom e o BW755C (BEDNAR 

et al., 1985; MULLANE et al., 1984), causaram a redução da área 

infartada em modelos experimentais. Segundo os autores ,o efeito 

benéfico destes fármacos estaria relacionado a ação dos mesmos 

sobre os leucócitos, já que ambos causam uma diminuição da infil-

tração de neutrófilos na área isquêmica, além de inibir várias 

funções destes tanto in vitro como in vivo, principalmente a li-

beração de RLÜ b e o metabolismo do ácido araquidônico através da 
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via da lipoxigenase (BEDNAR et al., 1985). 

Outros antiinflàmatórios não esteróides como a indometaci-

na e aspirina não demonstraram nenhum efeito benéfico em traba-

lhos experimentais (BONOW et ai., 1981; MULLANE et al . , 1984), ou 

pelo contrário tiveram um efeito deletério levando a um incremen-

to da área do infarto ou causando alterações na cicatrização da 

área infartada como é o caso da indometacina (HAMMERMAN et al., 

19B4; JUSDUTT et al., 1979). 

Noentanto, estudos clínicos muiticéntricos mostram o 

efeito benéfica da aspirina na prevenção primaria do IAM (THE 

STEERING COMMITTEE OF THE PHYSICIANS' HEALTH STUDY RESEARCH 

GROUP, 1988), assim como na redução da mortalidade após IAM, 

(ISIS-e ( SECOND INTERNATIONAL STUDY OF INFARCT SURVIVAL) COLLA-

BORATIVE GROUP, 1988> 

Inibidores do tromboxano 

Em vista das crescentes evidências do papel deletério do 

tromboxano na patogênese dá lesão isquëmica, assunto revisado por 

METHA e NICHOLS (1990), têm sido analisado o efeito de fármacos 

que atuem, seja como inibidores da tromboxano sintetase (HOSHIDA 

et al., 19B9i MULLANE, FORNABAIO, 1988; NICHOLS et al., 19B9; 

WARGQVICH et al., 19B7) ou com propriedades de antagonistas do 

receptor do tromboxano AS (NICHOLS et al., 1989). 

No estudo de WARGOVICH e cols. (1987) é analisado o efeito 

do inibidor da tromboxano sintetase U-é>3,557A sobre o tamanho do 

infarto 48 horas após a ligação da artéria coronária em ratos. 0 

grupo tratado com o inibidor da tromboxano sintetase mostrou ní-
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veis de tromboxano significativamente menores que o do grupo con-

trole, além de mostrar uma redução da agregação plaquetária e do 

acúmulo de polimorfgnucleares no miocárdio infartado. 0 tamanho 

da área 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 função plaquetária, e por outro, 

ao menor acúmulo de neutrófilos no miocárdio infartado, por um 

mecanismo não conhecido. 

MULLANE e FQRNABAIQ (1988) analisam o efeito de dois ini-

bidores da tromboxano sintetase, o benzi 1inidazol e o 0KY-046 so-

bre o tamanho do infarto após ligação da artéria coronária segui-

da de reperfusão. Os resultados mostram uma diminuição na síntese 

de tromboxano BS, uma redução no acúmulo de polimorfonucleares no 

miocárdio, além de uma redução significativa do tamanho do infar-

to, comparado com o grupo controle. 0 uso dos fármacos não causou 

alterações hemodinimicas significativas. 

Posteriormente, NICHOLS e cols. (1989) analisam o efeito 

de um inibidor da tromboxano sintetase U-63.557A e de um antago-

nista do receptor de tromboxano A2,SQ-£9,54B, sobre o tamanho do 

infarto num estudo experimental em ratos. Nenhuma das drogas teve 

um efeito significativo sobre a pressão arterial e a freqüência 

cardíaca; no entanto, o tamanho do infarto foi reduzido signifi-

cativamente por ambas as drogas em comparação com o grupo contro-

le. Os autores concluem que o efeito benéfico de ambos os fárma-

cos estão relacionados à ação destes, tanto sobre as plaquetas 

como os neutrófilos. 
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Prostaçiclina 

A prostaciclina (PIe), o maior metabólito ativo do ácido 

araquidônico no endotélio vascular, descoberta em 1976 por MONCA-

DA e cols. (MONCADA et al., 1976), caracteriza-se por sua potente 

ação inibitória da agregação plaquetária assim como sua ação va-

sodilatadora, inclusive de vasos coronários (GRYGLEWSKI, 19B1). è 

por isso que alguns autores tim analisado o e-feito dela sobre a 

lesão do infarto de miocárdio (LEFER et al . , 197B) . 

No estudo experimental de RIBEIRO e cols.(1981>, a aplica-

ção de PI B após a ligação da artéria coronária levou a uma redu-

ção da PAM e da resistência vascular periférica, e por conseguin-

te da demanda de 0 B pelo miocárdio, provocando também uma redução 

do -fluxo sangüíneo para a área não isquêmica, não alterando o 

-fluxo para a área isquêmica. A análise do tamanho de in-farto não 

mostrou diferença significativa entre ambos os grupos. A mortali-

dade após 24 hs.foi de 35% no grupo controle, sendo alta a inci-

dência de fibrilação ventricular neste grupo de animaisj todos os 

animais tratados com PI a sobreviveram a este período. 

Segundo os autores, a ação benéfica da P I S estaria rela-

cionada ao efeito da mesma sobre o consumo de Q e pelo miocárdio e 

sobre a agregação plaquetária, além de provocar um aumento da re-

lação: fluxo para a área isquêmica / fluxo para a área não isquê-

mica. A redução da incidência de arritmias letais seria conse-

quência destes efeitos da Prostaciclina. 

JUGDUTT e cols. (1981b) analisaram o efeito da prostaci-

clina (PIS). prostaglandina E± (PE*) e prostaglandina E a (PEa), 

em modelo experimental de infarto de miocárdio em cachorros. A 
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administração destes autacóides durante todo o período da oclusão 

coronária, levou a uma queda em 5 a 10% da pressão arterial mé-

dia, em relação ao seu valor no início da oclusão. A P I S e a PEj. 

levaram a um aumento do -fluxo colateral à área isquimica, embora 

não em todos os animais. Já a P E e não teve o mesmo e-feito. A aná-

lise do tamanho do infarto em todos os grupos de animais mostra 

que tanto a P I e como a PE* levaram à uma redução signi-ficativa 

deste, não ocorrendo o mesmo no grupo tratado com P E B . Segundo os 

autores, o efeito benéfico da P I a e PE A pode ser conseqüência do 

aumento do fluxo colateral à área isquêmica e dos efeitos metabó-

licos e celulares, principalmente sobre as plaquetas e PMNs. 

Posteriormente, SIMPSON e cols. (1987) comparam o efeito 

da PI B com um análogo desta, o SC-39902 sobre o tamanho do infar-

to num modelo experimental de isquemia seguida de reperfusão. 

Apesar de ter efeitos semelhantes sobre a freqüência cardíaca, 

pressão arterial média, consumo de 0 e e o fluxo coronário, a PI B 

e não o SC-39902 causou uma redução significativa da área de in-

farto. 

Numa análise paralela, os autores mostram que a PI B, a di-

ferença de seu análogo, causa uma redução significativa na produ-

ção de radical superóxido (.0 e~) pelos PMNs, além de inibir a in-

filtração destes. Os autores concluem que o efeito benéfico da 

PI B está relacionado a esta ação sobre os PMNs. 

Intervenções sobre os polimorfonucleares 

Dadas as evidências da literatura sobre o papel, deletério 

dos PMNs na lesão isquêmica e principalmente na lesão de reperfu-
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são, vários trabalhos -foram realizados a -fim de demonstrar que a 

redução do número de PMNs teria um e-feito bené-fico sobre o tecido 

infartado e reper-fundido. Para este fim, foram analisados vários 

métodos, entre os quais o uso de antisoro anti-polimorfonucleares 

(JOLLY et ai., 1986; L0R6ERIL et al., Í9B9; ROMSON et al., i983>, 

assim como o uso de filtros a fim de causar uma neutropenia im-

portante no fluxo de reperfusão do miocárdio isquêmico (LITT et 

al., 1989). 

Independente do método usado para obter uma neutropenia, 

todos os autores demonstram uma redução significativa da área de 

lesão isquimica e de reperfusão. 

Resultados similares foram obtidos com o uso de um anti-

corpo monoclonal (anti-Mol(904)) (SIMPSON et al., 1988) dirigido 

contra a glicoproteina Moi, presente na membrana plasmática dos 

neutrófilos, a qual tem um papel importante no processo de adesão 

destes ao endotélio vascular; ou contra o fragmento deste 

(F(ab') «) (SIMPSON et al., 1990), que, sem reduzir o número de 

PMNs circulantes, causaram uma inibição da adesão e da agregação 

destes no tecido reperfundido. Os resultados destes estudos mos-

tram também uma redução da lesão miocárdica secundária à isquemia 

e reperfusão. 

Aplicação de antioxidantes 

Dadas as crescentes evidências de que os RL0 B teriam um 

papel importante na patogênese da lesão isquêmica e de reperfusão 

(LARNER, CONWAY, 1989; S0UTH0RN, POWIS, 1988; WERNS.SHEA, LUCCHE-

SI, 1986), existem na literatura trabalhos nos quais utilizou-se 
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dos mesmos. 

Foram aplicadas algumas enzimas, como a superóxido-dismu-

tase (SQD) e a catálase (CAT) (JOLLY et al., 1984), ou drogas 

como o captopril (WESTLIN, MULLANE, Í9BB), obtendo-se uma redução 

significativa da área de lesão miocárdica comparada com os grupos 

controle, embora outros autores não tenham mostrado os mesmos re-

sultados com o uso de SQD e CAT (PRZYKLENK, KLONER, 1989). 

ZWEIER e cols. (1987) demonstram que a superóxido dismuta-

se humana recombinante (SOD h-r)reduz a concentração de . Us no 

miocárdio reperfundido, o que sugere que o efeito benéfico da SOD 

h-r é devida à sua ação antioxidante dos RLO B. 

Consideramos importante analisar com mais detalhes o tra-

balho experimental de JOHNSON III e cols. (JOHNSON III, TSAO, 

LEFFER, 1990b) onde os autores analisam o efeito cardioprotetor 

da SOD em doses baixas; o nitri to de sódio, um doador de óxido 

nítrico (NO), também usado em doses baixas, e o efeito sinérgico 

de ambos. Os resultados deste trabalho demonstram que a SOD, nas 

doses usadas não tem um efeito protetor significativoi já o ni-

trito de sódio acidificado oferece certa proteção, mas a combina-

ção de ambos monstra um sinergismo, com uma proteção significati-

va do tecido isquêmico comparado com o grupo controle. Os resul-

tados mostram que este efeito protetor é independente do acúmulo 

de neutrófilos, já que não existia nenhuma diferença significati-

va entre os grupos na atividade da mieloperoxidase tecidual no 

tecido miocárdico, a qual representa um índice do conteúdo de 

neutrófilos. Esse efeito benéfico independe também de um possível 

efeito hemodinâmico, já que não existia nenhuma diferença signi-
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ficativa na que se refere áo índice pressão-f reqdlencia. 

Segundo os autores, o uso combinado de SOD e de nitrito de 

sódio preveniria a lesão celular causada por substâncias tóxicas 

produzidas pelos PMNs presentes na área isquêmica. 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 óxido nítrico, liberado pelo nitrito de sódio, que tem 

a propriedade de inibir a adesão e a agregação de plaquetas ao 

endotélio em ação sinérgica com a PI B, existindo então uma inte-

ração entre a SOD o óxido nítrico, preservando assim a integrida-

de do endotélio. Não é descartado um efeito direto sobre o mióci-

to. 

Outro possível mecanismo sugerido pelos autores é que a 

SOD, com sua propriedade antioxidante, evitaria o conhecido efei-

to inativador dos RLO a sobre o NO (GRYGLEWSKI, PALMER, MONCADA, 

1906) 

Os autores mencionam que a magnitude do efeito protetor do 

nitrito de sódio neste trabalho é comparável àquele obtido com 

doses maiores do mesmo fármaco, analisado num estudo prévio da 

mesma autoria (JOHNSON III et al., 1990a), no qual o efeito pro-

tetor do nitrito de sódio parece também não estar relacionado à 

redução do consumo de oxigênio pelo miocárdio. 

CONSEQUÊNCIAS DA ATIVACSO DO SISTEMA DE COMPLEMENTO NO TECIDO 

ISQUÊMICO 

Como já foi comentado, vários estudos, experimentais e 

clínicos, demonstram o papel da ativação do Sistema de Complemen-
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to na patogenesie da lesão no infarto de miocárdio. São vários os 

produtos da ativação do Sistema de Complemento implicados. 

Trabalhos experimentais têm sido realizados com o objetivo 

de de-finir os e-feitos cardíacos das anafilotoxinas. DEL BALZO e 

cols. (DEL BALZO, LEVI, POLLEY, 19B5), em estudo realizado em co-

rações de cobaia isolados, mostram que a administração de C3a por 

via intracoronária, causa taquicardia, alteração da condução 

atrioventricular, uma disfunção contrátil do ventrículo esquerdo 

e vasoconstrição coronária. Os autores sugerem que o efeito dele-

tério causado por C3a pode ser mediado pela histamina, leucotrie-

nos e prostanóides vasoativos, já que estes efeitos deletérios 

foram antagonizados por drogas que atuam sobre estas substâncias 

vasoativas. 

ITO e cols. (1990), mostram o efeito deletério da infusão 

intracoronária de C5a em porcos, a qual causou uma queda do fluxo 

coronário, assim como uma disfunção contrátil. Os autores mostram 

também uma queda dos níveis de leucócitos no sangue venoso coro-

nário na ausência de alterações nos níveis de leucócitos no san-

gue arterial, indicando um seqüestro intracardíaco de PMNs. 0 uso 

de bloqueadores de receptores de leucotrienos e tromboxano causou 

uma abolição dos efeitos da anafilotoxina sobre o fluxo coronário 

e sobre a função contrátil, não tendo efeito sobre o seqüestro de 

leucócitos no miocárdio induzida pelo C5a. Os autores concluem 

que a vasoconstrição coronária e a disfunção contrátil em respos-

ta à infusão intracoronária de C5a são mediadas pelo tromboxano e 

leucotrienos. 

STAHL e cols. (1990) mostram o mesmo efeito do C5a sobre o 

fluxo coronário e a contração miocárdica. Neste trabalha obse»— 
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va-se que o bloqueio da cicloxigenase com ácido aceti1-salicí1ico 

e o antagonismo do receptor tromboxano A B-prostaglandina H B, re-

duzem os efeitos do C5a sobre o fluxo coronário e a contração 

miocárdica, concluindo que o efeito deletério do C5a é dependente 

da ação do tromboxano-A B e provavelmente da prostaglandina-H B. 

Ds autores demonstram ainda que a infusão intra-coronária 

de C5a causa um incremento na produção de lactato no miocárdio e 

um aumento da extração miocárdica de 0 B , indicando um desequilí-

brio entre a oferta e a demanda de oxigênio, demonstrando assim 

que a infusão de C5a produz uma isquemia miocárdica. Deve-se men-

cionar que a infusão de C5a não teve nenhum efeito hemodinimico 

sistêmico, eliminando assim a possibilidade da isquemia ser cau-

sada por algum efeito periférico do C5a. 

MARTIN e cols. (1988) mostram que a infusão intracoronária 

de C5a causa uma redução significativa do fluxo coronário regio-

nal e uma deterioração da função miocárdica. A administração de 

C5a não alterou a pressão de perfusão, nem a freqüência cardíaca, 

no entanto, houve uma queda no conteúdo venoso de 0 B , indicando 

um desequilíbrio entre a oferta e a demanda de oxigênio.Além dis-

to, a diferença artério-venosa do número de granulócitos aumentou 

significativamente após a infusão da anafilotoxina, indicando um 

seqüestro daqueles no miocárdio. 

Em estudo paralelo, os autores mostram que a infusão de 

C5a em artéria coronária isolada não causa vasoconstrição, mesmo 

quando reperfundida com sangue total. Os autores sugerem que a 

queda do fluxo coronário causada por C5a in vivo possa estar me-

diada por neutrófilos. 

U m o u t r o p r o d u t o d a a t i v a ç ã o d o C o m p l e m e n t o q u e p o d e e s t a r 
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implicado na lesão tecidual isquêmica, é o CLM. 

Recentemente tem sido demostrada a deposição do CLM em 

áreas miocárdicas infartadas. Assim um grupo de pesquisadores em 

dois trabalhos recentes, mostra a deposição do complexo C5b-9 em 

áreas in-fartadas em material de autópsia procedente de pacientes 

com in-farto de miocárdio. Num primeiro trabalho (SCHAFER et 

al.,1986) os autores demonstram que a deposição do complexo C5b-9 

ocorre seletivamente nas áreas de in-farto, sendo que o complexo 

-foi localizado tanto na membrana de células miocárdicas como tam-

bém nas estruturas intracelulares. Os autores sugerem que o CLM 

depositar—se-ia sobre as células miocárdicas isquêmicas com o 

conseqüente e-feito deletério. 

Este mesmo grupo de autores (HUGO et al. 1990), em mate-

rial de autópsia, -faz uma análise quantitativa dos dois tipos de 

complexo C5b-9. 0 complexo C5b-9 ligado à membrana com atividade 

citolitica (C5b-9(m)) e o complexo citoliticamente inativo ligado 

à Proteína S (SC5b-9), comparando o tecido in-fartado com o não 

in-fartado. Os autores demonstram haver uma concentração do com-

plexo C5b-9 três vezes maior no tecido isquêmico comparado com o 

tecido normal, sendo que os níveis tanto do C5b-9(m> e do comple-

xo SC5b-9 estão elevados na área isquêmica com um ligeiro predo-

mínio do complexo ligado à membrana. 

Num trabalho recente, VAKEVA e cols. (VAKEVA, LAURILA, ME-

RI, 199S) demonstram que além de haver depósitos do CLM e lesões 

que lembram a estrutura deste no tecido miocárdico in-fartado, 

existe uma menor expressão de CD59, que como é sabido tem um 

e-feito protetor sobre as células -frente á lesão mediada pelo Com-

plemento. Os autores sugerem que esta menor expressão de CD59 se-
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ja provavelmente a principal causa que predispõe o tecido miocár 

dico ao ataque dò Complemento no infarto de miocárdio. 

INTERVENÇÕES SOBRE 0 SISTEMA DE COMPLEMENTO 

Alguns autores, em trabalhos experimentais, analisam o 

efeito de algumas intervenções sobre a ativação do Sistema de 

Complemento. 

MAROKO e cols. (1978) estudaram o efeito do fator de vene-

no de cobra (FVC) sobre a lesão tecidual isquemica em modelos ex-

perientais. A proteína do FVC que reduz os níveis de Complemento 

é o 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 à ativação e como conseqüência o consumo do Comple-

mento pela via alternativa. 

Num primeiro estudo o grupo de MAROKO analisou o efeito do 

uso do FVC na redução da necrose miocárdica, após oclusão coroná-

ria em cachorros (MAROKO et al., 1978), comparando um grupo de 

animais tratados com o FVC aplicado 30 minutos após a oclusão da 

artéria coronária descendente anterior, com um grupo controle, no 

qual não foi aplicada nenhuma terapia. Vinte e quatro horas após 

a oclusão coronária, os resultados monstram uma redução signifi-

cativa da extensão da lesão miocárdica tecidual no grupo de ani-

mais tratados, sendo que neste grupo os níveis de Complemento to-

tal no soro, expressos por sua atividade hemolítica, tiveram uma 

queda importante após a administração do FVC. Os autores mostram 
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haver também uma redução importante da infiltração de PMNs na 

área isquêmica. Os autores concluem que a administração do FVC 30 

minutas após a oclusão coronária, causa uma redução da área de 

in-farto, e que este e-feito benéfico seria resultado da menor for— 

mação de fatores quimiotáticos, evitando assim o aumento do acú-

mulo de polimorfonucleares na área isquêmica, e a conseqüente li-

beração de enzimas lisossomais. 

Posteriormente, o mesmo grupo de autores (MACLEAN et al., 

1978) analisa o efeito benéfico do uso do FVC 5 minutos após a 

oclusão coronária, estudo realizado em ratos. Foram analisados 

dois grupos de animais, um sacrificado 48 horas após a oclusão e 

um segundo, 3 semanas após a mesma. 

Os resultados obtidos são similares aos resultados do tra-

balho anterior, demonstrando um efeito benéfico do uso do FVC so-

bre a extensão da área de lesão isquêmica, sendo que este estudo 

demonstra que o efeito benéfico é essencialmente similar, tanto 

após 48 horas como 21 dias após a oclusão coronária. 

Um outro grupo de pesquisadores confirma os resultados ob-

tidos por MAROKQ e cols. em modelos experimentais realizados em 

primatas (CRAWFQRD et al., 1988; PINCKARD et al., 1980). No tra-

balho publicado em 1988, os autores demonstram que a aplicação do 

FVC 30 minutos após a ligação coronária, leva à uma redução da 

área de lesão isquêmica, da infiltração de PMNs e também à uma 

redução dos níveis plasmáticos de C3 , C5 e C6, além de causar 

uma redução da deposição de C3 e C5 no miocárdio infartado. Os 

autores sugerem que o efeito benéfico do uso do FVC estaria rela-

cionado tanto a uma redução da infiltração de PMNs no miocárdio 

isquêmico infartado, o que poderia reduzir a lesão tecidual, pre-
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venindo a liberação de enzimas lisossomais e RLQ e pelos PMNs, as-

sim como a alteração na reologia da microcirculação cardíaca no 

miocárdio isquêmico causada pelos PMNs; mas, também, através de 

mecanismos independentes dos PMNs, já que, com um menor acúmulo 

de C5 no miocárdio isquêmico, haveria uma redução na formação do 

CLM (C5b-9), evitando assim o efeito deletéria deste sobre o te-

cido miocárdico. 

Num outro trabalho WEISMAN e c o l s . (1990) analisam o efei-

to benéfico da administração do receptor de Complemento tipo i, 

solúvel recombinante (sCRi), num modelo experimental em ratos. 0 

sCRl é administrado imediatamente antes da oclusão coronária, 

após a qual o tecido miocárdico é reperfundido. 

0 receptor de Complemento tipo i tem uma atividade inibi-

tória sobre ambas as vias de ativação de Complemento, devido a 

sua especificidade de ligação com C3b e C4b dos complexos C3 e 

C5-convertases da via clássica e alternativa. Esta ligação de CRI 

com C3b e C4b causa a deslocação das subunidades catalíticas de 

ambas enzimas (C2a e Bb), além de ter uma atividade de cofator do 

fator I levando assim à inativação de C3b e C4b, e por conseguin-

te, das convertases. 

Nos animais tratados com sCRi, houve um menor acúmulo de 

leucócitos na área infartada, e uma menor deposição do CLM no en-

dotélio vascular nesta área. Esta conduta levou à uma redução 

significativa do tamanho do infarto de miocárdio reperfundido, e 

a uma redução da freqüência de infarto transmural, além de um me-

nor acúmulo de PMNs na área infartada, comparadas com os animais 

controle. Outro dado importante deste estudo é que a administra-

ção de sCRl não causou uma expansão da área infartada. 
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Os autores realizaram também uma análise in vitro da ati-

vidade anticomplementar do sCRl, mostrando que em concentrações 

de 0,9 a 1 nM, o sCRl inibe a atividade hemolítica dos soros hu-

mano e de rato altamente diluídos. 

Dos estudos experimentais citados desprende-se por um lado 

que o Sistema de Complemento tem um papel importante na patogenia 

da lesão isquêmica do miocárdio, e por outro, que a intervenção 

sobre o processo de ativação do Complemento na isquemia é alta-

mente benéfica, principalmente porque reduz si gni f i cati vãmente a 

extensão da área de lesão isquêmica. 

EVIDÊNCIAS DO EFEITO PROTETOR DOS NITRATOS 0RG&NIC0S SOBRE 

0 TECIDO MIOCdRDICO ISQUÊMICO 

Embora os nitratos sejam usados rotineiramente no trata-

mento da angina pectaris, até alguns anos atrás, o uso destes era 

contraindicado no tratamento do IAM, por causar uma queda da 

pressão arterial sistêmica e o conseqüente incremento da -freqüên-

cia cardíaca, provocando um aumento de consumo de oxigênio pelo 

miocárdio, o que poderia levar a uma extensão da lesão . isquêmica 

(SMITH et al., 1973). No entanto, trabalhos experimentais e clí-

nicos mostram que o uso dos nitratos na -fase aguda do miocárdio 

pode ser benéfico reduzindo a extensão da área de lesão isquêmi-

ca, avaliada tanto anatomicamente como laboratorialmente, pela 

análise de índices eletrocardiográficos, avaliação da -função ven-

tricular e determinação da liberação de creatino-quinase. 
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Estudos experimentais 

HIRSHFELD JR. e cols. (1974) analisam o efeito do trata-

mento com nitroglicerina sobre a severidade e extensão do infarto 

do miocárdio, comparado com um grupo controle. Nos animais nos 

quais -foi administrada a nitroglicerina, foi aplicada uma infusão 

de metoxamina, um agonista alfa-adrenérgico, a fim de prevenir os 

efeitos do nitrato sobre a freqüência cardíaca e a pressão arte-

rial. Esta conduta levou a uma atenuação das alterações eletro-

cardiográficas da isquemia, assim como a uma menor incidência de 

infarto transmural e um aumento da sobrevida. Os autores concluem 

que a administração simultânea de nitroglicerina e metoxamina é 

capaz de prevenir ou de reduzir a lesão isquimica após oclusão 

coronária. 

Num outro trabalho experimental, MYERS e cols. (1975) ana-

lisou o efeito da aplicação da nitroglicerina sobre a isquemia 

aguda, num modelo experimental com oclusões coronárias crônicas. 

A administração de nitroglicerina por via intravenosa durante a 

oclusão aguda da coronária descendente anterior, levou à uma re-

dução da isquemia miocárdica quando a freqüência cardíaca reflexa 

aumentou menos de 50%i já um incremento maior a 50% causou um au-

mento da isquemia miocárdica. 0 uso de metoxamina, um agonista 

alfa-adrenérgico, a fim de prevenir as alterações hemodinâmicas 

causadas pela nitroglicerina, levou a uma diminuição ainda maior 

da isquemia. 

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

na no fluxo sanguíneo colateral e no tamanho do infarto. Num pri-
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meiro grupo de animais -foi administrada solução salina, num se-

gundo a nitroglicerina e num terceiro a nitroglicerina simultane-

amente com metoxamina, a -fim de prevenir as alterações causadas 

pelo nitrato na pressão arterial e -freqüência cardíaca. Compara-

dos com o grupo controle, ambos os grupos de animais tratados 

mostram uma redução do tamanho do in-farto, sendo que a aplicação 

simultânea de nitroglicerina e metoxamina não causou uma redução 

no tamanho do in-farto maior ao do segundo grupo, no qual -foi ad-

ministrada somente a nitroglicerina; o mesmo acontecendo com o 

-fluxo coronário, já que tanto no segundo como no terceiro grupo 

houve um incremento similar deste na área de in-farto. Os autores 

concluem que o e-feito protetor da nitroglicerina não depende da 

queda na demanda de oxigênio pelo miocárdio, mas sim de um incre-

mento no -fluxo colateral, resultante da vasodilatação coroná-

ria.Os autores indicam que, ao contrário dos trabalhos anterio-

res, a aplicação simultânea de metoxamina não teve um e-feito be-

néfico adicional, possivelmente porque as alterações da freqüên-

cia cardíaca causadas pela nitroglicerina neste estudo, foram pe-

quenas . 

Posteriormente, JUGDUTT (1983a) demonstrou que o uso da 

nitroglicerina numa dose que reduzisse a pressão arterial em 10%, 

levaria a uma redução da área de necrose. Já doses maiores não 

teriam o mesmo efeito benéfico. 

Este mesmo autor analisou também os efeitos da nitroglice-

rina, do ibuprofeno e da prostaciclina sobre a área de infarto, 

assim como sobre a cicatrização do tecido miocárdico após o in-

farto (JUGDUTT, 1985). Q autor demonstra que a terapia com estes 

três fármacos leva a uma redução do tamanho do infarto. A nitro-
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glicerina e a prostaciclina não alteraram de -forma significativa 

o processo de cicatrização, já o ibuprofeno causou uma marcada 

expansão do infarto, similar ao grupo controle. 

JOHNSON III e cols. (1990a) analisam o efeito protetor do 

Nitrito de Sódio acidificado, que forma NO, em estudo experimen-

tal de isquemia miocárdica seguida de reperfusão. 0 Nitrito de 

Sódio (NaN0 a) foi administrado em três doses diferentes, sendo 

que nenhuma delas causou alterações hemodinimicas significativas. 

A lesão isquêmica e o tamanho da área necrótica foram menores nos 

grupos nos quais foram utilizadas doses maiores de NaN0 a. 

Foi analisado também o efeito desta conduta sobre o acúmu-

lo de neutrófilos na área isquêmica, mostrando que com doses 

maiores houve uma redução significativa do mesmo. 

Em estudo paralelo in vitro os autores obtiveram uma ini-

bição da agregação plaquetária com o NaN0 a. 

Os autores mencionam como possíveis mecanismos pelos quais 

o NaN0 B exerce seu efeito protetor, o efeito vasodilatador do 

mesmo; a provável interação com outros mediadores da vasodilata-

ção, como a Pl s; a inibição de mediadores liberados por neutrófi-

los ou plaquetas com efeito vasoconstritor e citotóxico; e por 

último, um efeito citoprotetor direto sobre o tecido miocárdico. 

Num outro trabalho (JOHNSON III, TSAO, LEFFER, 1990b), co-

mentado anteriormente, o uso concomitante de Nitrito de Sódio e 

da enzima superóxido dismutase mostrou um efeito protetor, inde-

pendente da presença de neutrófilos. 

0 estudo experimental de FUKUYAMA e ROBERTS (197B) não 

mostra uma redução significativa do tamanho do infarto com a in-

fusão de nitroglicerina num período de 8 horas após a oclusão co-
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ronária. Os autores concluem que a nitroglicerina pode ser bené-

fica no tratamento do espasmo coronário, não o sendo na oclusão 

coronária prolongada. Com referência a este trabalho, JUGDUTT e 

cols. (19Bia) sugerem que os motivos para este resultado negativo 

poderiam ser os seguintes: uma queda importante na PAM em alguns 

dos animais tratados; as altas freqüências cardíacas nos animais 

tratados em comparação com o grupo controle; o pequeno incremento 

no fluxo coronário colateral obtido e o método de análise do in-

farto, aonde não foi considerado o tamanho do leito coronário 

ocluído. 

Estudos clínicos 

Vários estudos clínicos têm demonstrado o efeito benéfico 

dos nitratos, causando uma redução da lesão isquêmica e do tama-

nho do infarto, assim como uma redução na mortalidade após o mes-

mo . 

FLAHERTY e cols. (1975), mostram que a aplicação intrave-

nosa de nitroglicerina em pacientes com IAM dentro as primeiras 

15 horas após o inicio do quadro, leva a uma melhora da função 

ventricular e a uma redução da extensão da isquemia miocárdica 

avaliada pelo somatório das alterações do segmento ST. 

Posteriormente, o mesmo grupo de autores (FLAHERTY et al., 

1976), analisa o efeito da infusão intravenosa de uma dose maior 

de nitroglicerina dentro as 24 horas após o infarto, num grupo de 

pacientes da classe funcional I, II e III. Nos pacientes com in-

farto anterior, foi realizado um mapeamento seriado do segmento 

ST, que mostrou uma redução da extensão da isquemia miocárdica 
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com o uso da nitroglicerina. Ds resultados mostram também uma me-

lhora na -função ventricular no subgrupo de pacientes com disfun-

ção ventricular esquerda severa. 

CHICHE e cols. (1977) mostraram uma redução significativa 

dos índices de extensão secundária da necrose em pacientes trata-

dos com nitroglicerina. Este estudo mostra também uma redução na 

mortalidade no grupo de pacientes tratados com nitroglicerina 

comparados com o grupo controle. 

BUSSMANN e cols. (19Bia>, demonstraram uma redução signi-

ficativa da liberação de creatino-quinase em pacientes com infat— 

to de parede anterior e posterior, independentemente se a nitro-

glicerina foi administrada antes ou após oito horas do inicio dos 

si ntomas. 

JAFFE e cols. (19B3) mostram uma redução na área do infar-

to, similar à obtida por BUSSMANN, mas unicamente em pacientes 

com infarto de parede inferior. 

No estudo de JUGDUTT e cols. (19B3b), 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 extensão da assinergia do ventrí-

culo esquerdo, analisada por ecocardiografia. Este efeito foi as-

sociado a uma redução da lesão isquêmica e do tamanho do infarto. 

ZASLAVSKAYA e cols. (19B5), mostram que o uso de nitrogli-

cerina de ação prolongada leva a uma redução da zona de peri-in-

farto no terceiro dia de evolução. Uma análise randomizada re-

trospectiva mostra uma menor incidência de complicações, como a 

insuficiência de ventrículo esquerdo, distúrbios de ritmo e con-

dução e edema pulmonar. 
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Recentemente, JUGDUTT e WARNICA (1988) demonstram o efeito 

benéfico do uso da nitroglicerina sobre a área de lesão, tanto em 

pacientes com infarto de parede anterior quanto inferior. Já a 

mortalidade após 3 e 12 meses era menor no grupo com infarto de 

parede atvterior, não acontecendo o mesmo com os pacientes com in-

farto de parede inferior. 

Numa meta-anàlise, VUSUF e cols. (198B) fazem uma revisão 

de 10 estudos nos quais a nitroglicerina ou o nitroprussiato de 

sódio foram aplicados em pacientes com IAM, abrangendo um total 

de 2.000 pacientes. A análise coletiva destes dados mostra uma 

forte evidência do efeito benéfico desta conduta, já que os re-

sultados indicam uma redução em 35% no risco de morte nos pacien-

tes tratados comparados com o grupo controle. A redução do risco 

de mortalidade com a nitroglicerina é de 45%, sendo maior aos re-

sultados obtidos com nitroprussiato de sódio, com uma redução de 

23%, embora esta diferença não seja significativa nesta meta-aná-

lise. Este estudo mostra também uma redução maior da mortalidade 

precoce, comparada com a mortalidade tardia. Estes dados sugerem 

que os nitratos orgânicos aplicados por via intravenosa reduzem a 

mortalidade quando aplicados precocemente em pacientes com infa»— 

to de miocárdio 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 redução na mortalidade em pa-

cientes com IAM quando tratados com DNIS por via oral, nas pri-

meiras 8 horas após o inicio dos sintomas, não ocorrendo o mesmo 

com os pacientes tratados após as 8 horas. Os autores mostram 

também uma redução significativa na incidência de arritmias car-
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díacas nos primeiros 5 dias após IAM no grupo de pacientes trata-

dos com DNIS. 

Já PABóN OSUNA e cols. (19B5), num estudo de pacientes com 

infarto de parede inferior tratados com DNIS sublingual, não mos-

tram efeito benéfico algum sobre o tamanho do infarto. 

MARMOR e KLEIN (1990) analisam o efeito da administração 

do DNIS em spray sobre a liberação da isoenzima creatino-quina-

se-MB (CK-MB) após isquemia miocárdica induzida por estimulação 

atrial em pacientes com doença coronária. Os autores mostram que 

embora a estimulação atrial causasse uma depressão do segmento 

ST, o DNIS levou a uma abolição completa da liberação de CK-MB 

dosada em sangue obtido do seio coronário, concluindo que, inde-

pendente de se a elevação dos níveis de CK-MB represente uma ne-

crose miocárdica ou uma isquemia miocárdica reversível, estes re-

sultados indicam um possível efeito benéfico do DNIS no processo 

especifica relacionada à liberação de CK-MB pelas células miocán— 

dicas. 

FITZGERALD e BENNETT (1990) analisam o efeito do mononi-

tr \to-5 de isossorbida (MN-5 ISO) aplicado por via oral, em 360 

pacientes com IAM, classificados de acordo com o grau de insufi-

ciência cardíaca. A mortalidade total no grupo tratado e no grupo 

controle é similar após 5 dias e 6 meses. No entanto, em pacien-

tes com insuficiência cardíaca existe uma redução não significa-

tiva na mortalidade no grupo tratado com MN-5 ISO. Já no grupo de 

pacientes sem insuficiência cardíaca ocorre um incremento não 

significativo na mortalidade no grupo de pacientes tratados, após 

5 dias. Os autores concluem que o MN-5 ISO pode ser benéfico em 

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

Evidências do efeito bené-fico dos nitratos orgânicos sobre a 

incidência de arritmias causadas por isquemia 

Estudos têm analisado também o e-feito dos nitratos sobre a 

incidência deste tipo de arritmias cardíacas. 

KENT e cols. (1974) num modelo experimental, analisaram o 

e-feito da nitroglicerina na estabilidade elétrica do miocárdio 

isquêmico através da medida do limiar de fibrilação ventricular 

antes e após isquemia aguda. No grupo de animais tratados com ni-

troglicerina, o limiar de fibrilação ventricular após 6 minutos 

de isquemia aguda, teve um aumento significativo. Num outro gru-

po, no qual -foi aplicada a -feni le-frina, um agonista al-fa-adrenér-

gico, a fim de evitar a queda da pressão arterial causada pela 

nitroglicerina, o limiar de fibrilação ventricular teve um aumen-

to ainda maior. Os autores sugerem que este efeito benéfico este-

ja relacionado provavelmente a uma redução da lesão isquêmica. 

Este mesmo grupo de autores (BQRER et al., 1974), analisa 

o efeito da nitroglicerina na incidência de fibrilação ventricu-

lar espontânea durante a oclusão coronária. Este trabalho mostra 

que a infusão intravenosa de nitroglicerina conjuntamente com me-

toxamina, leva a uma queda significativa da incidência de fibri-

lação ventricular na isquemia aguda, em comparação com o grupo 

controle. 

Estudos clínicos têm também analisado o efeito dos nitra-

tos orgânicos sobre a incidência das arritmias na isquemia mio-

cárdica aguda. MIHAL1CK e cols. (1974) mostram que o uso de ni-
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troglicerina em pacientes com IAM, reduz a incidência de extras-

sístoles ventriculares em comparação com o grupo controle. 

BECKER e cols. (1978) analisam o e-feito do uso de nitro-

glicerina na incidência de arritmias ventriculares complexas em 

pacientes com IAM. A análise por sistema Holter 24 horas, mostrou 

que no primeiro dia de terapia, a incidência deste tipo de arrit-

mias era similar tanto no grupo controle, como no grupo tratado 

com nitroglicerina. Já no 10o dia após IAM, o grupo de pacientes 

tratados com nitroglicerina não apresentava nenhum tipo de a»— 

ritmias ventriculares complexas, já o grupo controle mostrava uma 

incidência importante das mesmas. 

Os resultados dos trabalhos mencionados sugerem que a ca-

pacidade da droga em diminuir a lesão isquêmica tem importância 

-funcional (MYERS et al . , 1975). 

Os e-feitos bené-ficos do uso dos nitratos orgânicos e deri-

vados no tratamento da doença isquêmica coronária, tanto em estu-

dos experimentais como clínicos, estão relacionados, segundo os 

autores, aos efeitos hemodinâmicos, causando uma redução do con-

sumo de oxigênio pelo miocárdio (AHLNER et al., 1991} AMTORP, 

1987), ao efeito vasodilatador coronário (BROWN et al., 1981; 

DODGE, BROWN, 1984; AMTORP, 1987) e ao provável efeito antiagre-

gante plaquetário dos mesmos (AHLNER et al., 1991; DE CATERINA 

et al. 1984; DE CATERINA et al., 1990; DIODATI et al., 1990; GER-

ZER et al., 1989). 
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DISCUSSÃO DO MÉTODO APLICADO PARA A ANÁLISE DA ATIVIDADE ANTICOM-

PLEMENTAR DO MQNQNITRATQ-5 DE ISQSSQRBIDA 

Para análise da atividade anticomplementar do mononitra-

to-5 de isossorbida foi aplicado neste trabalho um método cinéti-

co de análise da atividade lítica do Complemento. 

Para a avaliação da atividade lítica do Complemento pela 

via clássica, foram utilizadas hemácias de carneiro sensibiliza-

das com hemolisina, já para a avaliação da via alternativa foram 

utilizadas hemácias de coelho com uma conhecida propriedade ati-

vadora da via alternativa (PLATTS-MILLS, ISHIZAKA, 1974). 

0 método utilizado consiste num ensaio turbidimétrico da 

lise das hemácias; nas condições aplicadas, a absorvância da sus-

pensão de eritrócitos é diretamente proporcional à concentração 

das células (POLHILL JR., PRUITT, JOHNSTON JR., 1978). A absor-

vância de várias amostras pode ser mensurada de forma sucessiva, 

o que permite uma análise comparativa. 

Já que a lise causa uma queda da turbidez da suspensão de 

hemácias, o processo pode ser seguido continuamente através da 

mensuração da absorvância em função do tempo. 0 uso da longitude 

de onda de 700 nanômetros evita interferências, já que está fora 

da absorção de banda da hemoglobina, além de que o espectro eri-

trocitário não contribui significativamente para a absorvância 

nesta longitude de onda. Portanto, com a lise celular, a absor-

vância da suspensão cai em proporção direta ao número de células 

lisadas. 0 tempo no qual a metade das células são lisadas (T 1/2) 

é o tempo no qual a absorvância é equidistante entre seu valor 
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inicial ao tempo 0, antes da lise, e a absorvância residual, 

quando todas as células são lisadas (POLHILL JR., PRUITT, J0HNS-

TON JR., 1978). 

As leituras turbidimétri cas poderiam ser afetadas pela se-

dimentação natural das hemácias, no entanto, a velocidade desta 

sedimentação natural é lenta, já que para acontecer a queda da 

absorvância em 50% por sedimentação das hemácias de uma suspensão 

similar á utilizada neste trabalho, são necessários aproximada-

mente 80 minutos (POLHILL JR., PRUITT, J0HNST0N JR., 1978). No 

presente trabalho os tempos máximos de leitura de hemólise encon-

tram-se entre 20 a 30 minutos. Portanto, a sedimentação natural 

das hemácias pode ser considerada sem significância prática. è 

por este motivo que -foram realizados experimentos iniciais a -fim 

de determinar um T 1/2 controle suficientemente curto, para que 

os T 1/2 das diferentes soluções estudo não tivessem uma duração 

maior a 30 minutos. Produto disto e também a escolha das diferen-

tes diluições de soro utilizadas nos experimentos tanto para a 

via clássica, como alternativa. 

Como foi mostrado anteriormente, o método aplicado neste 

trabalho mostrou uma reprodutibi1 idade adequada, além de ser de 

execução relativamente simples e rápida (BARBOSA, Í9B3; FERRI ANI, 

1988). 

Deve-se lembrar também que o tempo hábil para a utilização 

do sistema indicador de hemólise era limitado, pelo qual teve-se 

a necessidade de preparar por várias vezes as suspensões de hemá-

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

Este trabalho -foi realizado para determinar a atividade 

anticomp1 ementar do mononitrato-5 de isossorbida in vitro. 0 mé-

todo utilizado permitiu analizar o e-feito da droga sobre a ativi-

dade lítica do Complemento, em ambas as vias de ativação, a via 

clássica e alternativa. 

Os resultados do primeiro experimento (tab. 5 e 6, -fig. 9 

e 10) mostram uma atividade anticomplementar do MN-5 ISO atuando 

sobre as duas vias. Esta atividade anti complementar mostra ser 

dependente da concentração, obtendo-se uma maior inibição da ati-

vidade hemolítica do Complemento com o uso de concentrações pro-

gressi vãmente maiores. 0 -fato de o MN-5 ISO atuar sobre ambas as 

vias de ativação, sugere que este e-feito 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 

e-feito do tempo de incubação sobre a atividade anticomplementar 

do MN-5 ISO (tab. 7 e 8, -fig. 11 e 12), mostram um aumento mode-

rado da ação anticomplementar, com tempos de incubação de 0 a 30 

minutos, sendo que com tempos maiores, houve uma estabilização 

desta atividade anticomplementar. Estes resultados indicam que o 

MN-5 ISO exerce sobre a cascata de Complemento um e-feito inibitó-

rio e não de consumo, já que tempos maiores de incubação, 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 -fração ativa do veneno de sapo ( BAR-
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BOSA, 1983), o que de fato não ocorreu. 

ü aumento moderado com tempos de incubação de 0 a 30 minu-

tos não pode ser explicado em base aos resultados obtidos, poden-

do se tentar dar algumas possíveis explicações. A primeira é que 

a solução da droga era mantida à temperatura ambiente (SH0C), 

sendo adicionada á solução de Complemento, a qual era pré-incuba-

da a 37°C. Então, esta adição da solução da droga com uma menor 

temperatura, poderia levar à queda da temperatura da mistura pro-

vocando por conseguinte um retardo na interação química droga-

Complemento. Esta possibilidade é particularmente válida para ex-

plicar as diferenças nos resultados obtidos com tempos de incuba-

ção de 0 min, comparados com os tempos de incubação restantes. 

é sabido que os nitratos orgânicos sofrem uma biotransfoi— 

mação no plasma sanguíneo (ARMSTRONG et al., 1980; COSSUM, RO-

BERTS, 1985 i TAYLOR, JOANNIDES, PARKE, 1989), sendo esta trans-

formação dependente do tempo, o que levaria a supor da necessida-

de de um tempo determinado de incubação da droga com a solução de 

Complemento para esta biotransformação acontecer, com a conse-

qüente liberação de metabólitos, os quais seriam responsáveis pe-

lo efeito inibitório sobre a cascata do Complemento. No entanto, 

dadas as altas concentrações da droga e os pequenos volumes de 

soro utilizados, esta hipótese é pouco provável, embora não possa 

ser descartada definitivamente. 

0 terceiro experimento, no qual analisa-se o efeito inibi-

tório do mononitrato sobre as diferentes soluções de Complemento, 

tanto pela via clássica como alternativa, foi realizado com o ob-

jetivo de eliminar a possibilidade de um provável efeito da droga 

sobre os componentes dos tampões utilizados, e não sobre os com-
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ponentes da cascata de Complemento. Os resultados obtidos (tab. 9 

e 10, -f i 9. 13 e 14) demonstram que o e-feito inibitório é depen-

dente da solução de Complemento utilizada, já que as soluções que 

continham uma maior concentração de Complemento so-freram uma ini-

bição menor; devemos recordar que o volume -final de todos os ex-

perimentos era o mesmo, portanto soluções que continham uma maior 

concentração de Complemento, continham por sua vez, uma menor 

concentração dos componentes dos tampões utilizados. Estes resul-

tados eliminam a possibilidade de uma provável ação da droga so-

bre os componentes dos tampões utilizados. 

0 -fato de que as -formas básicas das curvas, independente-

mente da solução de Complemento utilizada, sejam semelhantes en-

tre si, re-forçam a afirmação anterior de que o efeito inibitório 

da droga é dependente da interação da mesma com algum dos compo-

nentes da cascata de Complemento. 

Mas os resultados deste experimento sugerem uma outra pos-

sibilidade: a de que a droga atuasse diretamente sobre as hemá-

cias, proporcionando a elas uma proteção contra a atividade líti-

ca do Complemento, já que nestes experimentos, a concentração da 

droga utilizada em todos eles, assim como a solução de hemácias, 

ambas eram constantes; portanto, a maior inibição obtida sobre 

uma solução contendo um menor volume de SHN, seria simplesmente 

conseqüência do volume de soro utilizado. 

A condutibilidade da solução da droga que era de 14,4 mS 

provavelmente não tenha interferido sobre a atividade lítica do 

Complemento. BARBOSA (1983) mostra que soluções com uma conduti-

bilidade maior a 20 mS tornam o meio inadequado à atividade do 

Complemento. 
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A concentração sérica do MN-5 ISO após uma dose oral de 20 

a 80 mg, é 2 X 10~* M a 3 X 10~* M (ABSHAGEN, 1984; MAJOR et al., 

1984, MEIBNER et al., 1991). Concentrações desta ordem não têm 

nenhum e-feito sobre a atividade hemolítica do Complemento nas 

condições experimentais aplicadas neste estudo in vitro, já que 

as concentrações utilizadas variaram de 2,1 x 1 0 - E M a 1,7 x 

10~A M para a via clássica e 2,7 x 1 0 _ E M a 2,2 x 1 0 _ i M para a 

via alternativa. Frente a isso pode-se colocar em dúvida o signi-

-ficado biológico dos resultados obtidos neste trabalho. 

No entanto, pode-se tentar analisar as possíveis causas 

pelas quais precisou-se de concentrações tão elevadas para obter 

resultados signi-ficativos, no que se refere à inibição da ativi-

dade hemolítica do Complemento neste estudo, o qual foi realizado 

in vitro e em condições específicas. Nesta tentativa, citaremos 

alguns fatos que a nosso juízo poderiam, pelo menos teoricamente, 

esclarecer esta questão. 

Em primeiro lugar, as análises foram realizadas in vitro, 

com condições ideais para o Complemento ser ativado, já que o 

sistema indicador de hemólise, isto é, o sistema hemolítico nos 

experimentos da via clássica, e as hemácias de coelho nos experi-

mentos da via alternativa, proporcionam as condições ideais para 

ativação da cascata do Complemento; além disto, o meio em que se 

desenvolve a reação consiste de tampões específicos, contendo os 

íons necessários para a ativação da cascata. Estas condições per-

mitem que volumes pequenos de soro causem a li se de um número 

considerável de hemácias num curto período de tempo. 

P o r o u t r o l a d o , n o s e x p e r i m e n t o s , o a l v o d o C o m p l e m e n t o 
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humano -foram hemácias heterólogas, de carneiro e de coelho. Sabe-

se que células autólogas estão protegidas contra o e-feito lítico 

do Sistema Complemento por várias proteínas inseridas na sua mem-

brana e outras solúveis, as quais, através de di-ferentes mecanis-

mos, -fazem com que a lise mediada pelo Complemento seja menos 

e-fetiva quando CQ e C9 são homólogos em relação às células alvo 

(ABBAS et al., 1991; HANSCH, 19B8). 

As proteínas conhecidas com esta propriedade de proteção 

de células autólogas são as seguintes proteínas da membrana celu-

lar: proteína de associação a C8 (C8bp - CQ-bi ndi ng-protein) cha-

mada também de -fator de restrição homólogo (homologous restric-

tion -factor); o inibidor de membrana da lise reativa, chamado 

também de protectina (CD59); o fator acelerador da dissociação 

(DAF - decay accelerating -factor), a proteína cofatora de membra-

na (membrane co-factor protein (MCP) ); e o receptor de Complemen-

to tipo 1 (CRI) (ABBAS et al., 1991; HANSCH, 1988; LACHMANN, 

1991; LAW, REID, 1988). 

A expressão destas proteínas, além das hemácias, foram de-

monstradas em células miocárdicas (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 áreas infartadas as expres-

são de CD59 estava claramente diminuída. 

As proteínas solúveis com esta mesma propriedade são o 

inibidor de Cl, o fator H, o fator I, a proteína de associação a 

C4 (C4bp) e a proteína S (ABBAS et al., 1991; LAW, REID, 1988; 

VERMES, 1989). 

A s p r o p r i e d a d e s p r i n c i p a i s d e s t a s p r o t e í n a s f o r a m m e n e i o -
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nadas nas tabelas 2 e 3. 

Sabe-se que o processo de -formação do complexo lítico de 

membrana C5b-9 para lise de células nucleadas é essencialmente 

similar àquele dos eritrócitos. Di-ferenças entretanto existem no 

que se re-fere à eficiência da lise, já que é necessário muito 

mais Complemento para a lise daquelas (HANSCH, 1988). 

Segundo KOSKI e cols. (1983), para a lise de uma célula 

nucleada acontecer, é necessária a -formação de mais de um canal 

transmembrana, o que a diferencia do processo de lise de hemá-

cias, onde a presença de uma única lesão funcional é suficiente 

(ROMMEL, MAYER, 1973). Portanto, provavelmente, a lesão causada 

pelo Complemento ativado durante o IAM dependa da formação de vá-

rios CLM sobre o miócito. 

A cinética da ativação da cascata de Complemento, assim 

como o efeito lítico desta ativação depende então de vários fato-

res como a concentração plasmática dos diferentes componentes do 

sistema, a presença de ativadores da cascata, do local de ativa-

ção e a presença de moduladores e inibidores da ativação, e o ti-

po de célula alvo, entre outros. No miocárdio isquimico, esta 

ativação dependerá provavelmente de todos estes fatores. 

As concentrações obtidas in vivo com doses terapêuticas de 

nitratos orgânicos, poderiam eventualmente provocar uma inibição 

da ativação do Complemento como a obtida no presente trabalho, em 

condições in vitro. 

Num estudo experimental TORFGARD e cols. (1989) demons-

traram que a concentração da nitroglicerina no coração de rato é 

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

D e v e m o s l e m b r a r t a m b é m q u e a a p l i c a ç ã o d o s n i t r a t o s o r g â -
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nicos na terapêutica da isquemia miocárdica inclui a administra-

ção por via i ntracoronária (BROWN et al. , 1981; CORWIN, REIFFEL, 

1985; DODGE, BROWN, 1984; HACKETT et al., 1987), o que obviamente 

permite obter-se uma maior concentração deles na circulação coro-

nária . 

Pode-se também supor que a interação da droga com os com-

ponentes da cascata de Complemento in vivo poderia ser diferente 

das condições apresentadas no estudo in vitra, porque, por um la-

do, a cinética da ativação da cascata de Complemento no IAM pro-

vavelmente seja diferente da cinética da ativação in vitro, sa-

be-se que no tecido isquimico, as alterações histológicas 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 necrótico avança do sub-

endocárdio para o subepicárdio. 

Por outro lado, se os resultados obtidos neste trabalho 

são o produto do efeito de algum metabólito do nitrato, existe a 

possibilidade de que em condições in vivo, a formação deste meta-

bólito ser maior por interação com componentes plasmáticos ou ce-

lulares . 

Sabe-se que a hemoglobina (Hb) interfere no efeito vasodi-

latador dos nitratos orgânicos e na sua biotransformação (BEN-

NETT, citado em BENNETT et al., 1988; FEELISCH, NOACK, 1987; MAR-

TIN, W. et al., 1985). é difícil definir o possível efeito da Hb 

nos experimentos do presente trabalho, já que ocorre uma libera-

ção desta após a lise das hemácias. 

A n a l i s a n d o o s r e s u l t a d o s d o p r e s e n t e t r a b a l h o , q u e m o s t r a m 
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que o MN-5 ISO, em concentrações altas leva à inibição do e-feito 

citolitico do Complemento, conjuntamente com os resultados obti-

dos por JOHNSON III e cols. (1990a), que sugerem que o nitri to de 

sódio, que libera NO, poderia exercer um e-feito citoprotetor di-

reto sobre o miocárdio, e os resultados do estudo de MARMOR e 

KLEIN (1990), no qual o DNIS aboliu completamente a liberação de 

CK-MB pelas células miocárdicas isquimicas, podemos sugerir que 

os nitratos orgânicos e derivados exercem e-fetivãmente um e-feito 

citoprotetor sobre o tecido isquimico, inibindo talvez a ativida-

de lítica do Complemento. 

Futuros estudos são necessários para estabelecer esta pos-

sível interação dos nitratos orgânicos com o Sistema de Comple-

mento, e determinar se a atividade anticomplementar daqueles de-

monstrada no presente trabalho, representa um mecanismo adicional 

de proteção do tecido miocárdico isquimico. 

SOBRE 0 MECANISMO DE AÇÃO 

Com base nos resultados obtidos, não é possível determinar 

o mecanismo de ação do mononitrato-5 de isossorbida sobre a cas-

cata de Complemento. Na literatura existe uma única re-ferincia 

sobre a interação da nitroglicerina com componentes da cascata de 

Complemento (ROTHER, 19BB). Segundo esta re-ferincia a nitroglice-

rina, numa concentração de 1 ug/ml, causaria a conversão de C3 e 

do -fator B, assim como a depressão de Cl. Portanto, a nitroglice-

rina teria uma ação pró-complementar, ativando a cascata de Com-

plemento pela via alternativa e provavelmente uma ação inibitória 

da via clássica causando uma depressão de Cl. Os resultados obti-



100 

dos no presente trabalho mostram que um outro nitrato, o mononi-

trato-5 de isossorbida, em concentrações altas, causa uma inibi-

ção de ambas as vias de ativação da cascata, é difícil fazer uma 

análise dos resultados do citado trabalho, já que não dispomos de 

nenhum dado referente ao método utilizado pelos autores. A dive*— 

gincia com o presente trabalho ser conseqüência do tipo diferente 

de fármaco utilizado. 

Sabe-se que os nitratos orgânicos, através de seu grupo 

N0 S reagem com grupos sulfidrila (-SH), levando à oxidação des-

tes. 

A interação entre estes dois grupos químicos está implica-

da em vários aspectos farmacológicos dos nitratos orgânicos. NEE-

DLEMAN e cols. (1973) demonstraram que o ácido etacrinico, um al-

quilante dos grupos SH, produz uma queda na sensibilidade de va-

sos sanguíneos a vários vasodilatadores, entre eles o trinitrato 

de glicerila, sugerindo que o efeito vasodilatador deste depende-

ria da interação com o grupo tiol presente num receptor especifi-

co para nitratos. A biotransformação dos nitratos orgânicos esta-

ria relacionada também com a interação com grupos SH (AHLNER et 

al., 1991; FEELISCH et al., 1991; LUSCHER, 1991; MONCADA, PALMER, 

HIGGS, 1988). 

FEELISCH e NOACK (1987) demonstraram haver uma liberação 

não enzimática de óxido nítrico dos nitratos quando incubados com 

cisteina que contém o grupo SH. A velocidade de liberação de NO 

aumenta com o número de grupos NQ e na molécula, sendo o trinitra-

to de glicerila mais ativo que o dinitrato de isossorbida e o mo-

nonitrato-5 de isossorbida. 
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A ativação da guanilato ciclase pelos nitratos também re-

quereria da interação destes com grupos tiol, (IGNARRO, 6RUETTER, 

1980; KUKOVETZ, HOLZMANN, SCHMIDT, 1991), embora seja isto objeto 

de discussão (CRAVEN, DeRUBERTIS, 1983; BRUETTER, LEMKE, 1986). 

Outros autores mostram que a interação da nitroglicerina 

com N-aceti1cisteina, que contém um grupo SH reduzido, leva a uma 

pontencial ização de diversos e-feitos -farmacológicos daquela (re-

visado por FLAHERTY, 1989; FUN6 et al.,1988; H0R0WITZ et al. 

1983; H0R0WITZ et al., 1988; L0SCALZ0, 1985; STAMLER, CUNNINGHAM, 

L0SCALZ0, 1988). Por último, estudos mostram que a atenuação dos 

e-feitos da ni trogl i cer i na é revertida, pelo menos parcialmente, 

pela cisteina (KUKOVETZ, HOLZMANN, SCHMIDT, 1991) ou N-acetilcis-

teina (FUNG et al.,1988). 

Um estudo recente (STAMLER et al . , 1992) demonstrou a -for-

mação de S-nitroso proteínas resultantes da interação do NO com 

proteínas que contém grupos tiol livres. As S-nitroso proteínas 

conservam as propriedades farmacológicas do NO. 

Várias proteínas do Complemento contém na sua estrutura o 

grupo SH livre, ou participando da formação de ligações disulfe-

to ou tioester, com funções específicas. Citaremos algumas delas. 

Cada uma das cadeias de Clq (A, B, C) possui na posição 

171 uma cisteina livre (SIM, REID, 1991), a qual pode estar en-

volvida na formação de pontes disulfeto entre Clq e IgG, que tam-

bém contém radicais SH livres (MARTIN, KAUL, L00S, 1990; SIM, 

REID, 1991). 

A ligação tioester, presente nas moléculas de C3 e C4, 

cumpre uma função importante no processo de ativação da cascata 
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de Complemento. Após a ativação de C4 e C3 por convertases, a 

ligação tioester é exposta, e na presença de aceptores apropria-

dos, forma ligações éster ou amida, por exemplo com a membrana da 

célula alvo (BURGER, HAMMER, 1988). A hidrólise espontânea desta 

ligação da molécula de C3 inicia a ativação da cascata pela via 

alternativa (LAW, REID, 1988). 

Esta ligação tioester que se caracteriza por sua labilida-

de (BURGER, HAMMER, 1988), pode também sofrer o ataque de grupos 

nucleofilicos, gerando moléculas hemoliticamente inativas (HOS-

TETTER, GORDON, 1987). 

Além disto, segundo JACQUIER e cols. (JACGUIER, GABERT, 

COLQMB, 1991), um grupo SH livre, formado após o rompimento da 

ligação tioester de C3, estaria envolvido na formação de ligações 

com alguns aceptores. 

PODACK e TSCHOPP (1982) demonstraram ocorrer uma polimeri-

zação espontânea de C9 após a incubação prolongada a 37°C. A es-

trutura resultante desta polimerização é similar àquela do com-

plexo lítico de membrana. 

YAMAMOTO e cols. (1982), em estudo in vitro, demonstraram 

que o glutátion, um peptideo que possui um grupo SH na sua molé-

cula, catalisa a formação de ligações disulfeto entre moléculas 

de C9, o que leva à polimerização destas moléculas. Os autores 

sugerem que este tipo de ligações disulfeto ocorreriam no comple-

xo lítico de membrana nas hemácias, processo mediado por molécu-

las de glutátion presentes em ditas membranas. 

Num trabalho posterior (YAMAMOTO, MIGITA, 1983), este mes-

mo grupo de autores demonstrou que a formação de ligações cova-

lentes tipo disulfeto pode também ocorrer espontaneamente após a 
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incubação prolongada a 37°C, sugerindo que o provável mecanismo 

desta polimerização espontânea seria através da redução espontâ-

nea de ligações disulfeto presentes na molécula de C9, -formando 

grupos SH, os que posteriormente participariam da -formação de li-

gações disul-feto com uma outra molécula de C9. 

A polimerização de C9 in-fluenciaria no tamanho da lesão 

causada pelo complexo litico de membrana (HANSCH, 1988). 

Em base a estes dados da literatura, podemos sugerir, em-

bora hipoteticamente, que o e-feito anti complementar do mononitra-

to-5 de isossorbida poderia estar relacionado à interação do gru-

po N0 e da sua molécula, com o grupo SH de alguma das moléculas 

dos diferentes componentes do Complemento, ou da membrana acepto-

ra do CLM, intervindo, por exemplo, no processo de ligação das 

moléculas Clq com o fragmento Fc do anticorpo, ou na formação do 

CLM, além de poder interagir com as ligações tioester presentes 

em C4 e C3, interferindo no processo de ativação destas molécu-

las. 

0 fato de o mononitrato-5 de isossorbida ter um efeito 

inibitório sobre ambas as vias de ativação da cascata de Comple-

mento, sugere que esta ação seja exercida na etapa final, comum a 

ambas as vias, ou sobre diferentes componentes da cascata. 

Certamente, podem existir outros mecanismos de ação do mo-

nonitrato-5 de isossorbida sobre o Complemento, causando uma ini-

bição da atividade hemolítica deste. 
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CONCLUSÕES 

1 - 0 mononitrato-5 de isossorbida, em altas con-

centrações, tem uma atividade anti complemen-

tar, i n vitro. 

2 - Esta atividade anticomplementar é exercida 

sobre ambas as vias de ativação da cascata de 

Complemento. 

3 - Novos estudos são necessários para determinar 

se a atividade anti complementar, demonstrada 

neste estudo para o mononitrato-5 de isossorbi-

da, é comum a todos os nitratos orgânicos e de-

rivados, e se a mesma representa um mecanismo 

adicional destes na proteção do tecido miocár— 

dico isquêmico. 
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ANEXO 1 - PRODUTOS QUÍMICOS UTILIZADOS 

Trietanolamina-. Mal 1inckrodt, St. Louis, Missouri, 63134, USA. 

Cloreto de Sódio: Merck S.A. Ind. Químicas, Brasil. 

Cloreto de Cálcio-, Merck S.A. Ind. Químicas, Brasil. 

Azida Sódica: Merck S.A. Ind. Químicas, Brasil. 

Ácido E t i 1 enod i ami no- tet racét i co (EDTA) -. Merck S.A. Ind. Quími-

cas , Brasi1. 

Ácido Clorídrico: Merck S.A. Ind. Químicas, Brasil. 

Ácido Etileno Glicól-Bis (B-Aminoetil éter) N, N, N', N' - Tetra-

cético (EGTA)-. Merck S.A. Ind. Químicas, Brasil. 

Sulfato de Magnésio: J. T. Becker Chemical. 

Gelatina. DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan, USA. 



100 

ANEXO 2 

Tabela 15 Medida da atividade anti complementar do MN-5 ISO 
Via clássica 

1 1 
CUBETA ! 1 

CONCENTRAÇÃO 
MN-5 ISO 
(Molar) 

! T 1/2 (seg) i • % INIBIÇÃO 1 1 
CUBETA ! 1 

CONCENTRAÇÃO 
MN-5 ISO 
(Molar) ! 1° E 2° E 3° E i i 1° E 23 E 39 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 0,0850 327 285 300 39,5 38,0 40,0 

2 0,1130 387 351 366 49,0 50,0 51,0 

1 0,1700 627 588 654 68,5 70,0 72,5 

C - Controle 
E - Experimento 

ANEXO 3 

Tabela 16 Medida da atividade anticomplementar do MN-5 ISO 
Via alternativa 

+ +-
CONCENTRAÇÃO ! T 1/2 (seg) % INIBIÇÃO 

CUBETA ! 
1 1 

MN-5 ISO 
(Molar) í 19 E 2° E 39 E ! 19 E 29 E 39 E 

C - 294 300 306 - - -

5 0,0275 342 348 348 14,0 14,0 12,0 

4 0,0550 384 390 384 23,5 23,0 20,0 

3 0,1100 480 510 492 39,0 41 ,0 38,0 

2 0,1460 600 612 564 51,0 51,0 46,0 

1 0,2200 1254 1620 1692 76,5 81,5 82,0 

C - Controle 
E - Experimento 
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ANEXO 4 

Tabela 17 - E-feito do tempo de incubação na atividade anticomplemen-
tar do MN-5 ISO - Via clássica (SHN-. 45 ul/ml tampão) 

T 
(min) 

1 1 T 1/2 ( seg ) ( 
t 

% INIBIÇÃO T 
(min) 1 « CONTROLE ! MN-5 ISO t 1 

% INIBIÇÃO 

t 1 1° E 2° E 19 E 29 E 1 1 19 E 29 E 

0 840 210 533 456 55 54 

5 210 180 477 439 56 59 

15 189 168 497 442 62 62 

30 204 186 537 503 62 63 

60 201 186 543 531 63 65 

120 222 204 694 600 68 66 

T - Tempo de incubação a 37° C 
SHN - Soro humana normal 
E - Experimento 

ANEXO 5 

Tabela 18 - E-feito do tempo de incubação na atividade anticomplemen-
tar do MN-5 ISO - Via clássica (SHN: 33 ul/ml tampão) 

T 
(min) 

! T 1/2 ( seg ) i i 
X INIBIÇÃO T 

(min) i i CONTROLE ! MN-5 ISO i « 
X INIBIÇÃO 

i i 19 E 29 E ! 19 E 29 E i i 19 E 29 E 

0 240 240 600 600 60 60 

5 210 228 656 712 68 68 

15 204 240 728 686 72 65 

30 216 216 720 800 70 73 

60 234 258 1114 1032 79 75 

120 258 270 1075 1000 76 73 

T - Tempo de incubação a 37° C 
SHN - Soro humana normal 
E - Experimento 
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ANEXO 6 

Tabela 19 - E-feito do tempo de incubação na atividade anti complemen-
tar do MN-5 ISO - Via clássica (SHN-. 26,5 ul/ml tampão) 

T 
(min) 

i i T 1/2 ( seg ) i i 
% INIBIÇÃO T 

(min) i » CONTROLE ! MN-5 ISO i * 
% INIBIÇÃO 

i « 19 E 29 E ! 19 E 29 E i i 19 E 29 E 

<b 276 294 767 735 64 60 

5 288 276 960 862 70 68 

15 276 306 1022 1177 73 74 

30 252 276 1050 1022 76 73 

60 276 324 2123 1705 87 81 

- - - - - -

"" Experimento não realizado 
T - Tempo de incubação a 37° C 
SHN - Soro humano normal 
E - Experimento 

ANEXO 7 

Tabela 20 E-feito do tempo de incubação na atividade ant i complemen-
tar do MN-5 ISO - Via alternativa (SHN: 380 ul/ml tampão) 

T 
(min) 

T i/2 (seg) + 
X INIBIÇÃO 

CONTROLE MN-5 ISO 

19 E 2° E 

336 

276 

294 

300 

342 

420 

3° E ! 1° E 2° E 3° E ! 19 E 2° E 39 E + + 
579 621 43 42 42 0 

5 

15 

30 

60 

120 

318 

312 

282 

294 

348 

360 

360 

306 

312 

330 

336 

432 

558 

624 

558 

754 

940 

1000 

552 

555 

698 

1069 

1312 

588 

567 

805 

1067 

1309 

50 

49 

61 

63 

64 

50 

47 

57 

68 

68 

48 

45 

59 

68 

67 

T - Tempo de incubação a 3 7 a C 
SHN - Soro humano normal 
E - Experimento 
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ANEXO 8 

Tabela 21 - Efeito do tempo de incubação na atividade anticomplemen­
tar do MN-5 ISO - Via alternativa (SHN: 580 ul/ml tampão) 

--------+-----------------------------------------+------------------
T 1/2 (seg) 

T +-----------~--------+--------------------+ % INIBIC~O 
(min) CONTROLE MN-5 ISO 

+--------------------+--------------------+------------------
: 19 E 29 E 39 E : 19 E 29 E 39 E : 19 E 29 E 39 E 

--------+7-------------------+--------------------+------------------
0' 300 258 258 

5 240 210 198 

15 234 210 204 

30 222 204 228 

60 252 264 288 

120 312 300 300 

T - Tempo de incubação a 37~ C 
SHN - Soro humano normal 
E - Experimento 

419 

369 

397 

453 

649 

725 

379 366 28 32 29 

339 305 35 38 45 

368 346 41 43 41 

392 430 51 48 47 

600 720 61 56 60 

769 833 57 61 64 
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