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RESUMO

Trata-se de um estudo experimental in vitro, no qual a
caracterizacio funcional das respostas ao hidrocloreto de dopexamina sobre

anéis de artéria mesentérica superior isolada de coelhos foi analisada.

Foram utilizados 22 coelhos adultos Nova Zelandia.

Os anéis de artéria mesentérica inicialmente foram mantidos
em equilibrio numa solucio de Krebs-Heinseleit por uma hora. Em seguida,
solucio de potassio hiperosmolar foi adicionada para se oebservar o efeito
contraturante maximo. Brevemente, um tonus com fenilefrina foi induzido
e varias curvas dose-resposta com dopexamina foram realizadas, na
presenca de substincias inibidoras diversas , na presenca ¢ na auséncia de

endotélio, bem como comparativamente com outros vaso-dilatadores.

O estudo demonstrou marcada ac¢do vase-dilatadora da
dopexamina sobre a artéria mesentérica de coelhos, principalmente por
agir em receptores dopaminérgicos. Esta acido se mostrou independente de
endotélio, de oxido nitrico ou de canais de potassio (ATP e calcio-

dependentes de pequena condutancia).
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Comparativamente, dopexamina tém poténcia menor que
nitroprussiato de sodio, dobutamina e acetilcolina. No entanto, tem poténcia

maior que dopamina, sendo desprovida da a¢iio vaso-constritora desta.

Do ponto de vista clinico, abre perspectivas no tratamento de
estados de baixo fluxo sangiiineo esplincnico, principalmente quando se a

considera como coadjuvante a replecio volémica e a outras drogas

vasoativas.

Em resumo, trata-se de droga que privilegia fluxo para o leito
mesentérico, podendo atuar em estados de severa disfunciio endotelial, ou
mesmo, em condicdes de inibicio da sintese de éxide nitrico ou de

dessensibilizacido da guanilato ciclase.
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INTRODUCAO
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I1 - INTRODUCAO

As patologias prevalentes em unidades de terapia intemsiva
tém, como substrato fisiopatolégice, distirbios da oferta e do consume de
oxigeénio, traduzidos em muitas oportunidades por disfun¢des multiplas de

orgios e sistemas. A percepcio clinica destes fatos é imprecisa, pouco

sensivel e inespecifica.

Com o advento da monitoracio invasiva, pode-se hoje avancar
conceitualmente nos distirbios perfusionais e de transporte de oxigénio,
bem como na sua terapéutica, através dos parimetros hemodinimicos e

respiratorios oferecidos pelo método.

O grande desafio neste grupo de patologias é o de se
estabelecer qual a demanda de oxigénio exigida pelos tecidos, bem como o
de sair do campo sistémico de parimetros de oxigenacdo tecidual e entrar

na particularidade do suprimento metabdlico adequado a cada érgie ou

sistema.

Muitos pesquisadores interessados na fisiopatologia da
sindrome de disfuncio de multiplos orgios, observada em pacientes criticos,
supdem que o epitélio intestinal é a origem de mediadores téxicos, apos

periodos prolongados de isquemia ou sepse (MEAKINS, MARSHALL,
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1989). A mucosa intestinal, que normalmente constitui uma barreira
entre o exterior nio estéril e o interior estéril, é particularmente suscetivel
A injiria hipéxica. Essa combinacgdo resulta na liberacio de mediadores
toxicos para a circulagio sistémica. A quebra da funcio de
barreira constitui, por si sd, uma fonte adicional de mediadores e

ativadores de mediadores celulares nos pacientes gravemente enfermos

(HAGLUND, 1993).

Conseqiientemente, o direcionamento terapéutico visa manter
a estabilidade hemodinimica, a perfusio tecidual, e prover as necessidades
metabélicas celulares. Em virtude da injiria hipéxica ao epitélio intestinal
participar da disfungdo de muiltiplos érgios, muito se tem pesquisado a
respeito da influéncia das diversas modalidades terapéuticas na reversio da

isquemia intestinal.

Neste contexto, justifica-se o estudo crescente do hidrocloreto
de dopexamina, que, por melhorar o fluxo sangiiineo para orgaos
esplancnicos (FITTON, BENFIELD, 1990), otimizaria a oferta de oxigeénio
para o intestino e talvez exerceria papel fundamental no bloqueio de uma

série de eventos fisiopatologicos, que se inicia com a isquemia intestinal.

O hidrocloreto de dopexamina ( 4- [2-[ [6- [ (2-feniletil)
amino]hexyl]amino]-etil]-1,2-benzenediol) ¢ uma amina simpaticomimética,
correntemente avaliada para o tratamento de varias doencas cardio-
vasculares, incluindo a insuficiéncia cardiaca congestiva grave. Seu perfil
farmacolégico mostra atividlade  agomista  sobre receptores B2-
adrenérgicos e dopaminérgicos DA; e DA,. Em adigdo, a droga é um
potente inibidor da recaptacgdo sindptica da norepinefrina (MITCHELL et

al, 1987), o que contribui significantemente para seus efeitos cronotrépicos
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e inotropicos positivos em cides anestesiados. Além disso, ndo posssui
atividade em receptores a-adrenérgicos. Portanto, a droga exibe acio vaso-
dilatadora em varios leitos vasculares, incluindo o territério pulmonar, o
renal e o mesentérico (FITTON, BENFIELD, 1990). Este ultimo é objeto do
presente estudo, uma vez que a a¢io vaso-dilatadora esplancnica gerara
aumento de fluxo sangiiineo, otimizando a oferta de substratos metabélicos
necessarios a viabilidade histolégica e funcional do trato gastrointestinal e

inibindo reacdes adversas, oriundas da hipéxia regional.

O hidrocloreto de dopexamina atua fundamentalmente em
receptores DA, e B;-adrenérgicos dos vases mesentéricos, resultando em
vaso-dilatacdo. A estimulacio desses receptores produz aumento na
formacio de AMP ciclico, diretamente 'proporcional a concentracdo da
droga, funcionando como segundo mensageiro (AMENTA et al, 1991). Esta

via foi bem estabelecida e reconhecida até entio como a unica.

A acdo farmacolégica de determinada droga esta sendo
gradativamente melhor entendida em virtude do crescente aparato
tecnologico, disponivel para pesquisa nesta area. E indiscutivel que este
conhecimento, ora gerado, fornece subsidios importantes para a pratica
clinica. Estudos de binding, patch clamp, radiografias de receptores,
compreensio dos canais iénicos, biologia molecular etc, viabilizaram ao
meio cientifico dissecar profundamente aspectos farmacolégicos de
relevincia na interacio droga/resposta celular. Moléculas participes destas

interacdes sio hoje evidenciadas, isoladas e clonadas.

Em virtude do crescente interesse no 6xido nitrico em varias
idreas da medicina (PALMER, FERRIGE, MONCADA, 1987; JOHNS,
1991; VANHOUTTE, 1988; HAMID er al, 1993), principalmente em
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relacio ao sen importante poder vaso-dilatador (FURCHGOTT, 1988),
bem como em sua participacio em processos fisiopatologicos, tal como,
hipotensio arterial relacionada a sepse (STOCLET et al, 1993), emerge a
especulacio cientifica de que a dopexamina poderia de alguma forma
interagir com a via da L-arginina, aumentando a producio de oxido nitrico,
0 que contribuiria para acdo vaso-dilatadora da droga. Esta hipotese foi

levantada no momento do desenho do presente estudo.

Existe uma importante interrelacio entre funcio endotelial e
producio de 6xido nitrico. K bem conhecido que isquemia miocirdica,
seguida de reperfusio, leva a severa disfunciio endotelial, caracterizada por
impedimento da acéio vaso-dilatadora dos fatores relaxantes derivados do
endotélio (KU , 1982). Recentemente, o endotélio tem sido reconhecido
como um sitio critico de alteracdes importantes, apds isquemia e reperfusao
da vasculatura esplincnica (LEFER, XIN-LIANG, 1993). Fatores
relaxantes do endotélio estdo sendo gradativamente estabelecidos e o dxido
nitrico ¢ um dos seus principais representantes. Portanto, disfuncdo

endotelial tem intima relacdo com alteracdes da producio de oxido nitrico.

Oxido nitrico endégeno é sintetizado a partir da L-arginina
por varios tipos de oxido nitrico-sintetases. Algumas isoenzimas podem ser
induzidas por citoquinas inflamatérias. Em pacientes sépticos, essas
isoenzimas sio largamente produzidas, com conseqiiente aumento da
sintese de dxido nitrico (GIBALDI, 1993). O resultado fisiopatolégico é a
hipotensdo arterial, muitas vezes severa, encontrada nesses pacientes. Em
contrapartida, no territério vascular mesentérico, uma vez instalada a lesio
endotelial secundaria ao processo inflamatério sistémico (sindrome da
resposta inflamatéria sistémica), poderia ocorrer  vaso-constricg¢io,

deteriorando o fluxe sangiiineo para o trato gastrointestinal. Drogas
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que tivessem acdo dilatadora e provocassem aumento da produgio de éxido
nitrico reverteriam em parte a injuria hipoxica a estes tecidos. Em
contrapartida, a acio farmacolégica independente da via do éxido nitrico,
também representaria importante papel na reversio da vaso-constriccio

em situacdes de injiria endotelial importante.

O interesse de se determinar a participacdo dos canais iénicos,
em especial os de potassio, na resposta celular a acdo da droga, advém do
crescente entendimento da dindmica destes canais. Inibidores dos canais de
potassio ATP-dependentes (glibenclamida) e cdlcio-dependentes de pequena
condutancia (apamina) foram utilizados para este fim (LATORRE et al,
1989). Estio bem estabelecidas varias participacées dos canais de potassio
nos processos fisiolégicos e farmacolégicos (HARVEY, 1993; ANABUKI et
al, 1990; HERMSMEYER, 1988). Um dos estudos mais importantes,
envolvendo os canais de potdssio, refere-se aos hipoglicemiantes orais, que
através de sua acio inibitéria sobre estes canais, provocam despolarizacio
celular, influxo de cdlcio, contracio de vesiculas contendo insulina e,
finalmente, secrecio deste horménio (HENQUIN apud COOK, 1988). No
que se refere as drogas vasomotoras, o pinacidil ¢ a cromakalina sio
poderosos relaxantes da musculatura lisa vascular e sido classificados como
ativadores dos canais de potissio (HAMILTON, WESTONS, 1989).
Portanto, abre-se a perspectiva de que virias drogas de acdo vaso-
dilatadora interagiriam com estes canais, propiciando-lhes a abertura, o

conseqiiente efluxo de potdssio e o relaxamento da musculatura lisa,

pinacidil-like.

Desta forma, a presente dissertacio tem por objetivo
demonstrar, mediante estudo experimental in vitro, em anéis de artéria

mesentérica superior de coelhos, a caracterizacio funcional das respostas
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vasomotoras da dopexamina, bem como verificar a participacio do
endotélio, da via do 6xido nitrico e dos canais de potdssio. A caracterizagiio
funcional da dopexamina contribuiria para o melhor entendimento do

potencial terapéutico em situagées clinicas, onde ocorreria lesdo endotelial

difusa associada a isquemia intestinal.

As pesquisas neste campo avancam de um modo crescente,
principalmente na América do Norte e na Europa. A par das contribui¢des
em outras dreas do saber da Clinica Médica, que sustentam a importincia
da tematica, estudos especificos regionais (Santa Catarina) sio
inexistentes. Isto nos leva a afirmar que a realidade de trabalho como este,
sobretudo em virtude das contribuicdes a pratica médica, pode constituir,

em futuro breve, promissora linha de pesquisa.
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OBJETIVOS



OBJETIVO CENTRAL

DEMONSTRAR AS PROPRIEDADES VASO-MOTORAS DO
HIDROCLORETO DE DOPEXAMINA SOBRE A ARTERIA
MESENTERICA SUPERIOR ISOLADA DE COELHOS

21
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OBJETIVOS COMPLEMENTARES:

VERIFICAR A PARTICIPACAO DO ENDOTELIO VASCULAR
NA ACAO VASO-RELAXANTE DO HIDROCLORETO DE
DOPEXAMINA

CONSTATAR A PARTICIPACAO DA VIA DO OXIDO NiTRICO
NA ACAO VASO-RELAXANTE DO HIDROCLORETO DE
DOPEXAMINA

VERIFICAR A PARTICIPACAO DOS CANAIS DE POTASSIO
NAS PROPRIEDADES VASO-MOTORAS DO HIDROCLORETO
DE DOPEXAMINA
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ESTADO DA ARTE
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IV - ESTADO DA ARTE

¢ Avango conceitual nos estados de choque e participagdo da
isquemia mesentérica em sua fisiopatologia

A fim de se entender o avanco conceitual nos estados de
choque e no seu tratamento, reportar-se-a a primeira descricio deste
quadro patolégico e as tentativas terapéuticas iniciais, numa evolugio que
vai da introducio da mensuracio da pressio arterial a utilizacio da
monitora¢io invasiva, caracterizada principalmente pela oferta de
subsidios hemodinimicos e de transporte de oxigénio. Dentro desta
perspectiva, destaca-se a utilizacio de drogas vasoativas, onde esti incluso

atualmente o hidrocloreto de dopexamina.

Choque ¢é wuma expressio médica inglesa que foi
aparentemente primeiro utilizada em 1743, numa traducio por Sparrow da
segunda edi¢do francesa de Henri Francois Le Dran de "A Treatise of
Reflections Drawn from Experience with Gunshot Wounds". Iniciado com
este trabalho e continuando até o final do século XIX, choque foi definido
puramente com bases em descri¢des clinicas. Em 1895, John Collins
Warren considerou choque "uma pausa no ato de morrer", caracterizado
por "sudorese fria e pegajosa e um pulso radial fraco e filiforme" (FINK,

1991). A partir da introducde da mensuragio da pressio arterial, no inicio
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deste século, choque foi usado como sinénimo de hipotensio arterial. A
nocio de choque como manifestagiio de hipoperfusio tecidual surge a partir
de 1919 nas descri¢des de Canon, Keith, Blalock e Cournand (FINK, 1991),
este ultimo em 1943.

O periodo pés-guerra € caracterizado por progressos
terapéuticos, principalmente na irea do trauma, quando os pacientes eram
mantidos vives através da infusido de fluidos, tratando vigorosamente o
choque hipovolémico e permitindo maior sobrevida. Origina-se desta
terapéutica um perfil diferente na evolucido clinica. Estes pacientes,
seriamente traumatizados, sobrevivem ao insulte inicial e passam a
apresentar processos infecciosos sistémicos, insuficiéncia remal e
respiratoria. Descricdes clinicas detalhadas destes pacientes dio inicio a um
entendimento progressivo dos distirbios de oferta e consumo de oxigénio
para os tecidos, corroborando que choque ¢ uma doenca metabolica. O
conceito de sindrome da disfuncdo de muiltiplos érgios, a partir de varios
insultos, cresce no meio médico e desperta interesse principalmente em sua

fisiopatologia e terapéutica, bem como em sua profilaxia.

No inicio da década de 70, com o advento do catéter dirigido
por fluxo de Swan e Ganz (SWAN et al, 1970), os parametros
hemodinamicos e de transporte de oxigénio ganham forte impulso,
proporcionando a associacdo de varios estudoes experimentais e clinicos,

dentro de um melhor entendimento fisiopatolégico.

A faléncia do método clinico convencional, que utilizava
apenas sinais e sintomas para estimar a adequada perfusio tecidual, tem
estimulado o interesse em métodos invasivos e nio invasivos para avaliaciao

do transporte de oxigénio.
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Em 1991, foi publicado um simpésio no periédico Critical Care
Medicine, sobre Perfusdo Tecidual, onde sdo discutidos virios aspectos do
tema. E de notéria contribui¢io a descricio do modelo experimental da
"dependéncia patolégica do suprimento de oxigénio" (CAIN, CURTIS,
1991), que define a situacio extremamente comum, em pacientes sépticos
¢/ou com sindrome da angustia respiratéria do adulto, em que ha queda
linear da oferta ¢ do consumo de oxigénio e conseqiiente latiacidemia. Este
modelo vem recebendo criticas, em virtude principalmente de recentes
publicacées que demonstram, em pacientes criticamente enfermos, a
heterogeneidade das varidveis de transporte de oxigénio, em muitas
situacdes discordantes daquelas propostas por Cain e Curtis (PINSKY,
1994; HANIQUE et al, 1994).

A pesquisa na drea de perfusiio e oxigenacio tecidual ganha
novos armamentos, quando se deixa apenas de considerar a oferta e o
consumo sistémicos de oxigénio e se procura investigar estes parimetros
em cada dorgdo. De todos os métodos conhecidos para este fim, ganhou
notoriedade a utilizacio da tonometria gistrica (FIDDIAN-GREEN, 1984).
Desde entiio, 0 método comecou a ser difundido para avaliar perfusio e
oxigenacdo de orgdos esplincnicos, através da mensuracio do pH

intramucoso gastrico ou entérico (FIDDIAN-GREEN, 1992).

O método prescreve a insercio de um catéter nasogastrico,
em cuja extremidade distal esta colocado um baldo de silicone, permeavel
a0 CO;, que sera preenchido por solu¢ido salina. Apés um dado momento
(aproximadamente 90 minutos), havera equilibrio entre esta solugio e o
liquido do limen gastrointestinal. Pelas propriedades de difusiio do CO,, a
concentracio deste gis serd a mesma na mucosa e no interior deste baldo. A

PCO; da solugdo salina, aspirada do balido, sera medida através de
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analisador convencional de gases. O pH intramucoso (pHi) é calculado
pela substituicio, na equagio de Henderson-Hasselbach modificada, da
PCO; plenamente equilibrada, derivada do aspirado do balio e o

bicarbonato sérico, retirado por puncio arterial simultinea (FIDDIAN-

GREEN, 1992).

A mensuracao do pHi estd baseada no conhecimento de que a
PCO; no limen intestinal é a mesma das camadas superficiais da mucosa,
assumindo-se que a concentracide de bicarbonato no liquido tecidual da
mucosa esta em equilibrio com a concentragio de bicarbonato nos capilares
sangiiineos ¢ que esta ¢ a mesma daquela do sangue arterial, que lhe ¢é
ofertado. Quando ocorre metabolismo anaerébico, 0 CO, ¢ liberado em
quantidades equimolares em relagio a producio de ions hidrogénios. O
grande beneficio clinico da mensuracio do pHi é que ele fornece absoluta
medida metabélica da adequacio da oxigenacio da mucosa intestinal
(GRUM et al, 1984), numa regiio do corpo que esti entre as primeiras a
serem afetadas no choque e a tltima a ser normalizada, apés ressuscitacio
(HARTMANN et al, 1991). O pH intramucoso permanece dentro dos
limites da normalidade quando a oferta de oxigénio para aquele segmento
do intestino satisfaz as necessidades metabélicas e quando o consumo ¢
independente da oferta. Contudo, quando o consumo de oxigénio pelos
tecidos esta limitado pela disponibilidade, o pH intramucoso cai para niveis
anormalmente baixos, de modo paralelo a queda da oferta de oxigénio. O
achado de um pHi anormalmente baixo, portanto, ¢ uma evidéncia de
oxigenacdo tecidual inadequada, de metabolismo anaerébico ou de
consumo de oxigénio dependente da oferta, naquela regiio do corpo. O nivel
critico de oferta de oxigénio, no qual o pHi cai e a dependéncia do
suprimento se desenvolve, depende da maneira pela qual a oferta estd

diminuida. O ponto critice ocorre num nivel mais alto de oferta de oxigénio,
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principalmente quando o fluxo sangiiineo esta reduzido, do que quando a
quantidade de oxigénio no sangue estd diminuida. Portanto, a variavel fluxo

¢ de importancia fundamental para a nutrigio des tecidos.

As alteracdes de fluxo sangiiineo nos estados de choque
contribuem para o desarranjo fisiologico dos érgaos, que se tornam
parcialmente isquémicos. Este fenomeno propicia o desencadeamento das
disfuncdes orginicas e, portanto, torna-se obrigatoriamente visade no
contexto terapéutico atual. Isto é, a reposicio volémica e o uso de drogas
vasoativas fazem vislumbrar a pessibilidade de se atuar de forma efetiva
na reversio dos distirbios de fluxo. Um dos principais componentes do
fluxo, do ponto de vista mecanico, ¢ a resisténcia ou impedancia vascular. E
¢ exatamente neste ponto que o hidrocloreto de dopexamina atua,
promovendo vaso-dilatacio do leito arterial mesentérico, diminuindo a
resisténcia desta vasculatura e melhorando o fluxo sangiiineo para os
orgios esplancnicos. A conseqiiéncia é uma melhor oferta de oxigénio a
estes tecidos, podendo ter importante papel na reversio da disfuncio
organica. E fundamental pontuar que, em condi¢ées como as do choque
séptico, tanto o fluxo sangiiineo esti alterado por mudancas na vaso-
motricidade, como também ha modifica¢ées microcirculatérias e celulares
que sdo pouco atingidas pela acdo de drogas vasoativas. Conclui-se,

portanto, que se atua apenas sobre um mecanismo fisiopatologico.

Dentro deste contexto, modelos clinicos e experimentais
procuram correlacionar as alteracdes isquémicas da mucosa intestinal com
a sindrome clinica da disfun¢io de multiplos érgios. No choque endotoxico
experimental, a perfusio intestinal diminui dramaticamente, mesmo
quando o débito cardiaco permaneca normal ou mesmo aumente (FINK et

al, 1989). Isquemia mesentérica relativa ou absoluta ¢ ocorréncia comum na
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maioria das formas de choque, incluindo o séptico, caracterizado por
resisténcia vascular sistémica baixa e débito cardiaco normal ou alte
(HEARD, FINK, 1991). O intestino funcionaria como um "motor" da
disfuncio e, posteriormente, da faléncia de miiltiplos orgios e sistemas. As
evidéncias que suportam esta afirmativa sio: a transloca¢io bacteriana
para linfonodos, em pacientes com obstruciio intestinal mecinica simples
(DEITCH, 1990); a grande propor¢cio de pacientes com choque
hemorragico apresentando hemoculturas positivas (RUSH ez al, 1988); a
observacio de que as mais comuns espécies microbianas isoladas em
culturas do trato gastrointestinal proximal, em pacientes cirdrgicos
criticamente enfermos, sio também as que mais comumente causam
infecgdes invasivas nestes pacientes (MARSHAL et al, 1988); a constatagido
de que a administracdo de lipopolissacarideos a voluntiarios humanos
aumenta a permeabilidade intestinal (O'DWYER et al, 1988); e, finalmente,
a verificacio de que a sobrevida apés o choque hemorrigico é melhorada
em animais livres de germes (RUSH et al, 1989) ou apdés a administragio
oral de antibiéticos nio absorviveis, ativos contra bactérias gram-negativas.
Alguns estudos suportam que a descontaminacido seletiva do trato
gastrointestinal pode ser benéfica em grupos de pacientes, principalmente
traumatizados (in HAMMOND et al, 1994; KOLLEF, 1994); no entanto,

estudo recente randomizado, duplo-cego nio conseguiu provar tal hipétese

(HAMMOND, POTGIETER, SAUDERS, 1994).

Esta interacio cria um ciclo de retroalimentagio positiva,
onde qualquer estado de choque induz a isquemia intestinal, e esta isquemia
propicia que bactérias ou produtos bacterianos ganhem a corrente
sangiiinea, desencadeando uma série de eventos, através da liberacdo de
mediadores inflamatérios, os quais por sua vez promovem outros distirbios

de fluxo e agravamento da funcio miocardica e da hipovolemia, o que, em
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ultima andlise, piora a isquemia intestinal e¢ também aumenta a

permeabilidade dos capilares localizados neste érgio, reiniciando assim o

ciclo.

& Terapéutica dos disturbios perfusionais e drogas vasoativas

Quando se considera a terapéutica das enfermidades
caracterizadas por disturbios perfusionais e da oxigenacio tecidual, é
mister sempre relacionar trés fatores primordiais: a oferta, o consumo e a
taxa de extracio de oxigénio. Naturalmente que o evento desencadeante
deve ser revertido prontamente, porém os mecanismos fisiopatolégicos, que
culminam em alteracdes no transporte de oxigénmio, tém merecido amplo

enfoque terapéutico.

A atencdo é direcionada para a otimizacdo da oferta de
oxigénio aos tecidos, principalmente quando se considera que o parimetro a
ser atingido ¢ o equilibrio hemodinidmico em um dado estado de demanda
metabélica. Esta nova adequacdo refletiri a reserva fisiolégica do
organismo e as propriedades inerentes aos compostos farmacoldgicos,

interagindo com as reac¢ées bioquimicas celulares.

O enfoque nio pressupée o reducionismo a uma medida
terapéutica isolada como eqiiacionadora do problema: ao contrario, destaca
apenas uma delas, que seria a da utilizacdo de uma droga, que melhoraria o
fluxo esplancnico, mediante sua ag¢do prioritiria em receptores promotores

de vaso-dilata¢iio nesta topografia.
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As drogas vaseativas que habitualmente sio empregadas nos
pacientes criticamente enfermos incluem dobutamina, epinefrina,
norepinefrina, dopamina, nitroprussiato de sédio, inibidores da
fosfodiesterase e dopexamina. Esses pacientes freqiientemente requerem
suporte inotroépico, a fim de se obter estabilidade hemodinimica e otimizar
oferta de oxigénio. Neste contexto, as catecolaminas sdo ainda o eixo central
deste suporte (KULKA, TRYBA, 1993). Contudo, o uso de catecolaminas é
limitado por efeitos colaterais, como taquicardia, hipertensao e distarbios
de perfusio organica, causados pelo efeito vaso-constritor. Além desses,
muitas catecolaminas induzem arritmias cardiacas. Talvez residam nestes
pontos os maiores beneficios da dopexamina. Esta droga nio apresenta acio
vaso-constritora e induz menor taxa de arritmias. Soma-se a esses a
propriedade de aumentar oferta de oxigénio para o intestino, figado e

musculos nos pacientes sépticos (LUND, et al, 1992; MacKINNON, et al,
1992).

O que se objetiva nessa dissertacio, além da caracterizacao
funcional da dopexamina sobre a artéria mesentérica, ¢ registrar e
comparar o efeito vaso-relaxante da dopamina, dobutamina e

nitroprussiato de sédio sobre a referida artéria.

& Hidrocloreto de dopexamina e perfusdo mesentérica

Os trabalhos iniciais, que descrevem o wuso clinico ou
experimental da dopexamina (HAKIM et al, 1988, STEPHAN et al, 1990;
VINCENT, REUSE, KAHN, 1989), destacam sua capacidade de atuar em

estados de baixo fluxo, melhorando a performance miocirdica, por



32

intermédio da diminuicdo da resisténcia vascular sistémica, de modo direto,
e aumento do débito cardiaco, de modo indireto (recaptagio da
norepinefrina). Além disso, propicia vasodilatacio esplancnica, otimizando
oferta de oxigénio a estes tecidos. Com o crescente entendimento da acio
deste farmaco e da prépria fisiopatologia dos distiirbios perfusionais, com
grande atencdio a perda, pelo intestino, de sua funcio de barreira,
secundidria a isquemia, a perspectiva de utilizacio desta catecolamina
sintética em tais situacgées ¢ inevitivel. Infere-se, pois, que a otimizacio do
fluxo esplincnico representaria uma parcela importante na reversio do
processo fisiopatolégico. Novamente chama-se a atencido ao fato de estar

sendo apenas considerado um ponto, dentro do atual contexto clinico

exposto.

Expansio volémica ¢ usualmente usada no choque séptico para
aumentar débito cardiaco e, portanto, oferta de oxigénio (DO2).
Adicionalmente, virias medicacdes, tais como dopamina, dobutamina,
norepinefrina, epinefrina e mesmo prostaciclina (um potente vaso-
dilatador), tém sido usadas como coadjuvantes terapéuticas para aumentar
DO2 ou mesmo manter perfusio tecidual, a despeito de baixa pressio
arterial. Diminuicio da poés-carga para o ventriculo esquerdo, associada a
manutencio da funcido miocardica, presumivelmente promoveria melhor
fluxo sangiiineo periférico, mesmo em condigdes sépticas. Esta combinacio
de acdo inotrépica e vaso-dilatacdo periférica é oferecida pela dopexamina,
altamente especifica para receptores §; ¢ dopaminérgicos (BROWN et al,
1985a; de MARCO et al, 1988; STANFORD, 1991) . Dopexamina, desta
forma, tem a propriedade de aumentar DO2 em estados sépticos. Este
atributo foi demonstrado quando expansio de volume foi realizada com e

sem dopexamina, em cies anestesiados, que receberam bolus de endotoxina
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(CAIN, CURTIS, 1991). Tanto a oferta quanto o consumo de oxigénio

aumentaram nos cies em que a droga foi utilizada.

Em outro estudo, Boyd ef al, embasados na prerrogativa de
que valores supra-normais cdrdio-respiratérios, no peri-operatério de
cirurgias de grande risco, melhoram a sobrevida (SHOEMAKER, et al,
1988), administraram dopexamina a oito pacientes que seriam submetidos a
cirurgia vascular eletiva. Os autores procuraram demonstrar que este
composto, diferente de outras catecolaminas (dobutamina e norepinefrina),
elevaria a oferta de oxigénio, sem, no entanto, aumentar a demanda.
Concluiram que a dopexamina efetivamente incrementou a oferta de
oxigénio com limitado aumento da demanda total e miocardica (BOYD,
GROUNDS, BENNETT, 1993). Este estudo sofreu criticas, pois, na
verdade nio houve mensuracio da demanda metabélica total nem

miocidrdica (TAN, BHATT, 1993).

O efeito positivo da dopexamina sobre a DO2 levanta a
possibilidade de  diferencas regionais na distribuicio desta oferta
aumentada. Ha varias razdes a serem consideradas quanto as diferencas
regionais ma distribuicio de fluxo sangiiineo. A a¢io dopaminérgica da
dopexamina aumentaria fluxo sangiiineo para os misculos, enquanto o
otimizaria para o intestino, ambas acées reportadas com a dopamina
(STANFORD, 1991). Ao contririo, a vasodilatacio periférica, obtida pela
estimulacio de adrenorreceptores 3,, poderia superar ou predominar mais
em um sistema orginico do que em outro. E importante considerar que,
durante o estado séptico, ocorreria resisténcia 4 a¢ido das catecolaminas, o
que poderia alterar profundamente as propriedades distributivas de fluxo
(BERSTEN et al, 1992). Em estudo especifico para responder a este

questionamento, foi concluido que dopexamina temporariamente aumentou

'

»
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a oferta e o consumo de oxigénio sistémicos em cies endotixicos, expandidos
com fluidos durante normoxia, podendo ter causado melhor perfusio para

mucosa intestinal e, portanto, mantendo-a melhor oxigenada (CAIN,

CURTIS, 1991).

Estas afirmacées encontram divergéncias na literatura,
demonstrando que, nos estados sépticos, a resisténcia dos receptores as
catecolaminas predominaria sobre seu efeito na distribuicio de fluxo
(BERSTEN et al, 1992). O impedimento da estimulacio de receptores f3-
adrenérgicos para a producio de adenosina monefosfato ciclico (AMPc¢) em
choque séptico, em humanos, foi detalhado em recente publicacio,
demonstrando que havia disfuncio de proteina G acoplada aos receptores
B, o que seria uma das razdes da hiporresponsividade miocdrdica as
catecolaminas (SILVERMAN et al, 1993). Independente da causa do
disturbio perfusional, cabem aos experimentos estabelecer padrdes de
resposta as drogas que agem predominantemente em receptores vasculares,

capazes, portanto, de alterar o fluxo sangiiineo.

Na tentativa de mensurar o efeito protetor da dopexamina
sobre o intestino e o figado, em pacientes gravemente enfermos, Smithies et
al, realizaram estudo prospectivo, envolvendo dez pacientes sépticos,
avaliando varidveis hemodinimicas, de transporte de oxigénio, pH
intramuceso gastrico e o clearance da indocianina verde, apés a infusio de
dopexamina. Observaram que o pH intramucoso aumentou em sete dos dez
pacientes, com aumento médio de 7,21 para 7,29, representando uma
diminuicio de 9% na concentracio do ion hidrogénio (SMITHIES et al,
1994). Esta melhora no pH intramucoso refletiria uma melhor oxigenacio
tecidual e parece nio estar relacionada apenas com o aumento do indice

cardiaco, o que significaria, portanto, redistribuicio de fluxo para artéria
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mesentérica. E importante salientar que, em estados sépticos, ha
freqiientemente disfuncdo endotelial. Nesse estudo, dopexamina manteve
sua acdo vaso-dilatadora sobre a artéria mesentérica, a despeito de tal
condicio fisiopatologica. E objetivo do presente trabalho analisaf a relagao

da dopexamina com o endotélio vascular mesentérico.

¢ Hidrocloreto de dopexamina e interagdo com receptores de

membrana

O conhecimento da interagio entre dopexamina e receptores
vasculares é destaque em varias publicacdes (BROWN et al, 1985a; BASS
et al, 1987; BOHM et al, 1988). Especiﬁcamente em relacio a artéria
mesentérica, foram bem estabelecidas as propriedades de ligacdo agonista
com receptores dopaminérgicos e adrenorreceptores 2. O subtipo DA, tem
sido considerado o principal responsivel pela acio vaso-dilatadora da
droga, seguido pelo B,. Estes receptores localizam-se em toda parede
vascular (adventicia, média e intima) (AMENTA et al. 1991). A acdo da
droga sobre estes receptores promove vaso-dilatacio, mediada pelo
aumento proporcional de AMP ciclico neste tecido. Os efeitos sobre outros

tecidos do organismo foram relatados por estudos experimentaisin vitro.

A atividade do hidrocloreto de dopexamina em receptores
periféricos dopaminérgicos e adrenmorreceptores tem sido avaliada e
caracterizada por comparagfio com agonistas padrées destes receptores. Os
receptores DA, sdo encontrados predominantemente na musculatura lisa
dos leitos vasculares renal, mesentérico, coromariano e cerebral.

Estimulacio destes receptores promove vaso-dilata¢io, aumentando o fluxo
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sangiiineo para estes territérios (SMITH, O'CONNOR, 1988). Em adigio,

ativaciio de receptores DA, nos tibulos renais produz natriurese e diurese

(LOKHANDWALA, BARRET, 1982).

A avaliagio do efeito da dopexamina sobre receptores
vasculares DAj foi realizada, utilizando cdes anestesiados nos quais os
receptores DAy, f; e B, foram bloqueados. Dopexamina produziu aumento
do fluxo sangiiineo renal e diminui¢io da resisténcia vascular sistémica
(DE' 2024 2,3 x 10-8 mol/kg), quando injetada diretamente na artéria renal,
com aproximadamente um terco da poténcia da dopamina (BROWN et al,
1985). Estudo semelhante realizado com carneiros recém-natos, apoés
bloquear os receptores 3-adrenérgicos, revelou que a queda da resisténcia
vascular sistémica nio foi afetada e, portanto, a vaso-dilatacio foi induzida
pela agiio dopaminérgica (TAYLOR et al, 1993). Interessante registrar que
o aumento de fluxo renal induzido pela dopexamina, permanece em
pacientes com doenga renal cronica de virias etiologias, pela manutengio

da interagio com receptores dopaminérgicos e adrenérgicos (ATALLAH et

al, 1992).

Receptores DA) estio localizados antes da jungiio dos nervos
simpaticos periféricos e, quando estimulados, medeiam a redugio da
liberagio da norepinefrina. Isto resulta na reducio generalizada do ténus
simpatico no sistema vascular, causando atenuacio benéfica da vaso-
constric¢io e estimulacio cardiaca induzida via sistema simpatico (SMITH,
O'CONNOR, 1988). A atividade agonista da dopexamina sobre os
receptores DA foi mensurada em gatos anestesiados, apés bloqueio dos
adrenorreceptores 37 e recaptagio tipo 1. Nestes animais a taquicardia por

estimulacdo continua foi inibida pela dopexamina.

! Dose efetiva 20%
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Em relacio aos receptores adrenérgicos 7, que estio
localizados no miisculo liso da vasculatura arterial (particularmente no
leito arterial dos muisculos esqueléticos) e, quando estimulados, produzem
vaso-dilatacio, a dopexamina tem forte a¢io agonista. Recentemente, tem
sido reconhecido que adrenorreceptores By coexistem no coracio com os
adrenorreceptores 1. Eles estio envolvidos nas acées inotrépicas e

cronotropicas de algumas catecolaminas (BRODDE et al, 1986; BRISTOW
et al, 1986).

A atividade agonista da dopexamina sobre adrenorreceptores
B1 foi avaliada em virios modelos experimentais. Esses receptores
encontram-se predominantemente no coracio e sio responsiveis pelos
efeitos inotrépicos e cronotrépicos positivos, produzidos pela estimulacio
dos nerves simpdticos e pelas catecolaminas. Eles também estio implicados
nas agdes arritmogénicas. Agonismo direto da dopexamina produziu
aumento da frequéncia de batimentos no dtrio isolado de guinea-pig, na
presenca de cocaina, sendo, entretanto, antagonizado pelo propranolol.

Este aumento correspondeu a apenas 10% relativamente ao isoproterenol

(BROWN et al, 1985).

Fraco efeito inotropico e cronotrépico positivo tem sido
descrito em Adtrios perfundidos, isolados de coracdes de guinea-pig
(BROWN et al, 1984), ¢ em trabéculas atriais humanas e de miocardio
ventricular (BOHM et al, 1988). Dopexamina tem fraca ligacio com
receptores 1 e produz discreto aumento da freqiiéncia atrial em tecidos
isolados e esta aciio é bloqueada por propranolol (MITCHELL et al, 1987;
SMITH, O’CONNOR, 1988). Em contraste aos efeitos acima, dopexamina
demonstrou um marcado efeito inotrépico positivo sobre o itrio isolado de

guinea-pig. Esta resposta foi atenuada com propranolol e abolida com pré-
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tratamento com reserpina, implicando, por consegiiinte, que dopexamina
tem acdo simpatico-mimética indireta, mediada pela inibicie da

recaptacio neuronal de catecolaminas (recaptacio do tipo I).

Estudos hemodinimicos em animais tém indicado que a
dopexamina ¢ vaso-dilatador regional e um potente agente na reducio da
pos-carga, com leves propriedades cardio-estimulantes. Os principais
efeitos cardiovasculares da infusdo intra-venosa de dopexamina foram a
queda da pressdo arterial, da resisténcia vascular sistémica e da pressio
diastolica final do ventriculo esquerdo e o aumento da freqiiéncia cardiaca,
do indice de contratilidade do ventriculo esquerdo e do débito cardiaco

(BASS et al, 1987; BIRO et al, 1988; BROWN et al, 1985b; SMITH, NAYA
1988).

O perfil hemodindamico da dopexamina foi caracterizado
através de um programa de estudos clinicos e era composto de trés fases
distintas. A primeira, em voluntaries sadios, revelou que a dopexamina
aumenta o débito cardiaco de maneira dose-dependente. Proporcionou
aumento da amplitude do pulso e da freqiiéncia cardiaca. Diminuiu a
resisténcia vascular remal. Na segunda fase, utilizando pacientes com
insuficiéncia cardiaca (NYHA II a IV ?), dopexamina aumentoun o indice
cardiaco e a freqiiéncia cardiaca e diminuiu a resisténcia vascular
sistémica. A ultima fase, avaliando a resposta de pacientes com severa

insuficiéncia cardiaca, confirmou os resultados da segunda fase (FOULDS,

1988).

% New York Heart Association - diz respeito a classe funcional dos pacientes com insuficiéncia
cardiaca congestiva, segundo esta associagao.
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Dopexamina também foi utilizada em pacientes submetidos a
cirurgia cardiaca que apresentavam baixo débito cardiaco. A utilizacido do
farmaco, foi testada em infusdes de curta e longa duracio. Dopexamina
aumentou o indice cardiaco associado a diminuiciao da resisténcia vascular
sistémica. Os efeitos hemodinamicos favoraveis foram mantidos durante

todo o experimento, ndo havendo atenua¢io dos mesmos (FRIEDEL et al,

1992).

Em estudo comparativo com depamina e dobutamina, nos
estagios iniciais do infarto agudo do miocirdio, a dopexamina mostrou
melhora da fun¢io miocardica, principalmente pela queda da pés-carga, e
menores taxas de arritmias ventriculares (66% x 100%). Dopexamina
também reduziu significativamente a mortalidade por fibrilacio ventricular
e houve leve reducdo na incidéncia e na duragio da taquicardia e da
fibrilacdo ventricular (PARRATT, WAINWRIGHT, FAGBEMI, 1988).
Comparativamente apenas com a dobutamina, em pacientes com
insuficiéncia cardiaca cromica, dopexamina produziu aumento do indice
cardiaco por aumentar a freqiiéncia cardiaca e¢ o volume sistélico e
diminuir a resisténcia vascular sistémica. Esses resultados foram similares
com a dobutamina. A iinica diferenca entre estes compostos foi a nio
atenuacdo dos parimetros hemodinamicos, alcangados com a dopexamina

em 48 horas de infusio endovenosa (BAUMANN et al, 1990).

Em situagdes clinicas de baixo débito cardiaco, dopexamina
promove vaso-dilatacio em alguns leitos viscerais, tais como o renal e o

hepato-espliancnico (LEIER et al, 1988).

A relacio da dopexamina com o trato gastrintestinal vem

sendo objeto de estudos, principalmente de Cain e Curtis. Estes autores
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publicaram recentes resultados, mostrando que a dopexamina mantém a
oferta de oxigénio em cies endotoxicos, ressuscitados com volume (dextran
e concentrados de hemaicias), comparativamente com um grupo que nio
rececbeu a droga (BREDLE, CAIN, 1991). Num segundo estudo,
examinaram as respostas do consumo de oxigénio (VO)) e o lactato sérico
de muisculos esqueléticos (membro inferior) e intestino, tendo como
principal objetivo estabelecer se a dopexamina causava diferencas regionais
na distribui¢io da DOy (CAIN,CURTIS,1991). Os resultados deste segundo
estudo demonstraram que, com o0 use da dopexamina, nio havia marcada
diferenca na distribuicio regional da DOy para o muisculo esquelético e
para o intestino. Os niveis de lactato sérico aumentaram em ambos os
grupos (tratados e ndo tratados com dopexamina); contudo, dopexamina
previniu o aumento do débito de lactato originario do intestino. Para
explicar este fato, foi postulado que a a¢do fy-adrenérgica, na vasculatura
mesentérica, promoveria melhor fluxo sangiiineo para a mucosa intestinal e
que os altos niveis de lactato, oriundos do intestino, no grupo nio tratado
com dopexamina, seriam resultantes da hipoxia regional dentro da parede
intestinal, a despeito de altos niveis da DOj sistémica. Esta tese foi
embasada nas evidéncias da literatura de que o fluxo sangiiineo para a
mucosa intestinal ¢ aumentado por agonistas 3-adrenérgicos (SHEPHERD,
et al, 1984; KVIETYS, GRANGER, 1982) e dopaminérgicos (KULLMAN,
BREULL, WASSERMAN, 1983).

¢ Hidrocloreto de dopexamina e endotélio

Em 1980, Furchgett e Zawadzki publicaram, no periédico
Nature, relato de que as células endoteliais desempenhavam papel

obrigatério no relaxamento da musculatura lisa. Através da exposicio de
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anéis de aorta tordcica de coelhos a acetilcolina (ACh), na presenca e na
auséncia de endotélio, puderam observar que a ACh interagia com as

células endoteliais, liberando um fator relaxante (FURCHGOTT,
ZAWADZKI, 1980).

O entendimento do papel fisiologico e fisiopatolégico do
endotélio cresceu de forma importante nos ultimos anos, tornando-o um dos
drgios mais importantes dentro do organismo. O endotélio funciona como
sensor e transdutor de sinais que ocorrem na intimidade da parede
vascular. O espectro de sinais, que ativam as células endoteliais, varia
desde forcas mecanicas (fluxo e pressio) a substincias vaso-ativas e
mediadores inflamatérios. Além dessa capacidade perceptiva, o endotélio
desempenha ativamente diversas propriedades fisiologicas. As células
endoteliais regulam tonus vascular, hemostasia, inflamacio, metabolismo
lipidico, crescimento ¢ migracio celular ¢ interacées com a matriz extra-

celular, através de muitos mecanismos receptor-mediados (GIBBONS,

DZAU, 1994).

Nota-se claramente que estados de disfuncio endotelial tém
intima relagio com varias condicdes patologicas, tais como sepse,
aterosclerose, hipertensio arterial sistémica etc. £ de fundamental
importincia ter a no¢io de que as varias substincias, liberadas pelo

endotélio, procuram modular o ténus vascular e a perfusio dos tecidos.

Neste contexto, se procura correlacionar as propriedades
vase-dilatadoras da dopexamina com a integridade funcional do endotélio
vascular. Quando se intenciona gerar maior aporte sangiiineo a um dado
orgao, deve-se considerar a interacio droga vaso-ativa e endotélio. Vaso-

relaxamento reduzido a vaso-dilatadores endotélio-dependentes, além de ser
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um marcador de disfunciio endotelial (LEFER, XIN-LIANG, 1993), é um
importante aspecto a ser considerado no momento terapéutico. Drogas que
mantivessem sua atividade, a despeito da funcio endotelial, poderiam

manter-se atuantes nesses estados.

Outro aspecto a ser considerado ¢ a existéncia de fatores
derivados do endotélio, que produzem vaso-relaxamento. Os principais sio
o éxido nitrico, a prostaciclina e o fator hiperpolarizante (BRAYDEN et al,
1991). Assim como a acetilcolina libera tais mediadores, levantou-se o
questionamento se a dopexamina nie pederia interagir de alguma forma

com esses mediadores.

Conclui-se, portanto, que na vigéncia de estados de baixo
fluxo, onde ocorre vaso-constricio da artéria mesentérica (REILLY,
BULKLEY, 1993), ou na pan-endotelite do choque séptico, que
possivelmente também proporciona diminuicio absoluta ou relativa da
perfusido mesentérica (GHOSH et al, 1993), deve-se utilizar uma droga que
privilegie fluxo esplancnico sem perder suas propriedades vaso-relaxantes

na vigéncia de disfuncio endotelial.

¢ Hidrocloreto de dopexamina e dxido nitrico

A participagdo do éxido nitrico em dezenas de processos
fisiologicos e fisiopatolégicos e em interacdes farmacoldgicas despertou o
interesse pelo estudo de uma possivel ligacio do poder vaso-relaxante da

dopexamina com a via da L-arginina.
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O relaxamento do musculo liso dos vasos € obtido a partir da
formacio do monofosfato de guanosina ciclico (GMPc). O GMPc pode ser
formado a partir de mecanismos diferentes, como, por exemplo, a a¢io
vaso-dilatadora da prostaciclina. Estudos meostram que outro fator
endégeno, derivado das células endoteliais, conhecido como o Endothelium-
derivated relaxing factor (EDRF), também proporciona um grande
relaxamento aos mmisculos lisos. Acetilcolina, bradicinina, adenosina
trifosfato e outros vaso-dilatadores agem sobre receptores na superficie
endotelial para liberar localmente hormonios, que se difundem para o
musculo liso adjacente, provocando relaxamento. Estes estimulos perdem
sua atividade vaso-dilatadora quando nio existe endotélio. Um dos
horménios produzidos neste processo ¢ o fator de relaxamento derivado do
endotélio, que foi definitivamente identificado ou come sendo o éxido
nitrico ou algum derivado que o libera. O oxido nitrico relaxa a
musculatura lisa por ativar a guanilato ciclase e por estimular a formacio
do monofosfato de guanosina ciclica (GMPc¢). (GIBALDI, 1993; IGNARRO

et al, 1987; PALMER, FERRIGE, MONCADA, 1987; FURCHGOTT,
1988).

A via de formagido do éxido nitrico ji estd bem estabelecida
(PALMER et al, 1987; IGNARRO et al, 1987). O éxido nitrico é um
composto gasoso, derivado da L-arginina sob a¢de da éxido nitrico
sintetase. Existem dois subtipos de isoenzimas: a éxido nitrico sintetase
constitucional, presente na maioria dos tecidos (para revisio ver
MONCADA et al, 1991) e a éxido nitrico sintetase induzida, que ¢

fundamentalmente originada de processos inflamatérios.

Incubacio de células endoteliais, com endotoxinas bacterianas,

induzem a expressiao da oxido nitrico sintetase (NO synthase) e leva a um
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aumento da morte celular - citotoxidade esta que foi inibida pela L-NMMA
(falso substrato para o oxido nitrice). Investigadores concluem que: " o
endotélio vascular libera dxido nitrico constitutivamente para as acdes
fisiologicas e também expressa NO como parte dos mecanismos de defesa de
hospedeiro, exemplificando os diversos papéis do NO como uma molécula

biologicamente ativa" (PALMER et al, 1992).

Assim como a endotoxina induz a expressio da 6xido-nitrico
sintetase, aumentando a liberacio de oxido nitrico, as citoquinas também
promovem essa condicio. Nesse contexto, existe dessensibilizacio da
guanilato ciclase, atenuando as respostas vaso-dilatadoras a compostos que
utilizam GMPc¢ como segundo mensageiro, para induzir vaso-relaxamento.
Isto foi comprovado em estudo experimental in vitro, utilizando anéis de
artéria mesentérica previamente incubados com Interferon-y (que induz a
liberacio de éxido nitrico), e avaliando a produgciao de GMPc, bem como a
resposta vaso-dilatadora induzida pelo nitroprussiato de sédio. Observaram
os autores este fenomeno de dessensibilizacio da guanilato ciclase, quando
exposta a niveis maiores de éxido nitrice, liberados pela exposi¢io ao
interferon-y e, por consegiiinte, diminuicio da resposta vaso-dilatadora do

nitroprussiato (KIMPE et al, 1994).

Também merece destaque o papel do oxido nitrico na
manutencio da integridade vascular no dano intestinal, induzido por
endotoxina. Este estudo experimental sugere que a sintese de éxido nitrico,
a partir da L-arginina, tém um papel importante na integridade micro-
vascular da mucosa intestinal. Em contrapartida, quando utilizavam
inibidor seletivo do 6xido nitrico, 0 dano se intensificava a partir da injiria

com lipopolissacarideos (HUTCHESON, WHITTLE, BOUGHTON-
SMITH, 1990).
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Por fim, destaca-se a participacido do éxido nitrico na injuria
de reperfusido no intestino ¢ como mediador de alteragdées hemodinimicas
na sepse. No primeiro evento, o é6xido nitrico endégeno é importante na
limitacido da injuria apés reperfusio do intestino isquémico. Esta afirmacio
¢ baseada na observacio que L-NAME, um potente inibidor da sintese de
oxido nitrico, exacerba a injiria intestinal associada com reperfusio
(KUBES, 1993). No segundo evento, existem fortes evidéncias que a via da
L-arginina participa em varias alteracies hemodinamicas na sepse. Lorente
et al, através de um estudo intervencionista, analisaram as respostas
hemodinidmicas em 15 pacientes sépticos, apos a infusdo em bolus de NW-
nitro-L-arginina (inibidor de o6xido nitrico) seguido da infusdo de L-
arginina. Observaram os autores, que a pressido arterial e a resisténcia
vascular sistémica e pulmonar aumentaram apés infusido do inibidor de
oxido nitrico, enquanto que voltaram a cair apés infusio da L-arginina
(LORENTE et al, 1993). Outra evidéncia da participacdo do 6xido nitrico
na sepse, foi a constatacio de que o TNFa (fator de necrose tumoral o)

estimula as células endoteliais a produzirem éxido nitrico (LAMAS et al,

1991).

Desta forma, procurou-se verificar se a dopexamina liberaria
oxido nitrico na artéria mesentérica, interagindo no seu processo vaso-
dilatador, e por conseguinte, 'ofereceria’ aos tecidos quantidade
complementar desta mélecula biologicamente ativa. Por outro lado, uma
acdo independente de oxido nitrico poderia garamtir sua acdo vaso-
dilatadora em situacées de inibicio da sintese de éxido nitrico ou de

dessensibilizacdo da guanilato ciclase.
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¢ Hidrocloreto de dopexamina e canais ionicos de potdssio

Vaso-dilatacio pode ser conseqiiéncia de uma variedade de
substincias, que ndo se relacionam na estrutilra ou na origem. Entre estas
estio incluidas agentes sintéticos, tais como cromakalima, pinacidil e
diazéxido, bem como substincias enddégenas, como por exemplo,
acetilcolina, peptideo relacionado ao geme da calcitonina (CGRP),
polipeptideo vaso-ativo intestinal (VIP) e fatores endoteliais (EDRF, fator
hiperpolarizante derivado do endotélio e prostaciclinas). Um efeito que
essas substincias tém em comum ¢ a habilidade de hiperpolarizar as células
da musculatura lisa vascular. Hiperpolarizacio da membrana, por sua vez,
fecha os canais de calcio voltagem-dependentes e, por conseguinte, provoca
vaso-dilatagido (NELSON er al, 1988). Ha forte evidéncia que a acio
hiperpolarizante destas substincias resulta de uma condutincia aumentada
da membrana celular aes ions potassio (COOK, 1988). Varies tipos de
canais de potassio tém sido identificados na musculatura lisa vascular e siao

responsaveis por hiperpolarizacio e vaso-dilatacao.

Dentre os diversos canais de potassio, os ATP-dependentes ¢
os calcio-dependentes sdo os mais estudados na musculatura lisa. Em
recente revisio sobre o tema, foi estabe‘lecido que os canais de potassio
ATP-dependentes seriam a via primaria para a interacdo de varias
substincias vaso-dilatadoras (BRAYDEN et al, 1991). A caracteristica
primordial destes canais ionicos é sua inibi¢cio pelo ATP, bem como por
sulfoniluréias (glibenclamida e tolbutamida) e baixas concentracdes de
Ba2t, Através destas propriedades foi possivel caracterizar a participagio

destes canais nas propriedades vaso-dilatadoras de vdrios compostos.
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Virios estudos examinaram os efeitos de compostos que abrem
os canais de potdssio sobre feixes vasculares isolados e tém demonstrado
que a acdo vaso-dilatadora ¢é inibida pela glibenclamida (QUAST, COOK,
1989; WINQUIST et al, 1989), o que reforga a participagio dos canais de
K+ ATP-dependentes.

Os canais de potissio calcio-dependentes, até pouco tempo,
nio eram incluidos como participes da regulacdo do ténus vascular. Em
recente publicacio, Brayden e Nelson demonstraram o papel desses canais
na regulacio do tonus arterial (miogénico) em células da musculatura lisa
da artéria cerebral de coelhos. Concluiram que os principais canais de
potassio cdlcio-dependentes, envolvidos neste mecanismo fisioldégico, sao os
de grande condutiancia, embora possa haver participacdo dos de pequena

condutincia (BRAYDEN, NELSON, 1992).

Procurou-se desta forma caracterizar a participacio dos
canais de potassio ATP e cdlcio dependentes (pequena condutincia) na ac¢io
vaso-dilatadora da dopexamina sobre a artéria mesentérica. E de
conhecimento atual, que os canais de potissio ATP-dependentes sio os mais
importantes e sio eles que interagem com a maioria dos compostos vaseo-
dilatadores exégenos; no entanto, se optou também por analisar os calcio-

dependentes.
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¢ Fundamentos teoricos

Com todos estes aspectos colocados, procurou-se fundamentar
a pesquisa e estabelecer metas e objetivos. Quando se envolvem duas
grandes areas da medicina, Farmacolegia e Terapia Intensiva, deve-se
buscar mais precisamente respostas a estes questionamentos. Investiga-se
uma droga, muito pouco explorada na perspectiva de privilegiar fluxo ao
territério esplincnico, no intuito de estabelecer, futuramente, seu papel no
contexto clinico dos diversos distiirbios perfusionais citados. Procurou-se
caracterizar seu perfil farmacolégico, correlacionando principalmente
dreas e mecanismos fundamentais na interacio droga/artéria mesentérica,
isto é, receptores de membrana, endotélio, via do éxido nitrico, poder vaso-
relaxante comparativo e camnais de potassio. Todos estes pontos tém
profundo interesse clinico, quando se vislumbra a utiliza¢ido de uma droga,
nio num modelo experimental isolado, mas numa situagio de stress

fisioldgico, como o choque.

O objetivo pratico que pretende demonstrar esta dissertacio é
0 de poder direcionar com mais propriedade a terapéutica dos disturbios
perfusionais, invariavelmente presentes em pacientes gravemente enfermos,
através do entendimento mais adequado dos efeitos de uma droga, que
possibilita direcionamento de fluxo sangiiineo para um oérgio vital, na

ressuscitacdo de tais pacientes.

E mistér que nossas propriedades cognitivas estejam voltadas
para a amplitude do problema e de todas as condi¢des passiveis de serem
modificadas, em direcio ao sucesso terapeéutico. A inquietude cientifica
deve sempre questionar e tentar avangar decisivamente sobre o abismo

epistemologico, mesmo que este seja um artificio de expressao filoséfica.



MATERIAL E METODOS



50

V - MATERIAL E METODOS

Um grupo de coelhos da raca Nova Zelindia (n=22), com
idade entre 4 ¢ 7 meses, mantidos no Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina, em ambiente com luz natural, alimentag¢io a
base de racdo, supervisionados por médico veterinirio e criados
especificamente para pesquisas, serviu como material para o presente
estudo. Estes coelhos foram sacrificados e submetidos a exérese da artéria
mesentérica superior para posterior preparagio de anéis, que serviram
para estudo experimental in vitro.

O estudo desenvolveu-se no Laboratério da Coordenadoria
Especial de Farmacologia, do Centro de Ciéncias Bioldgicas, da
Universidade Federal de Santa Catarina, respeitando as normas éticas
para estudos experimentais, exigidas pelo mesmo (Anexol). Esta
Coordenadoria conta com um Curso de Pés-graduagio em Farmacologia,
cujos pesquisadores, iniciantes ou em formacio, tém continua supervisio
dos doutores que integram o corpo docente.
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Preparacdo de Anéis de Artéria Mesentérica Superior
(AMS)

Coelhos Nova Zelindia de ambos os sexos foram sacrificados,
através de injecdo intracardiaca de ar (20 - 40 ml). A seguir, foram
submetidos a laparotomia e a artéria mesentérica superior localizada,
isolada de tecidos adjacentes e retirada, desde a sua origem até sua
primeira ramificacio (Figura 1). Anéisde 2 a 3 mm de comprimento, 4
preparacdes por animal, foram preparados, através da sec¢do transversal

Figura 1 - Laparotomia para realizacio da exérese da
artéria mesentérica superior. Visualiza-se a aorta, des-

locamento superior do estomago e lateral do intestino
delgado.
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do vaso, e montados, conforme descricdo abaixo, para registro isométrico
em poligrafo Narcotrace 40 - NarcoBiosystems (Figura 2). As preparacées
foram conectadas a hastes de platina, ligadas a um suporte, e introduzidas
em uma cuba para oérgios isolados, contendo solugio nutriente de Krebs-
Henseleit [composi¢cdo (mM) : NaCl 118,0, KCl1 4,4, MgSO4 1,1, CaCl, 2,5,
NaHCOg3 25,0, KHpPO4 1,2 e glicose 11,0] mantida a 37°C, pH 7,2 a 7.4,
arejada com oxigénio a 95% e COy 5% (Figuras 3 e 4). As preparacdes
foram submetidas a uma tenséo basal de 1 grama.

Figura 2 - Poligrafo Narcotrace 40 - NarcoBiosystems.
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Teste do Endotélio

A presenca do endotélio vascular foi confirmada através do
teste descrito por Furchgott e Zawadzki, em 1980 (FURCHGOTT,
ZAWADZKI , 1980). Brevemente, um tonus vascular foi induzido com
fenilefrina (0,1 a 0,3 nM) e apés estabilizacido das contracées, acetilcolina
foi adicionada. Uma resposta relaxante da acetilcolina, maior ou igual a
50% do tonus induzido pela fenilefrina, foi considerada comprobatéria da
presenca do endotélio vascular.

Figura 3 - Visio panorimica das cubas para érgios isola-
dos conectadas aos seus respectivos transdutores e estes
ao poligrafo Narcotrace 40.
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Cuba para orgéos
isolados a 37°C

Anel de artéria
mesentérica

Lorenz

Figura 4 - Representa¢io esquematica do sistema utilizado
para o estudo farmacolégico de anéis de artéria mesentérica
isolados [adaptado da tese de livre docéncia “Alguns aspectos
farmacolégicos da fung¢do endotelial em cirurgia cardiaca” -
(EVORA, 1992)].
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Preparacgdo da dopexamina

O sal foi mantido sob protecio da luz e aliquotas eram
preparadas, respeitande as normas prescritas pelo fabricante. Essas
normas consistiam em cuidados na dilui¢do. O liquido diluente deveria ser
solu¢do salina 0,9%, com pH de aproximadamente 2,5 (ajustado com acido
hidrocloridrico), ao qual se acrescentaria acido ascérbico. Todos os passos
foram obedecidos e estas aliquotas eram mantidas sob refrigeracio e
protegidas da luz para posterior uso (Anexo II).

Teste do tonus vascular com dopexamina

Decorrido o periodo de equilibrio (1 hora), cada preparacio
foi submetida a aciio despolarizante rica em potassio (obtida a partir da
substitui¢io equimolar de 74,4 mM de sédio por potdssio da solucio de
Krebs-Henseleit), a fim de avaliar a resposta contraturante maxima de
cada preparac¢do. O liquido nutriente foi entio trocado varias vezes e, apos
60 minutos, um tonus adicional (70 a 80% da respoesta contraturante
maxima de cada anel de AMS) foi induzido através da adic¢io de fenilefrina
em doses cumulativas (a partir de 10-9 até atingir o tdnus desejado). Apés
obtencdo de respostas estdveis, curvas cumulativas concentra¢do-resposta
foram realizadas para dopexamina (1 a 10.000 nM). Os resuitados foram
expressos em porcentagem de relaxamento.

Anéis desprovidos de endotélio

Quatro anéis foram preparados sem endotélio, através da
lesdo destas células por intermédio de haste com algodio, friccionada por
dentro de cada anel. Estes anéis foram submetidos ao teste do endotélio
para comprovar a destruicio endotelial, isto é, ao contririo do teste
descrito anteriormente, a acetilcolina promoveu vaso-constric¢io adicional
ou ndo induziu a vaso-dilatacdo esperada. Foram entido submetidos a um
tonus com fenilefrina, conforme descricio anterior, e novas curvas
cumulativas concentracdo-resposta foram realizadas para dopexamina.



Andlise da via do oxido nitrico (NO)

Seis outros anéis de artéria mesentérica superior foram
preparados para avaliar a participacdo da via do éxido nitrico, sempre
contendo em cada experimento um controle positivo (curva com
acetilcolina + L-NOARG). Previamente a realizacio das curvas
cumulativas concentracio-resposta para dopexamina, foram incubados
com NW-nitro-L-arginina (L-NOARG) 104 M, por 20 minutos (inibidores
seletivos e competitivos da sintese de NO). Foram entio comparados com
anéis desprovidos do inibidor, quanto as possiveis alteracdes no poder vaso-
relaxante da dopexamina em relagio a inibicio do éxido nitrico pela
incubacido com seu falso substrato.

Andlise da participagdo dos canais de potdssio

Previamente a curva dose-resposta com a dopexamina (n=4),
incubou-se, por 20 minutos, glibenclamida numa concentrag¢io de 10-6 M, a
fim de se avaliar a participacido dos canais de potissio ATP-dependentes.
Com a finalidade de estudar a participacido dos canais de potdssio cilcio-
dependentes, incubou-se, por 10 minutes (n=4), apamina, numa
concentracio de 3x10-7 M.

Participagdo dos receptores adrenérgicos J)

Em quatro outros anéis, foram realizadas curvas dose-
resposta com a dopexamina em cubas previamente incubadas com
propranolol 10-6 M, por 25 minutos. Em cada experimento havia uma cuba
sem propranolol, que servia como controle.



Participacdo dos receptores dopaminérgicos

Foram realizadas 4 curvas dose-resposta com a dopexamina
em cubas previamente incubadas com haloperidol, (inibidor nio seletivo de
receptores dopaminérgicos), em concentragio de 3x10-7 M, por 20 minutos.

Em cada experimento havia uma cuba sem haloperidol, que servia como
controle.

Curvas com dopamina, dobutamina e nitroprussiato de
sodio

Foram realizadas curvas dose-resposta (n = 4) para cada uma
destas drogas, iniciando sempre com uma concentracio de 10-11 M, até
obten¢io de relaxamento préximo a 100%, quando possivel. Estas curvas
foram comparadas com a curva de dopexamina.

Tratamento estatistico

Os resultados foram expressos em médias e erros padrio das
médias. A significincia das diferencas entre as médias de relaxamento (%)
foram testadas com o teste t de Student para amostras pareadas e nio
pareadas (Wilcoxon). Valores de p < 0,05 foram considerados significantes.
Utilizou-se o Microsoft Excel 4.0 ® para realizar média, desvio-padrio,
erro- padrio e teste t de Student; e, para os grificos, o software FIG ®.
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VI - RESULTADOS

O estudo experimental in vitro, procurando caracterizar as
respostas funcionais ao hidrocloreto de dopexamina sobre a artéria
mesentérica superior isolada de coelhos, revelou varias facetas da droga

que serio pormenorizadas nos varios sub-itens a seguir.

S.1. Propriedades vasomotoras

O hidrocloreto de dopexamina mostrou atividade vaso-
dilatadora sobre a artéria mesentérica superior de coelhos. Nas diversas
curvas cumulativas dose-resposta (n=6), observou-se que, a partir de um
tonus médio de 3,6g, induzido com fenilefrina, a dopexamina inicia sua
atividade vaso-dilatadora com uma concentracio de 10-6 M e proporciona
vaso-dilatacio importante, em média de 92,7%, com uma concentracio de
10-S M. Esta acdo foi comparada com curvas dose-resposta da acetilcolina.
A acetilcolina, através de endotélio integro, mostrou uma acio vaso-
dilatadora mais potente. Numa concentrac¢io média de 10-6 M a a¢do vaso-
dilatadora foi em média de 87,7%. Calculando a DEsg ' das duas curvas,
observou-se que a dopexamina atinge sua atividade média numa

concentragio de 5,1x10-6 M, enquanto que, para acetilcolina, esta foi de

1,1x10-8 M (p < 0,01) (Figura 1).

' Dose efetiva 50%; refere-se a dose responsavel por 50% do efeito maximo.
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FIGURA 1- Curvas dose resposta obtidas para acetilcolina e dopexamina
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de coelhos. Cada

ponto representa a média de 6 anéis e as linhas verticais indicam os

erros-padrio das médias.

A curva de vaso-dilatacido induzida pela dopexamina é tipica
de uma droga com acdo predominante sobre musculatura lisa (Figura 2),

pois revela a necessidade de preencher a maioria dos receptores para sé

entdo iniciar sua acao.
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FIGURA 2 - Registro tipico, mostrando o efeito relaxante
causado pela dopexamina em anel de artéria mesentérica

superior isolada de coelhos,com tonus induzido com fenilefrina.

Esta resposta vaso-dilatadora da dopexamina foi
caracterizada como sendo conseqiiente a acio da droga, de forma agonista,
sobre os receptores dopaminérgicos e P-adrenérgicos. Para demonstrar
esta interacio farmacologica, foram realizadas 2 curvas dose-resposta com
a dopexamina, sendo que uma foi o resultado de 4 anéis incubados
previamente com propranolol 10-¢ M por 25 minutos, e a segunda, de 4
anéis incubados previamente com haloperidol 3x10-7 M por 20 minutos.
Observou-se que o propranolol (antagonista dos receptores $-adrenérgicos)
proporcionou um pequeno deslocamento da curva para a direita (Figura 3),
enquanto que o haloperidol (antagonista dos receptores dopaminérgicos)
deslocou a curva também para a direita, porém de forma mais
acentuada (Figura 4. A DEsy da dopexamina foi 5,1x10¢ M e as
DEs(, nas cubas com propranolol e haloperidol, foram de 9,7x10-6 e

1,7x10-5 M (p < 0,01), respectivamente.
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FIGURA 3 - Curvas dose-resposta obtidas para dopexamina (controle)
e nas preparagdes previamente incubadas com propranolol 106 M,
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de coelhos. Cada

ponto representa a média de 4 anéis e as linhas verticais indicam

os erros-padrio das médias.
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FIGURA 4 - Curvas dose-resposta obtidas para dopexamina (contro-
le) e nas preparagées previamente incubadas com haloperidol

3x107 M, em anéis de artéria mesentérica superior isolada de coelhos.
Cada ponto representa a média de 4 anéis e as linhas verticais

indicam os erros-padrio das médias.

5.2 Participagdo do endotélio vascular sobre a agdo vaso-dilatadora da

dopexamina

A fim de se avaliar a participacio do endotélio vascular na
ac¢do vaso-dilatadora da dopexamina, foram realizadas curvas dose-
resposta comparativas com dopekamina, na presenca (controle) e na
auséncia do endotélio. Cada grupo conmsistia de 4 anéis. As curvas
resultantes, com as médias e erros-padrao das médias, sao ilustradas na
figura 5. Observou-se claramente que nio houve diferenca entre as

mesmas, sendo inclusive impossivel de diferenciar as DEsy,
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A figura 6 ilustra o teste do endotélio negativo, corroborando

a auséncia do endotélio.
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FIGURA 5 - Curvas dose-resposta obtidas para dopexamina, na
presenca e na auséncia de endotélio vascular, em anéis de artéria
mesentérica superior de coelhos. Cada ponto representa a média de

4 anéis e as linhas verticais indicam os erros-padrio das médias.
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FIGURA 6 - Registro das curvas de vaso-relaxamento para
acetilcolina na presenca e na auséncia do endotélio vascular

(Teste do endotélio negativo).

5.3 Participagdo da via do oxido nitrico sobre a a¢do vaso-dilatadora

da dopexamina

A participacio da via do 6xido nitrico foi avaliada através da
realizacio de curvas dose-resposta (n=6) com o hidrocloreto de
dopexamina, na presenca e na auséncia de inibidor (falso substrato) do
oxido nitrico (L-NOARG). Observou-se que, apés incuba¢io com L-
NOARG, nao houve alteraciio da DEsy em relacdo ao controle. Portanto
nio houve deslocamento da curva com L-NOARG em relacdo ao controle
(Figura 7), mostrando que dopexamina atua na artéria mesentérica
superior de coelhos, promovendo vaso-dilata¢io sem liberar éxido nitrico

ou mesmo interagir com a via da L-arginina.
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FIGURA 7 - Curvas dose-resposta obtidas para dopexamina
(controle) e em preparacdes previamente incubadas com L-NOARG
1004 M, em anéis de artéria mesentérica superior de coelhos.
Cada ponto representa a média de 6 anéis e as linhas verticais

indicam os erros-padrio das médias.

5.4 Participag¢do dos canais ionicos de potdssio ATP-dependentes e

cdlcio dependentes

Da mesma forma, foram realizadas curvas dose-resposta com
o hidrocloreto de dopexamina na presenca de glibenclamida (n = 4) e
apamina (n = 4) e comparadas com controle. Observou-se, igualmente,
nio haver diferenca entre as DEgg bem como auséncia de deslocamento

das curvas com os inibidores, comparativamente ao controle (figura 8).
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FIGURA 8 - Curvas dose-resposta obtidas para dopexamina

(controle), e em preparacdes previamente incubadas com apamina
(n=4) e glibenclamida (n=4), em anéis de artéria mesentérica
superior. Cada ponto representa a média de 4 anéis e as linhas verticais

indicam os erros-padrio das médias.

5.5 Curva de vaso-relaxamento induzida por doses crescentes de

dopamina

Procurou-se caracterizar o efeito da dopamina sobre anéis de
artéria mesentérica superior, afim de se observar o padrio interativo com
os varios receptores com que esta droga interage. Dados de literatura
referem que a dopamina, em doses crescentes, tem afinidade por receptores
dopaminérgicos (doses baixas), 31 (doses médias) e oj-adrenérgicos (altas
doses). Quando foram realizadas curvas (n=3) com dopamina, observou-se
inicialmente vaso-relaxamento e, com doses maiores, vaso-constric¢io

(Figura 10).
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Figura 10 - Registro tipico, mostrando o efeito relaxante causado
pela dopamina em anel de artéria mesentérica superior isolada de

coelhos, com tonus induzido com fenilefrina.

5.6 Comparagdo entre o efeito vaso-relaxante da dopexamina e da

dobutamina

Foram realizadas curvas dose-resposta (n=4) com dobutamina
e comparadas as da dopexamina, afim de se relacionar o poder vaso-

dilatador sobre a artéria mesentérica, referente as duas drogas (Figura 11).

Observou-se um efeito semelhante entre as duas drogas, sendo
que a DEgy da dobutamina foi de 1,06x10° M, enquanto que a
dopexamina foi de 5,1x10° M (p < 0,01). No entanto, dobutamina
apresentou maior poder vaso-relaxante com dose menores

comparativamente a dopexamina (Grafico 1).
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FIGURA 11 - Curvas dose-resposta obtidas para dopexamina

(controle) e dobutamina, em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de coelhos. Cada ponto representa a média de 5-6 anéis e

as linhas verticais indicam os erros-padrio das médias.
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GRAFICO 1 - Efeito vaso-relaxante comparativo entre

dopexamina e dobutamina. As barras representam o percen-

tual de vaso-relaxamento e as linhas verticais indicam os

erros-padriao das médias.
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5.7 Comparagdo entre o efeito vaso-relaxante da dopexamina e

do nitroprussiato de sodio

De modo similar, foram realizadas curvas dose-resposta (n=4)
com nitroprussiato de sédio e comparadas com controle (dopexamina)
(Figura 12). Observou-se um efeito vaso-dilatador mais precoce do
nitroprussiato (Gréfico 2) e a DEs, deste composto foi de 1,5x107 M,
enquanto que o controle foi de 5,1x10° M (p < 0,01). A curva dose-resposta
do nitroprussiato de sédio mostrou semelhanc¢a a da acetilcolina, inferindo-

se mecanismo de a¢ido analogo (liberacae de éxido nitrico).
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FIGURA 12 - Curvas dose-resposta obtidas para dopexamina
(controle) e nitroprussiato de sédio, em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de coelhos. Cada ponto representa a média de 4

anéis e as linhas verticais indicam os erros-padrao das médias.
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GRAFICO 2 - Efeito vaso-relaxante comparativo entre

dopexamina e nitroprussiato de sédio. As barras repre -

sentam o percentual de vaso-relaxamento e as linhas

verticais indicam os erros-padrao das médias.
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VII - DISCUSSAOQ

= [Interacdo dos estudos experimentais e da prdtica clinica

O presente estudo procurou demonstrar, mediante
experimento in vitro, as caracteristicas funcionais do hidrocloreto de
dopexamina sobre a artéria mesentérica superior e suas diversas interacdes
farmacolégicas. Teve ainda por objetivo estabelecer avaliacdes paralelas
entres estes resultados e a pratica clinica, assim como associacées com
modelos fisiopatolégicos de distirbios perfusionais, sobretudo quando a

utiliza¢io de drogas vasoativas se faz necessaria.

Drogas vasoativas sdo especialmente utilizadas em unidades de
terapia intensiva. Os estudos concernentes a drea caracterizam-se
basicamente por duas peculiaridades: a primeira diz respeito a recente
criacdo dessas unidades, inaugurando novo espago dentro da medicina —
razio pela qual esses estudos estio se sedimentando, criando forma e
buscando embasamento cientifico de modo progressivo; a segunda
peculiaridade é a de que estes centros abrigam pacientes, cujas
caracteristicas clinicas impedem muitos tipos de pesquisas, principalmente
intervencionistas. A questio ética torna proibitiva tais praticas, face
inclusive as condi¢des de ndo aquiescéncia voluntiria ou consentimento

esclarecido. Essas peculiaridades explicam o crescente nimero de estudos
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experimentais em animais (in vivo ou in vitro) na literatura médica

correspondente.

A caracterizacdo da propriedade vaso-dilatadora da
dopexamina sobre a artéria mesentérica pode ter, como traducio clinica e
terapéutica - PERFUSAO MESENTERICA, em virtude da preocupagio
com oxigenaciio do trato gastrointestinal nos varios distirbios perfusionais,

existentes nos pacientes criticamente enfermos.

Ao se analisar a fisiopatologia da injuria da mucosa intestinal
no choque, observa-se que o primeiro sinal é o aumento da permeabilidade
vascular. Com a persisténcia da isquemia, esta permeabilidade aumenta e,
mais tarde, lesdo morfologicamente detectavel fica evidente. O produto da
extensdo da isquemia e de sua duracio determinari a profundidade da

injiria tecidual (HAGLUND, 1992).

A vasculatura intestinal responde com vaso-constrigio,
mediada por angiotensina II e vasopressina nos estados de choque
hipovolémico e cardiogénico. Em modelos experimentais, inibidores da
enzima conversora da angiotensina diminuem esta vaso-comstri¢do. Na

sepse, de inicio o fluxo ¢ mantido, evoluindo posteriormente para isquemia.



Os mecanismos fisiopatalégicos desta injiria podem ser assim

sintetizados:

- Injuria isquémica
1. Oferta de oxigénio diminuida
- Fluxo sangiiineo intestinal reduzido
- Curto-circuito de oxigénio aumentado na vilosidade

2. Demanda de oxigénio aumentada

- Injuria de reperfusio
1. Radicais livres de oxigénio

2. Disfuncio de oxido nitrico

Em razio das caracteristicas anatéomicas da vasculariza¢do
intestinal, principalmente na vilesidade (artéria central sem ramificar,
mecanismo de contra-corrente), a oxigena¢io para as camadas superficiais
¢ dependente de fluxo. Esta particularidade, associada ao fato da propria
participacio da isquemia mesentérica na sindrome de disfuncio de
multiples érgioes, é que se procura correlacionar aos achados deste estudo
experimental com os provaveis beneficios clinicos, embora reconhecendo as

suas proprias limitacdes (HAGLUND, 1992).
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= Propriedades vaso-motoras do hidrocloreto de dopexamina

A primeira caracteristica observada, através deste estudo
experimental in vitro, foi que o hidrocloreto de dopexamina promove vaso-
dilatacio da artéria mesentérica superior isolada de coelhos. Esta
caracteristica ¢ salientada em algumas publicacdes (AMENTA et al, 1991;
CAIN, CURTIS, 1991; KULKA, TRIBA, 1993; FITTON, BENFIELD,
1990). Este perfil farmacolégico mereceu destaque, devido a constante
relacio entre isquemia mesentérica e estados de baixo fluxo ou alteracdes
perfusionais secundarias aos quadros sépticos (FINK, 1991; HAGLUND,
1993; FINK, 1993; CHINTALA et al, 1993; SMITHIES et al, 1994).

Em contra-partida, a propriedade vaso-dilatadora da
dopexamina sobre a artéria mesentérica ganhou pouca atencio na maioria
dos estudos (BAUMANN et al, 1988; GOLDBERG, BASS, 1987;
COLARDYN, VANDENBOGAERDE, 1988). Estes estudos direcionavam-
se para as principais acdes deste firmaco, isto ¢, diminuir resisténcia
periférica e aumentar direta ou indiretamente débito cardiaco
(BAUMANN et al, 1988; GOLDBERG , BASS, 1987; LANG et al, 1988;
GOLLUB et al, 1988). Por conseguinte, a droga era freqiientemente
testada em estados de baixo fluxo sistémico, sobretudo secunddrios a
insuficiéncia cardiaca grave ou pés-operatorio de cirurgia de

revasculariza¢ido miocardica.

O primeiro estudo clinico, no qual a dopexamina foi usada em
pacientes apés cirurgia cardiaca aberta, procurou demonstrar suas
principais acdes farmacolégicas (HAKIM et al, 1988). Nele destacou-se que
a dopexamina em doses crescentes (0,5 pg/kg/min a 3.0 pg/kg/min)

aumentou significativamente o indice cardiaco e a freqiiéncia cardiaca e
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diminuiu a resisténcia vascular sistémica (RVS). A pressdo arterial nio se

reduziu, a despeito da queda da RVS. Houve tendéncia ao aumento da

diurese.

Em outras publicacédes, a interac¢io da dopexamina com fluxe
renal e funcio tubular mereceram notoriedade. Dada a vital participacgio
da funcio renal em estados criticos, esta propriedade mereceu destaque e
andlise profunda, principalmente no que se refere a aciao sobre receptores

dopaminérgicos (BASS, 1990).

Dopexamina promove vaso-dilatacio da artéria remal por
interagir com receptores DA,. Isto resulta em aumento de fluxe sangiiineo
para este érgdo, em parte independente do aumento paralelo do débito
cardiaco (MAGRINI et al, 1988). Neste estudo houve uma maior reducio
da resisténcia vascular renal quando comparada com a sistémica; além
disso, a reducio na atividade da renina e a pequena diminuicio da
resisténcia vascular sistémica sugerem fortemente a participacio dos

receptores DA, comparativamente aos receptores f3,.

Em condicdes de disfuncdes orgamicas secundirias a sepse,
dopexamina pode previnir dano orginico definitivo quando administrada
precocemente, sobretudo pela associacdo dos efeitos vaso-dilatadores nos

leitos renal e mesentérico (KULBA, TRIBA, 1993).

A literatura aponta varios estudos, nos quais os métodos
utilizados, para avaliar as propriedades vaso-dilatadoras sobre a artéria
mesentérica (AMENTA et al, 1991; CAIN, CURTIS, 1991; LUND et al,
1992), diferem do que foi empregado no presente trabalho. Amenta utilizou

técnicas de binding, enquanto que Cain, Curtis ¢ Lund, avaliaram a
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dopexamina quanto a sua propriedade de melhorar fluxo mesentérico em
modelos animais in vivo, submetidos a infusdo de endotoxina. Nio foi
possivel evidenciar, nesta revisio, uma metodologia utilizada semelhante a
esta, a fim de se confrontar o poder vaso-relaxante da dopexamina sobre a
artéria mesentérica, em relacio as concentracdes utilizadas e a DEs,. E
importante considerar que se trata de metodologia simples, porém de
grande valia para definir o perfil farmacologico deste composto,

especificamente sobre a artéria mesentérica.

= Hidrocloreto de dopexamina e o endotélio vascular

A interacio da dopexamina com a artéria mesentérica
inicialmente revelou seu poder vaso-relaxante. Desta constatacio resultou
uma segunda: a de que tal propriedade é absolutamente independente do
endotélio. Esta ultima se fez a partir de dadoes comparatives entre as curvas
dose-resposta na presenca e na auséncia do endotélio vascular da artéria
mesentérica. Este dado abre a perspectiva de que, mesmo nos estados de
grave disfuncio endotelial (pan-endotelite), a droga pode manter sua acio
vaso-dilatadora, privilegiando fluxo mesentérico. A pan-endotelite ¢ uma
alteraciio fisiopatolégica, presente em pacientes sépticos ou severamente
traumatizados (PARRILLO, 1993), e responde por grande parte do deficit
perfusional. Especificamente na circulacio esplancnica, um grupo de
citoquinas (TNF, interleucina 1 e 2), presentes em estados sépticos ou nas
injurias de reperfusido, desempenha importante papel na disfungiio
endotelial, inibindo a acdo dos fatores relaxantes do endotélio. TNF
seletivamente diminui a habilidade dos anéis de artéria mesentérica de se
relaxarem na presenca de acetilcolina (liberando éxido nitrico) (LEFFER,

XIN-LIANG, 1993). Gump et al (in TIGHE et al, 1993) demonstraram que,
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em pacientes sépticos hipermetabdlicos, o fluxo sangiiineo total, em relagio
ao esplancnico, esta significativamente aumentado quando comparado ao
grupo controle, refletindo a isquemia mesentérica relativa e demonstrando
que o consumo de oxigénio mesentérico é fluxo dependente (TIGHE et al,
1993). Trabalhos clinicos demonstram que a manutencio do fluxe
esplincnico pode desempenhar importante papel na interrup¢io do
desenvolvimento da faléncia de multiplos érgaos e sistemas (GUTIERREZ
et al, 1992; DOGLIO et al, 1991). Neste contexto, fica evidente que uma
droga que privilegia fluxo esplincnico, a despeito da fun¢io endotelial,
enseja grandes perspectivas no tratamento dos distirbios perfusionais e da

isquemia mesentérica.

A participacio do TNFa na fisiopatologia des estados sépticos,
principalmente agravando a disfuncido endotelial, levou muitos
pesquisadores a elaborarem estratégias terapéuticas, no sentido de atenuar
os efeitos deletérios desta citoquina (BEUTLER, MILSARK, CERAMI,
1985; TRACEY et al, 1987). Destacamos aqui a propriedade das drogas
vasoativas, incluindo a dopexamina, de aumentar os niveis de AMPc intra-
celular, o que diminui os niveis do TNFa naquela topografia (GIROIR,

1993). Este efeito poderia ser somatério a nivel de artéria mesentérica.

Do ponto de vista farmacolégico, o fato de um determinado
composto nio interagir com o endotélio, significa nio haver liberacio de
oxido nitrico, fator hiperpolarizante dependente do endotélio, ou mesmo de
prostaglandinas. Estes compostos sio liberados pelas células endoteliais,
através da interacio de alguns estimulos conhecidos (acetilcolina, tensio na
parede vascular etc). Vale ressaltar que prostaglandinas podem ser

liberadas na prépria musculatura lisa.
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= Hidrocloreto de dopexamina e oxido nitrico

Outro resultado alcancado diz respeito a via do é6xido nitrico.
A dopexamina atua na artéria mesentérica de coelhos, promovendo vaso-
dilatacio sem liberar 6xido nitrico ou mesmo interagir com a via da L-
arginina. Este dado foi demonstrado por nio ter havido alteracdes na curva
dose-resposta com a incubagio de L-NOARG. Nio foi possivel obter
qualquer informac¢do na literatura, a fim de confrontar os resultados. E
importante ressaltar que o 6xido nitrico, na maioria dos leitos vasculares,
promove vaso-dilatacio e regula o ténus vascular, direcionando fluxo e,
conseqiientemente, suprimento metabélico para os tecidos (JOHNS, 1991).
Especificamente no territério mesentérico, o papel do éxido nitrico foi
estudado na injiria de reperfusio, em modelo animal (KUBES, 1993).
Neste estudo, o autor defende o conceito de que a presenca de é6xido nitrico
endégeno ¢ importante na limitacio da injuria, apés reperfusio do intestino

isquémico.

O éxido nitrico pode ser liberado pelas células endoteliais por
varios mecanismos. Embora exista uma libera¢io basal continua de éxido
nitrico, esta pode ser otimizada por agonistas receptor-dependentes
(acetilcolina, ATP ou bradicinina) e receptor-independentes (iondéforos
Ca™", policitions, inibidores ATPase-Ca™ etc). Estimulos fisicos, tais como,
abrasio e estiramento pulsatil da parede vascular ou hipoxemia arterial,

também ocasionam a liberacio de déxido nitrico pelo endotélio vascular

(BUSSE et al, 1993).
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Infusio endovenosa de inibidor de o6xido nitrico (N®-
monometil-L-arginina) provoca aumento da pressio arterial, acompanhada
da diminuicio da condutiancia vascular dos leitos carotideo, remal e

mesentérico (GARDINER apud JOHNS, 1990).

Embora nio exista nenhuma evidéncia de que a dopexamina
libere o6xido nitrico ma artéria mesentérica, se faz importante o registro
negativo desta conmstatacio, dada as multiplas propriedades fisiologicas e
fisiopatologicas do éxido nitrico. Esta a¢iio independente, assim como em
relacio ao endotélio vascular, refor¢a a hipétese de que a dopexamina
poderia manter sua propriedade vaso-dilatadora da artéria mesentérica, a

despeito de severa disfun¢io endotelial ou produtos circulantes que inibam

a ac¢do do é6xido nitrico.

Importante considerar também, que varias citoquinas (TNFa,
Interferon-y e IL-1) sdo capazes de induzir a sintese de oxido nitrico ¢ que
liberacio excessiva deste composto resulta em dessensibiliza¢io da
guanilato ciclase, diminuindo a resposta a substincias vaso-dilatadoras que
dependem dessa enzima. Este fendmeno pode sugerir a existéncia de um
importante processo adaptativo na regulacio do tonus vascular, durante

situacoes associadas com a inducio da oéxido-nitrico sintetase ! (KIMPE et

al, 1994).

' Este conceito sera enfatizado quando da discussdo de dopexamina e nitroprussiato de sodio.
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= Hidrocloreto de dopexamina e receptores de membrana celular

Observou-se que antagonistas dos receptores [3-adrenérgicos
(propranolel) e dopaminérgicos (haloperidol) deslocaram a curva dose-
resposta da dopexamina sobre anéis de artéria mesentérica. Esta
constatag¢io é corroborada inteiramente pela literatura (FITTON, 1990;
NAPOLEONE et al, 1992; AMENTA et al, 1991). A caracterizacio
farmacolégica da ligacido da [3H]-dopexamina na vasculatura mesentérica
de 6,0 pnmol/l, proporcionando um deslocamento da dopexamina de seu
receptor B-adrenérgico (AMENTA et al, 1991). Neste mesmo estudo, foi
demonstrado a localizacio auto-radiogrifica da ligacio da [3H]-
dopexamina na vasculatura mesentérica. O maior acumulo da drega
ocorreu na adventicia, seguindo-se, em ordem decrescente, na média e na
intima. A adi¢iio de antagonista especifico DA; (SCH 23390) causou perda
de 70% da ligacao da dopexamina na camada média, porém nio alterou sua
ligagdo nas camadas adventicia e intima. Antagonista (3-adrenérgico

reduziu a ligacdo em cerca de 40% na adventicia, de 30% na média e de

40% na intima.

O efeito agonista sobre os receptores adrenérgicos gera
aumento proporcional do AMP ciclico intra-celular (AMENTA et al, 1991).
Achado semelhante foi descrito quando, aeo invés de tecido vascular
mesentérico, musculatura cardiaca humaha foi utilizada, como substrato
tecidual, para mensurar o AMPc (NAPOLEONE et al, 1992). Este estudo

corrobora 0 AMPc como segundo mensageiro nesta via de ac¢do da

dopexamina.
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Em virtude da ligacie da dopexamina com receptores
dopaminérgicos e f;, Taylor et al, realizaram estudo experimental,
infundindo-a apés bloqueio dos receptores adrenérgicos. Observaram que
a queda da resisténcia periférica nao foi afetada, inferindo dai a importante

participac¢ido dos receptores dopaminérgicos (TAYLOR et al, 1993).

O perfil interativo da dopexamina com essas diferentes
populacdes de receptores suscita o interesse de confronti-lo com uma
importante situacio fisiopatolégica descrita em estados sépticos. Na
vigéncia da sepse hd importante producio de TNFa. Esta citoquina produz
down-regulation dos receptores [-adrenérgicos, causando disfuncio
também da proteina G acoplada (SILVERMAN et al, 1993). Como a
dopexamina produz seu efeito vaso-relaxante predominantemente em
receptores dopaminérgicos, poderia haver uma manutencio quase integral
de sua funcdo farmacolégica, caso este receptor nao fosse atingido em

estados sépticos ou em qualquer situagido que houvesse produgio excessiva

de TNFa.

No presente estudo pode-se apenas caracterizar que a
dopexamina realmente interage com receptores dopaminérgicos e f-
adrenérgicos na musculatura lisa da artéria mesentérica superior. Este

dado apenas ilustra os conhecimentos ja expostos nesta dissertagao.
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=  Hidrocloreto de dopexamina e canais ionicos de potdssio

Os resultados evidenciaram fortemente que os canais de
potassio calcio (pequena-condutancia) e ATP-dependentes nido participam
na ac¢io vaso-relaxante da dopexamina sobre a artéria mesentérica superior
de coelhos. Isto foi caracterizado em virtude do niao deslocamento da curva

dose-resposta da dopexamina, previamente incubada com apamina e

glibenclamida.

Os canais de potassio sdo participes de diversas agdes
fisiologicas e farmacolégicas. Embora seu efeito sobre o potencial de
repouso da membrana celular seja conhecido desde 1950, até pouco tempo
seu interesse em farmacologia era muito pequeno. Nos utimos anos seu
conhecimento aumentou rapidamente, através de técnicas de registro
eletrofisiologico, bloqueadores de alta afinidade, técnicas de clonagem de
DNA complementar etc, e abriu a possibilidade destes canais participarem
na regula¢io do téonus vascular, entre outras acdes (HARVEY, 1993).
Cromakalima e pinacidil sio protétipos de drogas vaso-dilatadoras

classificadas como K+ channel openers (HAMILTON, WESTON, 1989).

Os agentes que abrem os canais de potissio, na musculatura
lisa, causam vaso-dilata¢io e hiperpolarizagio celular. Estes compostos tém
a caracteristica de promover vaso-dilatacdo em leitos vasculares
especificos. Em coelhos anestesiados, o enantiomero negativo da
cromakalima aumenta o fluxo sangiiineo mesentéricc (ROBERTSON,
STEIMBERG, 1989). Além disso, a cromakalima bloqueia as respostas
pressoras da norepinefrina e da fenilefrina. Esses efeitos podem ser vistos,

pelo menos parcialmente, com a dopexamina, o que suscitou interesse em se
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observar a interacio desta droga com os principais canais de potassio

encontrados na musculatura lisa.

Pressdo arterial e perfusido tecidual sio controladas em parte
pelo nivel de tomus vascular intrinseco (miogénico). Contudo, muitas
determinantes moleculares desta resposta sio desconhecidas. Evidéncia
atual suporta que o grau do tonus miogénico é regulado em parte pela
ativacdo dos canais de potassio calcio-dependentes de grande condutéincia,
na musculatura lisa arterial (BRAYDEN, NELSON, 1992). Este feed-back
negativo, exercido pelos canais de potassio, serviriam para modular o efeito
de diversos estimulos enddogenos vaso-constritores. A ativacio destes canais
proporciona efluxe de potassio e consegiiente estado de hiperpolarizacio,
que se opde a despolarizacio necessiaria para induzir uma contra¢io da
musculatura lisa. Para estudar esses efeitos, Brayden e Nelson utilizaram

artéria cerebral de ratos e comprovaram os dados acima citados.

Em estudo destinado a revisar o papel dos canais de potissio
na resposta vascular a vaso-dilatadores endégenos e farmacolégicos, estes
autores concluiram que existem varios tipos de canais de potissio na
musculatura lisa vascular, incluindo canais de K+ calcio-dependentes de
pequena e de grande condutincia, retificador interno, retificador retardado
e ATP-dependente. Entre estes, os cdlcio-dependentes de grande
condutincia e os ATP-dependentes tém sido apontados como envelvidos no
mecanismo de vaso-dilatagio por hiperpolarizacido. Relatam ainda que os
canais de potassio ATP-dependentes interagem com virias substancias
vaso-dilatadoras e a hipoxia, na circulacio coronariana, parece ativar esses
canais (BRAYDEN et al, 1991). Referem ainda que a cromakalima abre

canais de potissio ATP-dependentes em patches de membrana de células,
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oriundas da artéria mesentérica de coelhos e induz hiperpolarizagio, a qual

¢é revertida pela glibenclamida.

O presente estudo avaliou somente os canais de potdssio ATP-
dependentes e cdlcio-dependentes de pequena condutincia. A literatura
parece corroborar progressivamente a participa¢io dos canais de K+ ATP-
dependentes e cdlcio de grande condutancia (estes ultimos nio foram
analisados), como os mais importantes na resposta vaso-dilatadora da
artéria mesentérica, bem como de varies outros leitos vasculares
(BRAYDEN et al, 1991;ADEAGBO, MALIK, 1991). Sabendo-se que ha
uma grande variedade na disposicio dos mais diferentes tipos de canais de
potassio nos diversos tecidos, cabe, portanto, dar seguimento a este estudo,
a fim de que, em futuro breve, se possa caracterizar definitivamente a
participacdo dos canais de potdssio na artéria mesentérica, sua contribuigio
para o tonus miogénico nesta topografia, bem como sua interacio com

diversas substincias vaso-moduladoras, endégenas e exdgenas.

Abre-se, portanto, uma clara linha de pesquisa, que seria a
caracterizacio dos canais de potassio na vasculatura mesentérica, sua
interagdo com varios estimulos agonistas e substancias bloqueadoras e a

conclusdo do perfil interativo da dopexamina com os canais presentes nesta

topografia.
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=  Efeito comparativo da dopexamina com outras drogas vaso-ativas

Na ultima parte deste experimento, foram realizadas curvas
dose-resposta com outras dregas vaso-ativas, utilizadas em terapia

intensiva, e comparadas com dopexamina.

A indicacio maior do uso desses compostos é a de aumentar,

de modo global ou regional, a oferta de oxigénio aos tecidos (STANFORD,
1991).

Dopexamina e dobutamina

O efeito vaso-relaxante comparativo entre dopexamina e
dobutamina revelou que possuem acio vaso-dilatadora semelhante sobre
artéria mesentérica. No entanto, a dobutamina iniciou vaso-dilatacio mais
precoce que a dopexamina, e também possui menor DEs, (p < 0,05). Webb
et al, estudaram comparativamente estas duas dregas, num modelo
experimental de peritonite fecal porcina, e observaram que o fluxo hepatico
se mantinha acima dos valores basais com ambas as drogas. No entanto,
havia importante destruicio hepato-celular com ambos os grupos de
tratamento — dano este que foi menoer com o grupe tratado com
dopexamina (menor vacuolizacio e auto-fagocitose). Este fato sugere que
dopexamina agiria possivelmente na micro-circulacio, favorecendo a oferta
de oxigénio para os tecidos. Este estudo ressalta ainda que a dopexamina
otimiza fluxo esplincnico, mesmo em estados sépticos, principalmente por
agir em receptores dopaminérgicos e ndo possuir acde alfa-adrenérgica, o
que a diferenciaria da dobutamina (WEBB et al, 1991). Questiona também

o aumento do AMPc, mais proeminente com dobutamina, o qual induz, em



88

modelos experimentais, 2 auto-fagocitose (ARSTILA apud WEBB, 1991). £
importante ressaltar que as alteracées estruturais hepaticas ocorreram em
ambos os grupos, inferindo-se que na sepse nao basta apenas aumentar a
oferta de oxigénio para impedir o dano organico. Outro aspecto a
considerar é o efeito antagonico do AMPc: ao mesmo tempo que inibe a
formacido intra-celular de TNF pode induzir & auto-fagocitose. Portanto,

faltaria definir qual a acdo preponderante, quando da utiliza¢io de drogas

vasoativas.

Biro et al, utilizando microesferas marcadas, demonstraram
que o fluxo sangiiineo gastrico aumentou de maneira dose-dependente, apos
a infusio de doses crescentes de dopexamina, enquanto que, com a
dobutamina, houve aumento inicial do fluxe, sem peosterior incremento.
Efeito oposto ocorreu com a perfusdo jejunal. O fluxo hepaitico, neste
estudo, teria diminuido com a dopexamina. Deve-se, no entanto, considerar

que circulagdes tipo porta nio sdo ideais para serem avaliadas com

microesferas (BIRO et al, 1988).

Nio foi encontrade na literatura estudo comparative entre
dopexamina e dobutamina, especificamente sobre a artéria mesentérica,
utilizando metodologia semelhante, a fim de confronti-loe com este
trabalho. Nota-se, no entanto, que os resultados apresentados aqui podem
direcionar com mais propriedade a utilizacdo desses compostos em
situacdes clinicas de isquemia mesentérica, associadas as condigdes que

exigem o uso de drogas vasoativas.
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Dopexamina e dopamina

As curvas realizadas para a dopamina revelaram inicialmente,
com baixas concentracdes, seu poder vaso-relaxante sobre a artéria
mesentérica. Porém, todas as curvas realizadas evidenciaram, com

concentracdes crescentes de dopamina, acdo vaso-constritora.

Estudo comparativo entre dopamina e dopexamina, realizado
em beagles, revelou que a dopamina reduziu a condutincia (-60%) e o
fluxo (-21%) na artéria mesentérica, e a dopexamina aumentou-os em 60 e
27%, respectivamente (van KESTEREN et al, 1993). Neste mesmo estudo,
a dopexamina diminuiu a pressiao arterial média, perém privilegiou fluxo
para as artérias mesentérica e renal. Estes efeitos ja se iniciaram em baixas
doses e sdo exti'emamente atrativos, pois é freqiiente ocorrer disfuncio

renal e isquemia mesentérica nos virios disturbios perfusionais.

Kulmann et al, destacam a propriedade da dopamina de
aumentar seletivamente o fluxo sangiiineo para regido gastrica, em relacao
a outros leitos vasculares do trato gastrointestinal, talvez por localiza¢io e

predominio dos receptores dopaminérgicos naquela area (KULMANN et al,

1983).

Em outro estudo, destaca-se que dopexamina aumentou o
indice cardiaco e diminuiu a resisténcia vascular sistémica e renal. O efeito
renal foi imputado a acdo 3, , no caso da dopexamina, e dopaminérgico com
a dopamina (STEPHAN et al, 1990). Ac¢ido vaso-dilatadora sobre a artéria

renal foi semelhante em pacientes submetidos a transplante hepatico

(GRAY, BODENHAM, PARK, 1991).
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Quando estas duas drogas foram comparadas, em pacientes
com disfuncdo ventricular esquerda de natureza isquémica, ambas
aumentaram o débito cardiaco e diminuiram a resisténcia vascular
sistémica. Com o aumento da dose, houve tendéncia para uma atividade

mais vaso-dilatadora com a dopexamina do que com a dopamina

(JACKSON, TAYLOR, FRAIS, 1988).

Importante destacar novamente que a principal vantagem da
dopexamina sobre a dopamina reside na sua falta de interacio com
receptores a-adrenérgicos. Em baixas doses, dopamina promove vaso-

dilatacdo da artéria mesentérica.

Dopexamina e nitroprussiato de sédio

Nitroprussiato de sédio mostrou marcada acido vaso-
dilatadora sobre a artéria mesentérica, revelando um perfil semelhante ao
da acetilcolina, a qual libera 6xido nitrico. Nitroprussiato de sédio atua
liberando espontaneamente oxido nitrico no citosol (LI, KURIYAMA,
1993), o que explica em parte a semelhanga entre as curvas (mitro x
acetilcolina). Houve um pequeno plateau na curva do nitroprussiato, que
pode ser secundario a degradacdo parcial das doses anteriores, uma vez que

sao cumulativas.
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Novamente, a literatura traz poucos estudos comparatives
entre dopexamina e nitroprussiato de sdédio. Os resultados obtidos podem
ter como traducio clinica, que o nitroprussiato de sédio ¢ um potente vaso-
dilatador mesentérico e pode ser utilizado para otimizar oferta de oxigénio
para estes tecidos. O grande impedimento de seu uso clinico ¢ a hipotensio

arterial, presente em grande parcela dos pacientes criticamente enfermos.

Estudo comparativo entre os efeitos hemodinimicos da
dopexamina com nitroprussiato de sédio e dobutamina associados, em
pacientes com insuficiéncia cardiaca, revelou que a agdo vaso-dilatadora e
inotrépica positiva combinadas da dopexamina, resulta numa condigéo
hemodinimica que ndo difere, estatisticamente, daquela oferecida pela

associacio das outras duas drogas vasoativas (BAUMANN er al, 1988).

Ndo ha estudo especifico sobre a circulacio mesentérica,
comparando nitroprussiato de sédio e dopexamina. No entanto, com o
objetivo de comparar os efeitos de varios vaso-dilatadores sobre a veia
porta e a artéria mesentérica de ratos, Takaaki et al, demonstraram que o
nitroprussiato, numa concentracio de 2,51&10'7 M, inibia em 50% a
contracdo da artéria mesentérica, induzida com KCl (TAKAAKI et al,
1993). A metodologia utilizada foi semelhante a deste estudo. Em outra
recente publicagio, ficou caracterizado que o nitroprussiato relaxa anéis de
artéria mesentérica, contraidos previamente com noradrenalina, na
presenca ¢ na auséncia de endotélio, e que, embora sem explica¢do, inibidor
de 6xido nitrico otimiza esta propriedade vaso-dilatadora. A metodologia

aplicada neste tltimo foi exatamente igual a do presente estudo (LI,

KURIYAMA, 1993).
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Outro dado ja mencionado diz respeito a relagiio da liberacio
(basal ou induzida) de éxido nitrico e a dessensibiliza¢io da guanilato
ciclase. Em condicdes de ampla produgiio de citoquinas (sepse, trauma etc),
ocorre aumento na producio de 6xido nitrico e dessensibilizacdo desta
enzima, resultando em diminuicio na resposta vaso-dilatadora ao
nitroprussiato de sédio (KIMPE e al, 1994). Uma vez que o segundo
mensageiro da dopexamina é o AMPc (oriundo da fosfodiesterase), nio

seria afetado nestas condi¢des, mantendo sua a¢do vaso-dilatadora.

Portanto, novamente esta caracterizado o efeito comparativo
desses compostos, quanto ao poder vaso-relaxante sobre a artéria
mesentérica. E fundamental, quando da utilizacio dessas drogas vasoativas
num determinado contexto clinico, considerar esse efeito comparativo aqui

demonstrado, bem como as alteracdes hemodinimicas provocadas pelas

duas drogas.



93

=  Limitag¢des do estudo experimental in vitro

Os estudos experimentais in vitro caracterizam-se pela
reprodutibilidade e fidedignidade de resultados, quando concebidos e
executados com metodologia correta. O refinamento no controle das

variaveis confere a esses estudos tais caracteristicas.

No entanto, existem importantes limitacdes, as quais devem
ser lembradas, a fim de resguardar os resultados alcangados e possibilitar

um raciocinio mais adequado na interpretacio dos mesmos.

A principal limitacio seria a transposicio dos resultados
obtidos para a pratica clinica. Quando se realiza estudo in vitro, cria-se um
ambiente artificial, com controle rigoroso das variaveis envelvidas, e nio
existe “contaminacio* pelas respostas sistémicas organicas, habituais em
situacdes de stress fisiologico. Esses ambientes divergentes devem propiciar

padrdes de respostas diferentes, quando, por exemplo, se estuda um dado

composto farmacolégico.

Especificamente neste estudo, outras limitacdes devem ser
colocadas. Em primeiro lugar, foi utilizada metodologia bastante simples, se
comparada com o refinamento tecnolégico disponivel atualmente. Na
caracteriza¢do funcional da dopexamina e sua interagio com receptores de
membrana, foram utilizados antagonistas destes receptores, quando
técnicas de binding sio mais precisas e especificas e, portanto, mais
indicadas. Também quanto a escolha dos antagonistas, nio foram utilizados
os especificos para um determinado receptor (propranolol e haloperidol).
Estas limitagdes, todavia, nido prejudicam o estudo como um todo, ja que é

farta a literatura sobre a interagio da dopexamina com os receptores de
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membrana na musculatura lisa, inclusive na artéria mesentérica (BROW et

al, 1985;AMENTA et al, 1991; BREDLE, CAIN, 1991).

Em relacdo aos canais de potassio, avaliou-se a participacio
dos ATP-dependentes e calcio-dependentes de pequena condutincia. Em
virtude da participacio dos canais de potassio cilcio-dependentes de grande
condutincia no tonus miogénico, seria de boa norma observar sua interacio
no leito vascular mesentérico com drogas vasoativas, por exemplo,
dopexamina. Infere-se assim que este estudo deve continuar, afim de

completar alguns aspectos correlatos.

O endotélio vascular interage com a musculatura lisa, através
de varios mediadores. Foi verificada a participaciao deste com o poder vaso-
relaxante da dopexamina. Prostaglandinas, liberadas pelo endotélio
vascular, também o sido na propria musculatura e a PGI, atua por vaso-
dilatacdo. Dopexamina poderia liberar esta substincia, a qual contribuiria
a acdo vaso-dilatadora da mesma. Estudos iniciais, em nosso meio, estiao

sendo realizados com este intuito.

Foram estabelecidos, com este estudo, varios substratos para o
desenvolvimento de pesquisas com este composto, em virtude da pequena
contribuicio da literatura na caracterizacio funcional da dopexamina sobre
a artéria mesentérica. Além disso, a propria metodologia deste estudo,
embora bastante simples, ¢ amplamente utilizada, tanto do ponto de vista
metodologico, quanto da escolha do vase, para estudos de contratilidade e
relaxamento, analise da funcio endotelial ou de receptores de membrana
(FURMAN, SNEDDON, 1993; POHL e al, 1991; CUSMA-PELOGIA et
al, 1993; FUKUDA et al, 1991).
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Esta interacido entre estudos clinicos e experimentais objetiva
o melhor entendimento desta droga e seu provavel emprego em estados de
baixo fluxo esplincnico. A independéncia de acio em relacio ao endotélio
vascular, aos canais de potassio ATP e cailcio-dependentes de pequena
condutincia, ao éxido nitrico e ao GMPc, além de seu poder vaso-relaxante
comparativo ao de outras drogas vasoativas, abrem clara linha de pesquisa.
Estudos posteriores devem aumentar o entendimento da acido da
dopexamina sobre a artéria mesentérica, objetivando sua melhor utilizagio

no contexto clinico das disfuncdes perfusionais organicas.
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VIII - CONCLUSOES

01.

02.

03.

O Hidrocloreto de Dopexamina demonstrou marcada a¢iio vaso-

dilatadora sobre anéis de artéria mesentérica superior isolada

de coelhos;

Na caracterizacio desse perfil farmacolégico, pdde-se demonstrar
que a dopexamina interage com receptores de membrana dopami-

nérgicos e adrenorreceptores beta;

O Hidrocloreto de dopexamina desenvolve sua a¢ao vaso-dilata -
dora sem interagir com endotélio vascular. Esta propriedade

capacitaria este composto a agir em situagées de disfuncio endo

telial (sepse, politraumatismo, pancreatite etc);
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0s.

06.
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Nao ha liberacio de oxido nitrico durante a interag¢do da
dopexamina na musculatura lisa da artéria mesentérica. Esta
caracteristica é relevante, na medida em que o oxido nitrico
assume atualmente uma participacdo biolégica ativa em varios
processos fisiologicos e fisiopatolégicos. Na injuria de reperfu-

sdo intestinal, tem papel protetor;

Dopexamina ndo abre canais de potassio ATP-dependentes ou
calcio-dependentes (pequena condutiancia). Lanca-se a perspectiva
de definir, em futuro breve, a participacdo dos canais de potassio
no tonus miogénico desta artéria, bem como sua intera¢io com
substincias vaso-dilatadoras (dopexamina, dobutamina, dopamina

e nitroprussiato de sédio);

Comparativamente, o hidrocloreto de dopexamina tem poténcia
menor que dobutamina, nitroprussiato de sédio e acetilcolina.
Apresenta poténcia maior que dopamina e nio provoca

vaso-constri¢io como aquela;
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Trata-se, portanto, de uma droga que vaso-dilata a artéria
mesentérica superior de coelhos, abrindo perspectiva tera-
péutica em varias condicdes de severo distirbio perfusional,
onde haveria isquemia mesentérica, mesmo em estados de

disfun¢ao endotelial.



ABSTRACT



101

IX - ABSTRACT

This is an experimental in vitro study that analysis the
functional caractherization of the responses to dopexamine hydrochleride

in rabbit isolated superior mesenteric artery rings.

We worked on 22 adults New Zealand rabbits.

Mesenteric artery rings from New Zeland rabbits were used
and initially kept for one hour in a Krebs-Heinseleit solution. A potassium
hyperosmolar solution was added to attain maximum contractive effect.
Briefly, a tonus with phenilephrine was induced and series of dose-response
curves were recorded in the presence of several inhibiting substances, in the

presence and in the absence of endothelium, as well as comparatively with

others vasodilators.

The study has show a marked vasodilating effect of the
dopexamine on the mesenteric arteries of rabbits, mainly by acting on the
dopaminergic receptors, regardless of the presence or absence of

endothelium, nitric oxide or potassium channels.
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Comparatively, it is less potent than sedium nitroprusside,
dobutamine and acetilcholine. However, it is more potent than dopamine

without its vasoconstrictive effects.

From the clinical point of view, perspectives unfold in the

treatment of low splanchnic flow states, regardless of the basic cause.

In summary, it is a drug that privileges the flow to the
mesenteric bed, possibly even in the condition of abnormal proeduction of
nitric oxide or guanylate cyclase dessensibilization, which is common

disorders in the severe endothelial disfunction states.
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XI - ANEXO 1

PRINCIPIOS BASICOS PARA A PESQUISA
ENVOLVENDO O USO DE ANIMAIS

1. A experimentacio animal deve ser desenvolvida apenas
apos profunda consideracio de sua relevincia para a saude humana e

animal e para o avan¢o do conhecimento cientifico;

2. Os animais selecionados para uma experiéncia devem ser
de uma espécie e quantidade apropriadas e apresentar boas condi¢des de
saude, utilizando-se o nimero minimo necessirio para se obter resultados
validos. Para tanto devem ser utilizados, sempre que possivel, estatistica de

pequenos numeros, experiéncia com auto-controle e uso mais eficiente de

animais;

3. Os procedimentos com animais, que possam causar dor ou
angistia, devem ser desenvolvidos com sedacio, analgesia ou anestesia
sempre que possivel. Os procedimentos invasivos e drogas paralisantes

nunca devem ser empregados sem a administracio de agentes anestésicos;
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4. Experiéncias cronicas nas quais havera sobrevida pés-
cirurgia devem prever cuidados com assepsia e prevencio de infeccdes. Nas
experiéncias cirdrgicas agudas, o animal deve ser mantido incensciente

durante toda a sua duracio;

5. Naquelas experiéncias que requerem a imobiliza¢io fisica
e/ou privacio alimentar ou hidrica, deve ser dada atencdo especial no
sentido de minimizar o desconforto ou stress ¢ de manter as condicdes
gerais de saude. A imobiliza¢io deve ser mantida a um minimo

abselutamente necessario e ser precedida por um periodo de adaptacao;

6. Ao término da experiéncia, os animais devem ser
sacrificados de maneira adequada para a espécie, idade e numero de

animais, e de forma rapida, indolor e irreversivel;

7. O uso de animais em procedimentos experimentais
pressupée a disponibilidade de alojamento que proporcione condicdes de
vida adequadas as espécies. O transporte, a acomodacio, a alimentagio e
os cuidados com os animais criados ou usades para fins biomédicos devem

ser realizados por técnico qualificade sob a supervisio de um veterinario;

8. As experiéncias devem ser realizadas ou diretamente
supervisionadas por pessoas com niveis apropriades de experiéncia e
treinamento para exercer procedimentos em animais vivos. Deve-se criar
condi¢does para o treinamento de pessoal no local de trabalho, incluindo

aspectos do trato e uso humanitirio dos animais de laboratério.
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DESCRICAO DO COMPOSTO E CUIDADOS NA
MANIPULACAO

IDENTIDADE HIDROCLORETO DE DOPEXAMINA (Dopacard)
Nome Quimico (4-12-[[6-[(2-feniletil)amino]hexyl]amino]-etil]-1,2-
benzenediol) , dihydrochloride

Férmula Quimica C,,H3,N,0,HCI Useo: ICC
DADOS FiISICOS
Ponto de fusao 220-21°C

Aparéncia/odor cristalina, sem odor (sélida)

Solubilidade Solubilidade > 2% em agua, (2% em salina)
Estabilidade Estavel a 20°C quando sélida e em soluciio(sensivel a

luz) - PROTEGER DA LUZ

Reatividade Desconhecida

DADOS DE TOXICIDADE

Genotoxicidade  Positivo sob condigdes in vitro somente. Risco de
genotoxicidade considerado ser baixo.

DLsg > 4000mg.kg-1 em ratos (oral)
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Rotas de entrada inalacio

Orgios alvo Coragio e figado

PERIGOS PARA SAUDE

Este composto nido ¢é absorvido através do trato gastro-intestinal ou pela
pele. Ele requer entrada direta (injecio ou infusido) para manifestar seus
efeitos biolégicos, os quais sdo relativamente de curta duragio (5-10
minutos). Este composto causarda um aumento na freqiiéncia cardiaca e
possivelmente rubor na pele, palpitacées e cefaléia. Ele ¢ irritante para

pele, olhos e vias aéreas superiores causando lacrimejamento e crises

esternutatorias.

ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE
Armazenar em containers selados, em condicdes frias e secas evitando

expor a luz solar. Manter afastados de outros vapores quimicos ou odores.

Devem ser adequadamente rotulados.

AJUSTE DO pH
Ajustar o pH para 2,5 (2,3-2,7) com Acido Hidrocloridrico Molar.



SERVICO POUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CAMPUS UNIVERSITARIO - TRINDADE - CAIXA POSTAL 476

CEP 88.040-900 - FLORIANOPOLIS - SANTA CATARINA
TEL. (0482) - 34.1000 - TELEX: 0482240

DEFESA PUBLICA DE DISSERTAGAO DE MESTRADO

No dia 8 de setembro de 1994, as 8:30 horas, no Auditério do Centro de
Ciéncias da Satde, o aluno do Curso de Pés-Graduagio (Mestrado) em Medicina
Interna - ELIEZER SILVA, submeteu-se a defesa de sua Dissertagdo de Mestrado
intitulada "CARACTERIZAC[\O FUNCIONAL DAS RESPOSTAS AO
HIDROCLORETO DE DOPEXAMINA SOBRE A ARTERIA MESENTERICA
SUPERIOR ISOLADA DE COELHOS", ocasiio em que foram emitidos os
seguintes conceitos pela Banca Examinadora:

NOME : CONCEITO
Prof. José Paulo de Figueiredo Drummond A
A

Prof, Renato G.G. Terzi

Prof. Mario Sérgio S.de Azeredo Coutinho A

Prof. Marcelino Osmar Vieira [!
CONCEITO FINAL: A

Florianépolis, 8 de setembro de 1994.

Prof, J6sé Paulo de Figueiredo Drummond
Pr ; idente da Comissdo Examinadora

Imprensa Universitéria
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ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO

CANDIDATO: Eliézer Silva

A partir das 8:30 horas do dia oito de setembro de mil novecentos e
noventa e quatro, no Auditério do Centro de Ciéncias da Saide, a Comissdo
Examinadora, constituida pelos Professores José Paulo de Figueiredo Drummond,
Renato G.G. Terzi, Mario Sérgio Soares de Azeredo Coutinho, Marcelino Osmar
Vieira e Antdnio César Cavallazzi, como suplente, procedeu ao exame da
Dissertagio de Mestrado apresentada pelo Dr. ELIEZER SILVA, intitulada
"CARACTERIZACAO FUNCIONAL DAS RESPOSTAS AO HIDROCLORETO
DE DOPEXAMINA SOBRE A ARTERIA MESENTERICA SUPERIOR ISOLADA
DE COELHOS". Apos explanagio feita pelo candidato, o mesmo foi argiiido pela

Comissdo Examinadora, sendo vO{wamds com os seguintes conceitos, nos
termos da Resolugdo 005/CEPE/94 e Regimento Interno do Curso de P6s-Graduagdo
em Medicina Interna.

NOME: ASSINATURA CONCEITO
Prof. José Paulo de Figueiredo Drummond .. Lol /vwm/} ..... /L}'
Prof. Renato G.G. Terzi M\X\/ .........................
Prof. Mario Sérgio S. de Azeredo Coutinho ....... Z L/”Z/”LL A ......
Prof. Marcelino Osmar Vieira ............... / Jy-An— ’\_\\ ................ / ......
CONCEITO FINAL // ................................. b K.

Floriandpolis, 8 de setembro de 1994.

Prof. J;K/P‘aulo de Figueiredo Drumpfnond

Presidente da Comissdao Examinadora
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