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RESUMO

Em um estudo randomizado e duplo cego comparamos a eficacia antitrombotica
(redugdo do peso do"trombo) de duas heparinas, uma de baixo peso molecular e outra ndo
fracionada. Foram utilizados dois métodos distintos de trombose venosa experimental: no
grupo I a trombose venosa foi induzida injetando-se oleato de etanolamina na veia jugular
de 30 coelhos e glicose a 50% em mais 30, todos da raga New Zealand. No Grupo II a
trombose venosa foi induzida por estase mediante a ligadura da veia cava de 30 ratos da
raga Wistar. Ndo encontramos diferengas estatisticamente significativas com relagio a
redugdo do peso do trombo em ambos os grupos. Também concluimos que a eficacia
antitrombotica das drogas estudadas ndo variou conforme o tipo de estimulo indutor da
trombose nos modelos testados, e que o oleato de etanolamina induziu de forma mais

significativa a formagao de trombos no grupo [.
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ABSTRACT

A prospective randomized double-blind trial was performed, comparing the efficacy
antithrombotic (reduction of weigth thrombi) of two heparines with low molecular weigth
and unfractionated calcium heparine. Were used two differents models of experimental
venous thrombosis: in the first group, a combination of endothelial injury and flow
reduction, was used to induce jugular vein thrombosis in New Zealand rabbits, 30 with
etanolamine, and other 30 with glucose 50%. In the second group, venous stasis was used to
induce cava vein thrombosis in 30 female Wistar rats. No significant differences on reduction
of thrombus weigth was found on both groups. There was no relationship betwen thrombotic
agents and experimental  thrombosis model.  Etanolamin induced more significantly

thrombosis on group L
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1.- INTRODUCAO

O tromboembolismo venoso € uma temida e frequente complicagdo dos pacientes
hospitalizados. Atualmente nos EUA, se produzem por ano aproximadamente 630000 casos
de tromboembolismo pulmonar. Destes, 11% (67000) morrem vitimas de um
tromboembolismo pulmonar macigo'2, sendo que a maioria dos Obitos ocorre antes mesmo
do paciente ser diagnosticado ou receber tratamento adequado.

Considerando estes dados, ndo se discute a importancia da profilaxia da doenga
tromboembodlica venosa. Para tal, dispomos de diferentes métodos profilaticos, mecanicos e
farmacoldgicos. Dentre os métodos farmacologicos destacam-se as heparinas.

A heparina ¢ uma macromolécula que foi descoberta por Jay Mclean 3, durante a
preparagdo de extratos de tromboplastina de diferentes tecidos, quando observou que alguns
deles tinham um poderoso efeito anticoagulante. Howell e Holt 4 em 1918 descreveram pela
primeira vez as caracteristicas deste anticoagulante e o chamaram heparina (do grego
hepar=figado), devido a sua abundante concentragdo no tecido hepatico. Logo a heparina
passou a ter um valor inquestionavel no tratamento e posteriormente na profilaxia da
trombose venosa. :

Todos os métodos experimentais de trombose venosa tomam a triade de Virchow?
(lesdo endotelial, estase e hipercoagulabilidade) como base para estudos experimentais da
doenga tromboembolica venosa e sua profilaxia.

O primeiro modelo experimental animal de formagdo de trombose foi descrito por
Wessler®. O método de indugdo do trombo consistiu em provocar a estase venosa mediante
a ligadura de uma veia de um céo ou de um coelho. Em seguida injetou-se soro humano,

canino ou de coelho através de uma veia contralateral na perna ou na oretha do animal. Os



modelos de estase venosa foram também testados em ratos’¥, mediante ligadura da veia
cava inferior.

Freidman® descreveu um modelo, posteriormente modificado por Kumada!®, que
consistia na introdu¢do de um corpo estranho na veia cava inferior de ratos.

Outro método de trombose venosa experimental proposto por Peterson e Zucker!!
em 1970, associava lesdo endoteliral e reducdo do fluxo sangiiineo, em segmentos da veia
femoral do coelho com lesdo endotelial produzida por morruato de sodio. .

Este modelo foi modificado por Bjorck et al'2, que adaptou-o a utilizacio‘ de veia
jugular em lugar de femoral.

A partir da estandarizagdo destes modelos de trombose venosa experimental, foi
possivel o estudo em laboratdrio das distitnas heparinas. Doutremepuich!?, provocando
estase em veia cava inferior de ratas, concluiu que HBPM inibe a formagdo do trombo com
uma unica dose, ao contrario da heparina convencional (HC). Boneu'#, em outro modelo
experimental, concluiu que as HBPM sdo tdo eficazes quanto a HC na prevengdo e
estabilizagio da trombose. Bergquist's verificou que é possivel prevenir a formagio de
trombos com HBPM em coelhos com lesdo endotelial. Diness!é; em um estudo experimental
em coelhos, comparando a eficacia antitrombotica entre distintas heparinas, obteve
resultados semelhantes.

Os estudos clinicos realizados também confirmaram a eficacia da profilaxia realizada
com heparina, como ficou demonstrado no estudo de Collins!7, que em uma meta analise de
mais de 70 séries randomizados, com um total de 16.000 pacientes demonstrou que 0 uso
pré-operatorio de heparina subcutanea pode prevenir cerca de metade de todas as embolias
pulmonares e cerca de dois tercos de todas as tromboses venosas profundas.

O mesmo podemos afirmar com relagdo as HBPM, como no estudo multicéntrico
realizado na Europa em 1988, com uma série de 1909 pacientes submetidos a cirurgia
abdominal!®,

Com a intencdo de avaliar uma das preparagdes comerciais da HBPM disponiveis no
Brasil, desenhamos um estudo experimental randomizado e duplo cego, cofnparando-a com

a heparina convencional.



2.- OBJETIVOS

1. Comparar, em um modelo experimental, a eficacia antitrombotica da heparina
convencional e da HBPM, entre si e com um placebo, através da determinagdo do numero ¢

do peso dos trombos formados.

2. Averiguar se o comportamento das heparinas difere segundo o método de indugéo

da trombose.

3. Comparar a capacidade formadora de trombo da glicose a 50% e do oleato de
etanolamina em um dos métodos de trombose venosa experimental (lesio endotelial e

estase).



3.- MATERIAL E METODOS

As solugdes estudadas foram colocadas em frascos numerados, sendo seu cddigo de
posse do pessoal técnico do laboratorio.

Solugdes estudadas: 1. Liquemine® ( heparina Ca 5000 U) Roche

2. Fraxiparina® ( hbpm 4.500 daltons) Sanofi
3. Controle: solugdo de cloreto de sédio a 0,9%

As doses foram ajustadas ao peso dos animais de acordo com a pratica clinica em
humanos.

Foram usados 60 coethos e ‘30 ratos provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os coelhos, da raga New Zealand, de ambos os
sexos pesavam de 2,5 a 3,0 quilos e as ratas Wistar pesavam entre 250 a 300 gramas. Foram
alimentados com dieta padrdo e agua "ad libidum" a:té 12 horas antes da cirurgia.

As solugdes foram injetadas via subcutanea 2 horas antes da cirurgia.

Todos os animais foram anestesiados com uma solugdo de S0mg/ml de cloridrato de
quetamina (Ketalar®) e 0,02 mg/ml de Ropum®, tendo como medicagdo pré-anestésica
diazepan.

Os animais foram divididos em dois modelos experimentais:

Modelo 1 - método de Peterson e Zucker'' modificado (60 coelhos da raca New
Zealand).

A trombose foi induzida por lesdo endotelial em veia jugular, com oleato de

etanolamina em 30 e glicose a 50% nos outros 30 coelhos.
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A veia jugular foi exposta através de uma incisdo cervical transversa. Um segmento
de 1 cm de comprimento da veia foi isolado entre 2 clamps e o seu ramo facial canulado
com um Abbocath® 23. O segmento foi lavado com soro fisiologico 0.9% e depois enchido
com oleato de etanolamina em 30 animais e glicose a 50% nos outros 30, que ai permaneceu
por 5 minutos. Apos este periodo o segmento era lavado, os clamps abertos e passada uma
ligadura estenosante distal do calibre do abbocath.

Depois de 30 minutos a veia foi isolada, aberta longitudinalmente e inspecionada
macroscopicamente.

O trombo, quando presente, foi imediatamente removido e pesado, € o animal
sacrificado.

Modelo 2 - Método de Reyes” (30 ratas raga Wistar).

A trombose foi induzida com estase por ligadura oclusiva da veia cava inferior. A

cavidade abdominal foi aberta por laparotomia mediana longitudinal, a veia renal esquerda
) }

.

isolada, e abaixo desta, ligada a veia cava inferior. ’ '

A cavidade foi fechada e reaberta 6 horas apos. Um segmento da veia cava inferior
de 1,5 cm de comprimento foi isolado, aberto e o trombo quando presente retirado €
imediatamente pesado.

Avaliacdo dos resultados: todos os trombos foram pesados em uma balanga de
precisio e avaliados quanto a sua presenga, de acordo com o fator tromboprotetor (TPF),

escrito por Maggi e Abbadini’®.



4.- RESULTADOS

Grupo I: lesdo endotelial e estase

A maioria dos animais deste grupo desenvolveu trombo (52 animais). Um bom efeito
tromboprotetor foi obtido com HC em comparagdo com placebo no oleato de etanolamina
(p <0,013), o que ndo ocorreu com a glicose 50% ( p > 0,17 ). Resultados significativos
foram obtidos com a HBPM em comparagdo com o placebo ( oleato de etanolamina: p <
0,0009 e glicose 50%: p < 0,04 ). Contudo, ndo houve diferenga significativa entre a HC e a

HBPM ( oleato de etanolamina: p > 0,64 e glicose 50%: p > 0,68 ).
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Tabela 1.- Média dos pesos dos trombos*

animais (n") Peso do trombo (mg) P

Placebo 10 14,18 +/-3.98 -
HC 10 8,36 +/- 5,50 0,013
HBPM 10 7,40 +/-3,37 . 0,0009

* (oleato de etanolamina)

Grupo I: Lesdo Endotelial e Estase
{oleato de etanolamina)

16 S
';’;jﬁ’ 2
%

5

controle HBPM

B peso do trombo mg




Tabela 2- Média dos pesos dos trombos**

animais (n°) Peso do trombo(mg) P

Placebo 10 8,40 +/- 5,83 -
HC 10 3,90 +/- 8,22 0.17
HBPM 10 2,55 +/- 6,20 0,04

** (glicose 50%)

Grupo |: Lesdo Endotelial e Estase
(glicose 50%)

Q = N W AeE O N

controle HC HBPM

B peso do trombo mg
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Grupo II: estase

Neste grupo a maioria dos animais ndo desenvolveu trombo. A atividade
tromboprotetora foi significativa quando comparados controle e HC ( p < 0,001 ), o que
também ocorreu entre o controle e a HBPM ( p <0,003 ). Ja entre a HC e a HBPM nao

houve diferencga estatisticamente significante ( p > 0,58 ).

Tabela 3- Média dos pesos dos trombos

animais (n") Peso do trombo(mg) P
Placebo 9 0,98 +/- 0,77
HC 10 0,01 +/- 0,03 0,001
HBPM 9 0,05 +/- 0,16 0,003

Grupo li: Estase

controle HC HBPM

E peso do trombo mg
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Tabela 4 - Grupo IT ESTASE - Fator Tromboprotetor (%)

n’ de animais n’ de trombos fator

tromboprotetor(%)

Placebo 9 9 0,
HC 10 0l 0.9

HBPM 9 01 0,88

Grupo ll: Estase Fator Tromboprotetor (%)

DR
S 57
SRy

controle HC HBPM

E1% n° trombos




5.- DISCUSSAO

A profilaxia da doenga tromboembolica venosa vem sendo feita com a heparina ha
mais de 50 anos e apesar disto ds métodos farmacologicos e mecanicos utilizados continuam
sendo tema de exaustivas discussdes e pesquisa de diversos autores.

O interesse pelas HBPM | como agenté antitrombotico, cresceu a partir do estudo de
Johnson et al em 1976. Neste estudo observou-se que os niveis de atividade anti-Xa no
plasma, nos pacientes que haviam recebido HBPM, eram 4 vezes maiores quando
comparados aos que receberam a heparina ndo fracionada. Em outros estudos também ficou
demonstrado que as complicagdes hemorragicas eram pouco frequentes, as custas de uma
menor inibi¢do da fungdo plaquetaria pelas HBPM. Por ultimo, a biodisponibilidade e a vida
média destas heparinas seria maior, 0 que permitiria uma Unica aplicagdo diaria para obter
uma boa tromboprofilaxia?(-21.22.13.23

Considerando-se que a eficacia destas drogés pode ser avaliada somente através de
estudos clinicos, até hoje ndo contamos com evidéncias consistentes de que uma droga €
superior a outra. Isto s6 poderia ser conseguido comparando a eficacia destes agentes sob
condigdes clinicas idénticas, exigéncia impossivel de ser conseguida na pratica médica, mas
possivel em estudos experimentais.

Nos estudos experimentais, diferentes modelos vém sendo utilizados, com uma
grande variagio nos resultados. Recentemente, Fareed et al, em um estudo experimental
idéntico em coelhos, comparou a agdo antitrombotica intravenosa e subcutdnea de varias
heparinas??. Todas as drogas foram testadas em doses anti-Xa idénticas demonstrando uma
agdo antitrombotica menor da heparina ndo fracionada. Em nosso estudo procuramos

reproduzir situagdes clinicas em que dois dos componentes da triade de Virchow estivessem
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isoladamente em evidéncia (em alguns estudos experimentais prévios a trombose foi
induzida sem individualizar-se sua etiologia, por exemplo no estudo de Holmer 1982), na
tentativa de comparar o comportamento das diferentes heparinas segundo o estimulo indutor
da trombose?>.

Ao contrario de Fareed, utilizamos doses iguais as recomendadas na pratica clinica.
Finalmente usamos dois tipos de animais (coelhos e ratos), pois o modelo de indugio da
trombose mediante a ligadura de veia cava s esta descrito em ratos. No modelo de lesdo
endotelial e estase utilizamos distintas drogas para a indugdo da trombose (oleato de
etanolamina e glicose a 50%), com a intengdo de averiguar que substincia se comportaria
melhor para a avaliagdo dos trombos conseguidos.

A partir de nossos resultados podemos concluir que nos dois modelos experimentais
utilizados a agdo tromboprotetora de ambas heparinas foi estatisticamente significativa
quando comparada ao placebo. Entretanto a comparagdo entre os dois tipos de heparina ndo
demonstrou diferenga significativa. Também ndo foi conclusivo se as drogas apresentavam
comportamento distinto com relagdo ao estimulo indutor da trombose, ao contrario da
literatura, que descreve uma diminuigdo da atividade tromboprotetora das heparinas quando
o estimulo indutor € a lesdo endotelial.

Quanto aos resultados das drogas utilizadas na indu¢do da trombose, concluimos que
que a glicose a 50% apresenta-se menos lesiva ao endotélio vascular, traduzindo-se na

formagdo de trombos menores, facilitando a avaliagdo dos resultados.



6.- CONCLUSOES

1.- Nos dois métodos conseguimos induzir a formagio de trombose em todos animais do

grupo placebo assim como na maioria dos animais tratados com heparina profilatica.

2.- A média dos pesos dos trombos nos dois métodos mostrou diferengas significativas entre

o grupo placebo e a maioria dos animais que receberam heparina profilatica.

3.- Por outro lado as diferencas das médias dos pesos dos grupos de animais que receberam

distintos tipos de heparinas ndo foram estatisticamente significativas.

4 - A substincia oleato de etanolamina demonstrou maior capacidade trombogénica quando

comparada a glicose a 50%.
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