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RESUMO: A concentragao de heparina doi determinada no sangue de pacientes submetidos a cirurgia
cardiaca com circulagd@o extracorpérea, antes e depois da sua neutralizagdo com protamina. Determinou-
se também a quantidade de heparina no sangue coletado dos drenos da cavidade tordcica 12 horas ap6s
a operagdo. Cerca de 15% da heparina, a despeito de um tempo de coagulagao normal, permanece na
circulagédo apés a administragéo de protamina, e também é encontrada no sangue coletado dos drenos da
cavidade toracica. O peso molecular médio dessa heparina circulante, bem como da encontrada nos drenos
toracicos, foi ao redor de 7 KiloDaltons (KDa), comparando ao de 15 KDa da heparina dosada no sangue
antes da sua neutralizagao pela protamina. Gragas a achados anteriores de que as heparinas de baixo peso
molecular, responsaveis pelo sangramento da ferida operatéria, podem ser neutralizadas por trifosfato de
adenosina (ATP) 4, a cavidade toracica de pacientes consecutivos e ndo selecionados, divididos em 3
grupos de 15, foi lavada com diferentes concentragdes, ou de ATP (10 -3, 5 x 10 4 M) ou com protamina,
ou, ainda, apenas com solugéo fisiolégica (grupo controle). Observou-se uma curva dose-resposta linear
entre a diminuigao do sangramento com o aumento da dose da ATP utilizada. ATP, numa concentragéo de
104 M, diminuiu significativamente o volume de sangue drenado da cavidade toracica dos pacientes (média
de 288 + 188 ml), quando comparado ao grupo que recebeu protamina (média de 496 + 210 ml), e ao grupo
controle (média 564 + 288 ml) (p < 0,05). ATP numa concentragdo de 5 x 10 5 M reduziu as perdas
sangiineas a 370 + 155 ml dos pacientes (p < 0,08). A média de sangramento, no total dos pacientes que
receberam ATP, foi de 314 + 170 ml (p < 0,08).

DESCRITORES: sangramento em cirurgia cardiaca.

INTRODUGAO heparina é inevitavel. CRUZ ' demonstrou que o
efeito anti-hemostatico da heparina era indepen-
dente de células do sangue como as plaquetas, e
correlacionava-se a estruturas especiais do tecido
lesado. Desse modo, quando a heparina era aplica-
da topicamente as feridas superficiais da pele de

O excessivo sangramento das feridas operato-
rias constitui um dos maiores problemas encontra-
dos nas operagdes com auxilio da circulagao
extracorpérea 7, onde o uso da anticoagulag@ao com
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camundongos produzidas experimentalmente, hou-
ve um aumento do sangramento de pequenas veias
e capilares 2. Essa atividade anti-hemostatica per-
sistiu, mesmo apés lavar-se exaustivamente as
preparagdes com solugao salina, sugerindo que a
heparina se ligaria a receptores da ferida determi-
nando um sangramento incontrolavel.

Entre as diversas proteinas testadas para inibir
a atividade anti-hemostatica da heparina, por exem-
plo, plasma e proteinas séricas, trombomiosina e
actina, somente a miosina desnaturada foi capaz de
reverté-la.

Da mesma forma, dentre os fosfatos de nucleo-
tideos testados como UTP, ITP, GTP, AMP, somen-
te o ATP e o ADP foram capazes de deslocar a
heparina residual ligada a receptor, revertendo sua
atividade hemorragica 2. Estudos in vitro demons-
traram que a heparina inibe competitivamente a
hidrélise do ATP pela miosina ATPase 2. Esses
achados, se associados, sugerem que a heparina
ligar-se-ia a uma molécula miosina-like das células
musculares lisas, inibindo a contragao dos vasos,
promovendo, entao, aumento do sangramento.
Muitos estudos tém demonstrado que a heparina de
baixo peso molecular nao se correlaciona com ati-
vidade anticoagulante, mas como uma atividade
hemorragica, ja que uma heparina de baixo peso
molecular (PM 4500), desprovida de atividade
anticoagulante, foi igualmente efetiva em promover
sangramento 4 8 11,

Esses resultados nos estimularam a testar se
a aplicagao topica de ATP diminuiria o0 sangramento
normalmente presente em pacientes, logo apés
cirurgias com circulagao extracorpérea. Ja que a
protamina nao é capaz de neutralizar totalmente as
heparinas de baixo peso molecular © presentes nas
preparagbes comerciais, dosamos a quantidade de
heparina remanescente na circulagdo apés a admi-
nistragdo de protamina, bem come no sangue co-
letado dos drenos dos pacientes 12 horas apés a
operagao.

CASUISTICA E METODOS

Pacientes e Procedimentos

Quarenta e cinco pacientes de ambos os sexos
(45 a 60 anos de idade) submetidos a revascu-
larizagdo do miocardio com auxilio de circulagio
extracorpérea foram selecionados para esse estu-
do. Exames pré-operatérios para avaliar a coagula-
¢éo foram realizados, e excluidos os pacientes cujos
resultados encontravam-se foram dos limites da
normalidade. Todos os pacientes foram submetidos
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a circulagao extracorporea com hipotermia modera-
da (28°C). O circuito de circulagao extracorpdrea
recebeu um volume de 2000 ml de solugao de Ringer
com lactato como prime. Dez minutos antes da
instituicao do bypass cardiopulmonar, a anticoagu-
lagao sistémica foi realizada com 4 mg/kg de
heparina (Liquemine, Laboratérios Roche, Sao Pau-
lo, Brasil). Doses adicionais de heparina foram ad-
ministradas a cada hora, caso necessario, com base
no tempo de coagulagao ativado (TCA), que deveria
ser mantido ao redor de 400 segundos, até o tér-
mino da circulagao extracorpérea. Ao término do
bypass cardiopulmonar, sulfato de protamina (La—
boratérios Roche, Sao Paulo, Brasil) na proporgao
de 1 mg: 1 mg de heparina residual determinada por
uma curva dose-resposta previamente construida,
foi administrado, por via sistémica, até que os va-
lores do TCA atingissem os valores normais (90-120
segundos). Imediatamente antes do seu fechamen-
to, a cavidade toracica foi lavada com 500 ml de
solugao fisiolégica (no grupo controle), ou 500 ml de
solugdo fisiolégica contendo 10 5, 5x 10 4 de ATP
(Striadyne, Wyeth, Franga), ou, ainda, 500 ml de
solugao fisiolégica com 100 mg de protamina. As
solugdes eram mantidas na cavidade toracica cerca
de 10 minutos. Apés aspiragao exaustiva do con-
teido e retirada de todo o liqlido das cavidades
mediastinal e pleural com o auxilio de compressas,
a cavidade era drenada (2 drenos) e fechada. O
sangue foi coletado dos drenos que terminavam em
2 frascos contendo 200 ml de solugao salina, e os
volumes coletados anotados a cada hora com inter-
valo de pelo menos 12 horas.

Determinagées da Heparina

20 pug de sulfato de condroitina (usado como
carreador) e 1,2 M de NaCl (concentragao final)
foram adicionados a:

e 10 ml de sangue colhido dos pacientes, 10 mi-
nutos apos a injegdo de heparina;

® 10 ml de sangue colhido 10 minutos depois da
infusdo de protamina, para neutralizagéo da
heparina;

® 20 ml do sangue colhido dos frascos de drena-
gem da cavidade toracica dos pacientes, 12
horas apdés a operagao.

A cada uma dessas misturas era adicionado
acido tricloloroacético até uma concentragéo final
de 10%, que, entdo, era mantida refrigerada por 15
minutos. O precipitado formado era removido por
centrifugagao a 10.000 gpm por 340 minutos. Dois
volumes de metanol eram adicionados ao sobre-
nadante que, a seguir, era, entdo, mantido a 5°C
durante o periodo de uma noite. O precipitado for-
mado era coletado por centrifugagao a 3.000 gpm
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por 15 minutos, seco e resuspenso em 100 ul de
agua e analisado para a presenca de heparina por
eletroforese em gel de poliacrilamida e agarose
como descrito anteriormente 3 10,

RESULTADOS

Neutralizagdo da Heparina Circulante em Pacientes
Submetidos a Cirurgia Cardiaca

A Figura 1 mostra uma eletrosforese em gel de
agarose e sua densitometria mostra a heparina

presente no sangue antes e depois da administra-
¢ao da protamina, assim como a heparina presente
no sangue coletado dos drenos toracicos. Torna-se
claro que a protamina é incapaz de neutralizar toda
a heparina circulante. A Tabela 1 mostra que ape-
nas 85% da heparina presente no sangue dos
pacientes foi neutralizada pelo sulfato de protamina;
parte dos 15% restantes esta, também, presente no
sangue drenado no periodo de pés-operatério.

A Tabela 1 também demonstra que o TCA dos
pacientes, apés a administragdo de protamina,
encontra-se dentro dos valores da normalidade. Isso
implica que a heparina remanescente na circulagao,
apds a infusdo de protamina, ndo possui atividade
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Fig. 1 -

Heparina dosada no sangue dos pacientes antes e apos a neutralizagao com protamina. NaCl e sulfato de condroitina (usado como carreador

para parte da recuperagao da heparina) sdo adicionados a 10 mlde sangue colhido do paciente 10 minutos apds a administragao de heparina
7: 10 ml de sangue colhidos 10 minutos apds a neutralizagéo com protamina ' e a 20 ml do sangue colhido dos drenos toracicos 2, até a
obtengdo de uma concentragdo final de 1,2 M (NaCl) e 2vg/ml (sulfato de condroitina. A mistura foi adicionado dcido tricloroacético até uma
concentragdo final de 10%. O precipitado formado apés 15 minutos de refrigeragao foi removido por centrifugagéo. Dois volumes de metanol
foram adicionados ao sobrenadante, que foi mantido a 5°C pelo periodo de uma noite. O precipitado formado foi colhido por centrifugagao,
seco e ressuspenso em 100 ml de dgua. Cinco aliquotas de 5 vl foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, como ja referido na
sec¢do METODO (painel & esquerda). Apés corar com azul de toluidina, as amostras de heparina e de sulfato de condroitina foram

determinadas por densitometria (painel a direita).
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TABELA 1
NEUTRALIZACAO DA HEPARINA COM PROTAMINA
PACIENTE HEPARINA (UI/ML) TEMPO DE COAGULACAO
- APOS PROTAMINA
POS-HEPARINA  POS-PROTAMINA DRENOS (SEGUNDOS)

A.R. 5.2 0,9 0,31 130

P.C. 7.3 1.2 0,25 120

M.J.S. 6,0 0,6 0,13 90

J.G. 8,0 1,2 0,25 110

I.L. 11,5 0,8 0,29 90

E.B. 17,6 0,9 0,19 85

J.R. 8,7 0,6 0,29 94

anticoagulante. Essa é a caracteristica das heparinas
de baixo peso molecular que estao também presen-
tes nos preparados comerciais disponiveis e que
nao sdo neutralizaveis pela protamina €. Para con-
firmar esse achado, foram determinados os pesos
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Fig. 2 - Pesomolecular da heparina presente no sangue de pacien-
tes antes e apos a neutralizagao com protamina. Heparina foi
retirada conforme descrito na Figura 1, exceto que sem o uso
do carreador sulfato de condroitina. Aliquotas de 20 vl das
amostras indicadas na Figura foram aplicadas a placa com
gel de poliacrilamida e submetidas a eletroforese, contra
padrdes de peso molecular e coradas por azul de toluidina,
como referido na secgdo METODO.

moleculares das heparinas presentes nas diferentes
amostras de sangue coletado (antes e apds a
neutralizagao pela protamina, e no sangue coletado
dos drenos). A Figura 2 mostra que a heparina
residual remanescente apés a utilizagao de prota-
mina e a presente no liglido coletado dos drenos
toracicos tém um peso molecular ao redor de 1.000
Daltons e a heparina detectada antes da neutrali-
zagao pela protamina apresentou um peso molecular
de 15.000 Daltons.

Efeito do ATP no Sangramento dos Pacientes Apds
Serem Submetidos a Cirurgia Cardiaca

Como mencionado anteriormente, o sangra-
mento de pequenos vasos é independente da ativi-
dade anticoagulante da heparina.

Conseqlientemente, fragmentos de heparina
sem atividade anticoagulante sdo potentes inibido-
res da hemostasia e esse efeito inibitério pode ser
revertido pelo uso tépico de ATP. Sendo assim,
decidimos aplicar ATP na ferida cirtrgica proporcio-
nada por uma cirurgia cardiaca com auxilio da cir-
culagao extracorpérea. Os resultados desse expe-
rimento estdo dispostos no Gréfico 1.

Todos os pacientes do grupo controle, exce-
tuando um, apresentaram sangramento da ordem
de 300 ml a 1.000 ml em 12 horas, com média
de 564 ml =+ 288 ml.

Nao houve diferengas significativas nos pacien-
tes cuja cavidade toracica foi lavada com a concen-
tragdo de 10° M, quando comparados ao grupo
controle. Com a concentragdo de ATP de 5 x 105
M, observou-se uma média de sangramento de 370
ml £ 155 ml. Os melhores resultados foram obtidos
com o grupo que recebeu ATP numa concentragao
de 10" M, cuja média foi de 288 ml = 188 ml. O
nivel de significancia (Teste t) entre o grupo contro-
le e o que recebeu ATP na concentragédo de 104 M
foi p < 0,05 e entre o controle e o que recebeu 5
x 105 M de p < 0,08.
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Efeito da aplicagdo tdpica de ATP sobre o volume de sangramento
pés-operatério de pacientes submetidos a cirurgia cardiaca com
auxilio da circulagdo extracorpdrea. Antes de fechar a cavidade
tordcica, o mediastino foi lavado com 500 ml de solugao fisiolégica e
diferentes concentragdes de ATP, como indicado no Gréfico. O volu-
me de sangue dos drenos da cavidade tordcica dirigem-se a 2 frascos
com 200 ml de solugéo salina cada.

Esses dados sugeriram a possibilidade de uma
curva dose-resposta ao uso do ATP, como demons-
trado no Grafico 2. E possivel que concentragdes
mais elevadas de ATP reduzam ainda mais o
sangramento pés-operatério desses pacientes.

Nao foram observadas diferengas estatistica-
mente significativas entre o grupo que recebeu 100
mg de sulfato de protamina e o grupo controle.

COMENTARIOS

Nossos resultados sao indicativos de que a
protamina é incapaz de neutralizar completamente
a heparina circulante em pacientes submetidos a
cirurgia com auxilio da circulagdo extracorpérea.
Tal fato ja havia sido observado por HARENBERG
et alii ©, que verificaram que a protamina era inca-
paz de neutralizar a heparina de baixo peso mole-
cular. Como ja mencionamos anteriormente, é pos-
sivel que tal heparina de baixo peso molecular seja
responsavel pelo sangramento de pequenos vasos
e capilares 1. Esses dados também concordam
com os de IRELAND et alii 7, que observaram san-
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Efeito dose-dependente do APT em reduzir a perda sanglinea de
pacientes submetidos a cirurgia cardiaca com auxilio da circulagdo
extracorpdrea. Essa é a média de perda sanglinea dos pacientes
utilizando diferentes concentragbes de ATP (Grafico 1). As barras
verticais representam o desvio padrao de cada ponto.

gramento excessivo em 4 pacientes operados com
uso da circulagao extracorpérea, nos quais se uti-
lizou heparina de baixo peso molecular. Concor-
dam, também, com nossos dados experimentais,
onde a heparina de baixo peso molecular foi 4 vezes
mais potente em produzir hemorragia, quando com-
parada as heparinas comerciais *.

Confirmamos, neste estudo, o que ja haviamos
observado em nossos modelos experimentais 2 %
1, ou seja, que o ATP é capaz de reduzir signifi-
cativamente o sangramento produzido durante ope-
ragbes com uso da circulagao extracorpérea e que
esta agao parece seguir uma curva dose-resposta.
E possivel que, em concentragdes maiores, tais
como 10? M de ATP, a redugdo do sangramento
poderia ser ainda maior. Uma das vantagens da
utilizagdo do ATP topicamente seria a de reduzir a
necessidade de transfusdes sangiiineas, bem como
o numero de reoperagoes onde se observa san-
gramento difuso do mediastino.

O ATP é rapidamente degradado pelas ATPases
presentes nos tecidos lesados. Possivelmente, o
uso de derivados de ATP, que agem nos receptores
de células musculares lisas e sejam resistentes as
ATPases possam ser mais efetivos do que o préprio
ATP no controle do sangramento desses pacientes.
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VEGA, H.; NADER, H.; DIETRICH, C. P.; BUFFOLO, E. - ATP reduce blood lost produced by heparin in
cadiopulmonary bypass operation. Rev. Bras. Cir. Cardiovasc., 8 (2):91-96, 1993.

ABSTRACT: It was previously shown that topical application of heparin produces enhanced bleeding
from small vesseis and capillaries. Adenosine triphosphate at low concentrations is able to disalodge heparin
bound to a receptor, counteracting its antihemostatic activity. This results led us to measure the amounts
of heparin remaining in the blood after protamine neutralization of the patients subjected to cardiopulmonary
bypass operation and to test the topical application of the nucleotide denosine triphosphate at a concentra-
tion of 10*4 mol/L significantly reduces the blood volume (p<0,005) oozed from the thoracic cavity of the
patients (mean 288 + 188 ml) when compared with controls (mean 564 + 288 ml). Adenosine triphosphate
at 5 X 105 mol/L reduces the blood loss to a mean of 370 + 155 ml in the patients tested (p<0.08). About
10% of heparin of low molecular weight (=< 6.0 Kda), which is also found in the oozed blood, is not neutralized
by protamine. We suggest that the excessive blood loss of the patients is probably produced by low

molecular weight heparins in the commercial preparations that are not neutralized by protamine.

DESCRIPTORS: bleeding in heart surgery.
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