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O objetivo deste estudo foi avaliar se a administragio aguda de nicotina altera a
resposta hipotensora da bradicinina em ratos Wistar ¢ investigar a participacdo do Sistema

Renina Angiotensina Aldosterona nesta resposta.

Curvas doses respostas 4 bradicinina (0,1;-04; 1,6; 6,3; 25 e 100ug/ke, em
bolo) foram realizadas antes e apds 4 administragio de salina ou nicotina (200pg/kg, em
bolo), avaliando-se a pressdo arterial média. As curvas dose-resposta a bradicinina
individuais gerada em cada experimento foram ajustadas para equagdo logistica usando o
programa ALLFIT. Este programa fornece uma estimativa da resposta maxima (Buway) € da
dose produzindo 50% do efeito méaximo (EDso). Ratos foram pré-~tratados oralmente com
enalapril (25mg/kg/dia) ou losartan {10mg/kg/dia) por duas semanas. Apds o pré-

tratamento, os ratos foram avaliados conforme descrito acima.

A bradicinina produziu resposta hipotensora dose dependente a qual ndo foi
afetada apés administragio de salina. A administragdo de nicotina reduziv 0 By
(de -73%2,1 para -66+1,0 mmHg; p<0,05), mas no alterou 0 EDso O prévio tratamento oral
com losartan ou enalapril ndo atenuou a resposta a bradicinina observado apds a
administragdo de nicotina. A nicotina reduziu o Egmax em ambos os grupos (de -68+2,3 para
-63+1.0 mmHg e de -58+2.8 para -43+2,3 mmHg, respectivamente, p<0,0%), sem
alteracdes significativas de EDsp., porém houve desvio a esquerda da curva dose-resposta &
BK no grupo enalapril. Assim, estes resultados sugerem que a administracio aguda de
nicotina pode comprometer a resposta hipotensora induzida pela bradicinina, isto &,
dependente do endotélio. E este efeito agudo da nicotina ndo ¢é influenciado pela inibigdo da

enzima conversora de angiotensina ou pelo antagonista de receptor AT,

Resume

vii
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1.1. TABAGISMO E DOENCAS CARDIOVASCULARES

Entre os mais importantes fatores de risco no desenvolvimento de doengas
cardiovasculares destacamos o tabagismo (HAMMOND & HORN, 1958, JONAS et al,
1992, LAKIER, 1992). A relagdo entre O tabagismo ¢ o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares é demonstrada pelo aumento do indice de mortalidade em fumantes sadios

(LAKIER, 1992).

Adicionalmente, o tabagismo exerce efeitos deletérios através de mecanismos
riio totalmente esclarecidos, porém, interativos. Por outro lado a interrupgio do habito de

firmar reduz o risco de doengas cardiovasculares (JONAS et al., 1992).

0 estudo experimental de HIGMAN ef al., (1993) mostrou que 0s aneis de veia
safena de fumantes e ndo fumantes apresentavan igual relaxamento na presenca de
nitroprussiato de sédio ¢ que em fumantes havia comprometimento da resposta a
bradicinina (BK), devido a diminuico da liberagio do fator de relaxamento derivado do
endotélio (FRDE) e conseqliente aumento do tono vasomotor, Também, estudos em
humanos, mostraram que 24 horas apos 2 interrupgdo do ato de fumar, ha completa
recuperagio da venodilatagao induzida por BK, um vasodilatador endotélio dependente,

em fumantes cronicos (MORENO et al., 1998).

E possivel que os efeitos deletérios do ato de fumar possam ser mediados pelo
aumento do estresse oxidativo (HEITZER ef al., 1996a). Os radicais livres gerados pelo
fumo podem acelerar a peroxidagio lipidica e assim aumentar a oxidagdio da lipoproteina de
baixa densidade, transformando-a em lipoproteina de baixa densidade oxidada, um

conhecido inibidor da vasodilatagiio dependente do endotélio (FLAVAHAN, 1992).

Fumantes apresentam alteragGes do perfil lipidico caracterizados  por
diminuicio da lipoproteina de alta densidade, aumento da lipoproteina de baixa densidade,
prontamente transformada em lipoproteina de baixa densidade oxidada e de triglicérides,
potencializando a predisposi¢io para doenca cardiovascular aterosclerdtica (BENOWITZ &
GOURLAY, 1997).
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O tabagismo interfere nos mecanismos hemostaticos (HEITZER, er af, 1996b),
induzindo alteragbes dos niveis plasmiticos de fibrinogénio e do mimero de glébulos
vermelhos com aumemto da viscosidade sangiiinea e da agregacio plaquetaria
(BENOWITZ & GOURLAY, 1997), um efeito mediado pela nicotina que tende a aumentar
a adesio plaquetaria a parede do vaso. (LASSILA et al., 1988),

Podemos considerar também que a exposi¢io & fumacga do cigamro altera
componentes hormonais, bioquimicos e neurais envolvidos na regulacfio da pressio arterial
(BENNETT & RICHARDSON, 1990). As alteragdes que acompanham o ato de fumar por
um curto periodo de tempo incluem, aumento da freqiiéncia cardiaca e pressdo arterial,

vas0constrigdo cutdnea e aumento do fluxo sangiiinec muscular (BENOWITZ, 1988).

O endotélio vascular desempenha um importante papel na manutencio da
vasodilatagdo através da liberagio de odxido nitrico (NO). Virios estudos demonstraram
anormalidades na fungio endotelial em artérias coronarias de tabagistas com aterosclerose
(ANDERSON et al., 1995). O tabagismo lesa a parede do vaso por danificar as células
endoteliais (KRUPSK], 1981), e também reduz a concentragko de NO endogeno (HILL er

al., 1995). Estas alteracSes afetariam o sistema cardiovascular via alteracio do sistema NO

(LAKIER, 1992).

Embora, a fumaga do cigarro contenha mais de 4.000 componemtes, a maioria
das investigacdes se restringem ao estudo do papel da nicotina no comprometimento do
endotélio, resultando em lesio aterogénica (KRUPSKI, 1991). O ato de fumar ou a
administracdo de nicotina por longo periodo causa disfuncgo endotelial, caracterizada por
aumento do nimero de células endoteliais em circulago, secundaria a descamacio (DAVIS
el al, 1989; LIN et al, 1992) e de alteragdes da permeabilidade endotelial Iiberando
fatores de crescimento que estimulam a proliferagio de células musculares lisas e formagio
da placa ateromatosa (HOLDEN ef al, 1989).

Assim, ¢ bem conhecido que o tabagismo acelera a aterosclerose e aumenta o
risco de doengas cardiovascalares e morte stbita (JOSEPH ef al, 1996; LAKIER, 1992).
Embora ndo esteja claro quais componentes da fumaca do cigarro contribuam para a

patogénese de doencas cardiovasculares, aparentemente, a nicotina tem pape} importante
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porque compromete a vasodilatagio dependente do endotélio (MAYHAN & PATEL,
1997), e estimula a produgio de fatores de crescimento gue podem contribuir para a
disfungdio endotelial induzida pelo tabaco (MORENOQ er af,, 1998; CHALON et al, 1999),
¢ aterosclerose (JONAS erf al, 1992).

1.2. REGULACAO DA PRESSAO ARTERIAL

A pressio arterial média ¢ definida como valor medio pelo tempo da pressdo

arterial sangiiinea durante um ciclo cardiaco.

Existem dois sisternas de controle da pressio arterial, o primeiro, um sisterna de

mecanismos de a¢lo rapida e o segundo, um sistema de controle a longo prazo.

1.2.1. Mecanismos de a¢fio rapida

Trés diferentes mecanismos de controle de pressio arterial comegam a atuar em
segundos, sdo eles: mecanismo de feedback barorreceptor de alta pressio, mediada pelos
barorreceptores do arco adrtico e cardtidas, de baixa pressio, atuando sobre barorreceptores
do atrio direito e ventriculo esquerdo ¢ o mecanismo dos quimiorreceptores do seio
carotideo. Dessa forma, a primeira linha de defesa contra pressdes anormais ¢ formada

pelos mecanismos neurais para controle da presséo arterial.

Esses trés mecanismos estio totalmente ativos dentro de 30 minutos a algumas
horas; os mecanismos dos baromreceptores que comecam a atuar em segundos, estio ativos

apds cerca de um minuto.

1.2.2. Mecanismos a longo prazo

Os reguladores nervosos da pressdo arterial, embora ajam com muita rapidez e

eficacia para corrigir anormalidades agudas da presso arterial, em geral perdem sua forca
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em controlar a pressio arterial apos algumas horas ou dias, porque os receptores de pressio
perdem o poder de resposta devido a capacidade de adaptaco. Portanto, os mecanismos
nervosos para controle de pressfo arterial ndo desempenham papel importante na regulacio
a longo prazo. Em seguida, apés poucos minutos, outros mecanismos de controle da
pressdo arterial comegam a atuar, através do mecanismo vasoconstritor rentna-angiotensina,
promovendo desvio de liquido dos tecidos para os capilares, entrando ou saindo da
circulagiie, para ajustar o volume sangilineo conforme for necessdrio. O mecanismo de
regulagdo a longo prazo depende do controle do volume sangliineo, com conseqiientes
efeitos sobre a pressdo arterial. Parcialmente dependente da funclo renal e dos ajustes
efetuados por diversos sistemas hormonais, especialmente o sistema renina-angiotensina e

o hormdnio aldosterona, secretado pelo cortex da sapra-renal.

1.2.3. Regulaciio humoral da circulacio

A regulagio humoral da circulagio é feita através de substancias presentes nos
liquidos orgénicos, como horménios, fons, etc.. Entre os fatores humorais mais importantes

devem ser destacados os segnintes:

" agentes vasoconstritores (noradrenalina e adrenalina; angiotensina e

vasopressina),

* agentes  vasodilatadores  (bradicinina, serotonina, histamina e

prostaglandina),

v efeitos de diversos ions e de outros fatores quimicos no controle vascular
{ion calcio causa vasoconstrigio, fon potassio, ion magnésic causam

vasodilataco).

(¥}
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1.3. 0 ENDOTELIO COMO MODULADOR DE RESPOSTAS VASOMOTORAS

O conjunto das células endoteliais, o sistema endotelial, pode ser encarado
como wn orgio endocrino e metabdlico altamente ativo com vérias atividades biologicas.
Interface entre 0 sangue ¢ 0 meio extravascular, além da fungfo de barreira seletivamente
permeével, o endotélio desempenha varias fungdes regulatorias, entre as quais incluem-se a
regulagio vasomotora ¢ vice-versa (BATLOUNI & RAMIRES, 1994). Neste sentido, o
endotélic vascular tem importante papel na regulagio do t6mus vascular por liberar
substincias vasodilatadoras (FRDEs e prostaciclina), vasoconstritoras (tromboxano Az,
radicais livre ¢ endotelina) (VANE et al, 1990) ¢ contém enzimas que podem ativar a
enzima conversora de angiotensina (CALDWELL ef al., 1976). A sintese e a liberagdo de
FRDES, em resposta a aumentos de fluxo e de pressdo pulsatil, assim como a estimulos pela
acetilooling, BK, histamina, difosfato de adenosina, ¢ outros, evidenciam que o endotélio
pode ser apresentado como um Orgo transdutor de variagBes de estimulos mecinicos e
quimicos da corrente sangtiinea (FURCHGOTT, 1984; HENDERSON, 1991).

1.3.1. Oxido nitrico

O oxido nitrico é um dos mais potentes vasodilatadores endogenos conhecidos.
Além de vasodilatador também inibe a adesdo e agregagiio plaquetaria, reduz a adesdo de
leucocitos no endotélio e suprime a proliferagfo das células do misculo liso vascular

{COOKE & DZAU, 1997).

E sintetizado nas células endoteliais a partir da L-arginina, reacio mediada pela
NO sintase Ca®* dependente, com formagdo simultdnea de L-citrulina (PALMER er al,
1988}, O NO causa relaxamento da musculatura lisa vascular, estimulando a guanilato
ciclase soliivel, com o consegiiente aumento dos niveis intracelulares do monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc) e ativagho da proteina quinase dependente do GMPc
(RAPAPORT et al., 1983, FORSTERMANN ef al,, 1986). A elevacio do GMPc reduz o
influxo de Ca®’ através do sarcolema, bem como a liberagdo de Ca®™ de seus depdsitos

intracelulares, aumentando o seqitestro do fon.
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O oxido nitrico ¢ liberado em condigbes basais pelas células endoteliais,
mantendo a vasculatura em estado de dilatagio ¢ através de estimulagdo. Uma grande
variedade de estimulos fisiologicos e substancias vasoativas podem provocar a liberagdo de
NO. Entre os primeiros, incluem-se as alterages do fluxo sangliineo, do estresse parietal e
da tensdo de oxigénio. Entre as diversas substincias que induzem & liberagio de NO
incluem-se neurotransmissores e horménios (acetilcolina, noradrenalina e vasopressina),
mediadores locais (bradicinina, histamina e substincia P) e compostos liberados ou gerados
durante a agregacio plaquetéria e formagio do trombo (difosfato de adenosina, serotonina e
trombina) (VANE ef al,, 1990).

1.3.2. Bradicinina

A bradicinina (BK) é um nonapeptideo formade do precursor bradicininogénio
através da enzima calicreina ¢ degradada pelas enzimas proteoliticas cininases [ e II
(REGOLI & BARABE, 1980; VALLATON, 1987). VAN DEN BUUSE & KERKHOFF
(1991) mostraram que a enzima conversora de angiotensina (ECA) desempenha papel
importante na inativagio da BK circulante em ratos normotensos ¢ hipertensos, ¢ que 2 BK
pode influenciar na atividade do sistema renina-angiotensina, provavelmente por interagir
com a ECA.

Sua ago ¢ curta, visto que a BK & rapidamente metabolizada pela cininase 11
{1déntica 4 ECA), indicando uma sobreposicdo na regulacio do sistema renina-angiotensina

e bradicinina-calicreina.

Os mibidores da ECA podem reduzir a degradacio da BK, e inibir a formaggo
do vasoconstritor ANG I (PONTEIRI ef i, 1990; SHARMA, 1990). A BK desempenha
papel importante na regulagio cardiovascular, nfo somente através de seu efeito
vasodilatador direto, mas também pela interagiio com outros mecanismos reguladores, tal
como o sistema renina-angiotensina. A BK exerce agdo vasodilatadora estimulando

receptores de cininas do Tipo B, encontrados nas células endoteliais, causando desta forma
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a liberagiio de vasodilatadores como NO, PGI2 (prostaciclina) e Fator Hiperpolarizante

Derivado do Endotélio, levando a uma redugio na pressio arterial (LINZ ef al., 1999).

L4. EFEITOS SISTEMICOS AGUDOS DA NICOTINA

A nicotina liga-se a receptores colinérgicos nicotinicos, 0s quais estdo
localizados no cérebro, ganglios autdnomos, jungdo neuromuscular e adrenais
(BENOQWITZ, 1988). O principal efeito cardiovascular da nicotina ¢ a estimulago neural
simpatica. Os efeitos simpatomimeéticos sao mediados por vérios mecanismos. Quando
mediada pelo sistema nervoso central, a ativagio pode ocorrer através de quimioreceptores
periféricos, efeitos diretos sobre 0 cérebro & sobre a porgdo caudal da medula espinhal. O
quimioreceptor da cardtida parece ser O local de acio mais sensivel a baixos niveis de

nicoting.

A micotina absorvida durante o ato de fumar causa liberagdo de catecolaminas
da medula adrenal, ginglios simpético e nervos afim, tecido cromafim no coragho,
resultando em aumento da freqiiéncia cardiaca e pressdo sangiiinea sistolica (SU, 1982).
Assim, o ato de fumar pode ser considerado como um estado hiperadrenérgico repetitivo €
exagerado. Além disso, a nicotina induz a vasoconstrigio cutinea, aumento da temperatura
na pele, venoconstrigio sistémica e aumento do fluxo sangiineo muscular (KRUPSKL

1991).

Fumar cigarros produz direta e indiretamente alteracBes metabolicas ¢
bioguimicas. A liberago de catecolaminas provocada pela nicotina induz a lipolise,
resultando em elevados niveis plasmaticos de scido graxo livre (BENOWITZ &
GOURLAY, 1597).

A nicoting também aumenta os niveis sangiineos de vasopressina, hormdnio
adrenocorticotrofico e gastrina (ROBERTSON ef al, 1988). A vasopressina, além de
reduzir o fluxo sangiineo da pele contribui para o aumento da agregacio plaguetdria, deste

modo aumentando a propensao de trombose (ERNE ef al., 1986).
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1.5, NICOTINA E DISFUNCAO ENDOTELIAL

A nicotina trabalha primeiramente por aumentar a lberacio de wvarios
neurotransmissores,  incluindo adrenalina, noradrenalina, dopamina, acetilcolina,
serotonina, vasopressina (OKAMURA & NOBORU, 1994). A produgiic de prostaciclina,
um potente vasodilatador e inibidor de agregacéio plaquetéria, também € inibida pela
nicotina (REINDERS ¢ af, 1986).

Os efeitos hemodinamicos do tabagismo parecem estar mediados pela nicotina.
Nicotina administrada por via nasal (spray), oral (goma de mascar) ¢ intravenosa aumentam
agudamente a freqiiéncia cardiaca, acima de 10 a 15 batimentos/minuto e aumenta a
pressdo sangiiinea acima de 5 a 10 mmHg, respostas similares aos efeitos do tabagismo
(BENOWITZ, 1988, SUTHERLAND ef ol 1992).

A nicotina, em concentragdes similares a dos cigarros de fumantes, modula as
caracteristicas estruturais ¢ funcionais de culturas de células endoteliais e de misculo liso
vascular (THYBERG, 1986). Embora o mecanismo néo esteja muito claro, a nicotina pode
produzir danos as células endoteliais (LIN er al, 1992). A administragdo de nicotina oral
em ratos mostrou uma produgdo maior do espessamento miointimal da aorta em relacio aos
animais controle (KRUPSKI ez al, 1987).

1.6. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA {SRAA) E
ANTAGONISTAS DE RECEPTORES AT

A ECA desempenha importante papel na regulacio do ténus vascular por
converter a ANG 1, decapeptideo biologicamente inativo, em ANG II, octapeptideo
proliferativo € vasoconstritor. De modo similar, a ECA inativa a BK, um nonapeptideo
vasodilatador (ERDOS & SKIDGEL, 1987).

A ANG II é um peptideo derivado da proteina precursora angiotensinogénio por
meio da agfo seqtiencial de vérias enzimas. Na via classica do sistema renina-angiotensina

(SRA), o angiotensinogénio ¢ clivado pela enzima renina, gerando ANG I que, por sua vez,
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sofre agdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) originando a ANG II. Estas
reagies ocorrem no plasma e em varios tecidos como musculo liso vascular, célylas

endoteliais, rins, cérebro, glandulas adrenais e ovarios.

BOSSALLER e al., (1992) concluiram que 2 inibig8o crdnica da ECA aumenta
a liberagio de fatores de relaxamento endotélio-dependente em anéis de aorta de ratos

BOIMOtensos.

Dois subtipos de receptores para ANG II sdo conhecides: AT: e AT (LIN &
GOODFRIEND, 1970). A maioria dos efeitos fisiologicos da ANG I so mediados pela
ativagio de receptores AT, enquanto poucos efeitos tém sido atribuidos & ativagio de
receptores ATy, Os receptores para ANG II também pertencem 4 superfamilia de receptores
acoplados a proteinas G e, no caso dos receptores ATy, 0 acoplamento ocorre via proteinas
Gq. Consequentemente, a estimulagdo de receptores ATy ativa a fosfolipase C, aumenta 0§
niveis de diacilglicerol e trifosfato de inositol, eleva a concentragio de Ca*’ intracelular e
promove ativagio de vrias quinases modulando as fungdes celulares. A ANG 11 também
estimula o crescimento celular por meio de fosforilagio da tirosina-quinase e consequiente

ativagio de proteinas envolvidas na transcrigiio do DNA.

Entre as acbes da ANG II podemos citar contragio e proliferacdo de células do
musculo liso vascular, aumento da contratilidade e induciio de hipertrofia cardiaca,
estimulacio da secregio de aldosterona e liberagiio de vasopressina, aumento da descarga

do sisterna nervoso simpético, inibigiio da liberagio de renina, entre outras.

Para inibir os efeitos da ANG II, dispomos de dois grupos de drogas: os
inibidores da ECA e os antagonistas de receptores AT:. Ambos sdo utilizados no tratamento
da hipertensio arterial e insuficiéncia cardiaca. Possivels diferencas em relagdo ao
mecanismo de acdio podem ser devido ao acumulo de bradicinina, promovido pelos

inibidores da ECA (WOOD, 1996).

A administraciio de inibidores da ECA pode restaurar 4 normalidade a funcgio
vascular dependente do endotélio em anmimais (CLOZEL ez al., 1990) e humanos
(MORENO et al., 1995). CLOZEL ef ol, (1990) mostraram que 08 inibidores da ECA
cilazapril e captopril, melhoraram o relaxamento dependente do endotélio em aorta de ratos

espontancamente hipertensos. Outros estudos sugerem que o inibidor da enzima conversora
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de angiotensina, aumentando a disponibilidade de bradicinina, estimula a liberacio de
dxido nitrico com conseqiiente vasodilatagio (MOMBOULI ef al., 1992, WIEMER et ol
1991). No entanto, os mecanismos envolvidos na disfungfo vascular relacionada ao
tabagismo ndo sfo totalmente conhecidos. Também, estudos sobre os efeitos do tabagismo
na vasodilatagio mediada ou nfo pelo endotélio sdo controversos {CELERMAJER ef gl
1993; JACOBS et al,, 1993).

No presente estudo investigamos se a administragfio aguda da nicotina modifica
a resposta hipotensora & bradicinina em ratos. Além disso, o sistema renina angiotensina-
aldosterona encontra-se ativado em fumantes (LAUSTIOLA et al., 1988; SUGIYAMA et
al., 1988} ¢ a inibigio deste sistema atenua o comprometimento do relaxamento dependente
do endotélio causado pela fumaga do cigarro (OTA et al, 1997). Investigamos também, se
O pré-tratamento com o losartan (antagonista de recepior AT, de ANG H) ou com enalapril
(inibidor da enzima conversora de angiotensina), alteram a resposta hipotensora a

bradicinina na presenga de nicotina.
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2. OBJETIVOS



1. Avaliar em ratos os efeitos agudos da nicotina administrados, em bolo, sobre a resposta

hipotensora induzida pela bradicinina, isto é, dependente do endotélio.

2. Investigar se a participagio do sistema renina-angiotensina/cininas interfere nesta

resposta.

Dbietivos 13
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3.MATERIAL E
METODOS



3.1. MATERIAL

3,1.1. Animais

Para o presente estudo foram utilizados  ratos macho da cepa Wistar
provenientes do CEMIB da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), pesando
entre 200 e 300 gramas, mantidos em gaiolas coletivas, em nimero de 5 por unidade, no
biotédo do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, com ciclo claro/escuro de luzes acesas is 6:00 horas, Os animais fiveram
acesso 4 Agua e ragdo Nuvilab CR1® (contendo 2,3 mg de sodio por grama de ragdo) “ad
libitum™.

3.1.2. Grupos experimentais
Foram estudados 3 grupos experimentais:

« Grupo CONTROLE (GC): inchuin 16 animais que receberam somente 1agdo
Nuvilab CR1% ¢ agua fresca.

» Grupo ENALAPRIL (GE}: incluiu 16 animais que receberam 25 mg/kg/dia
(MORENOQ ef al, 1995) de maleato de enalapril acrescentados a é4gua
ingerida, protegido da luz.

. Grupo LOSARTAN (GL): incluiu 15 animais que receberam 10 mg/kg/dia
(RODRIGO ¢t al., 1997) de Losartan acrescentados 4 dgua ingerida, protegido

da Inz.

O periodo de tratamento para todos 0s grupos foi de 2 semanas. Um balanco
hidrico diario permitiu a adequagfio do volume de agua ingerido pelos animais, visando a
ingestio total dos firmacos nos grupos tratados com enalapril ou losartan. O mesmo

procedimento foi realizado em relaciio ao grupo CONTROLE.
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3.2. METODOS
3.2.1. Avaliaciie do peso corporal (PCorp) e pressio arterial de canda (PAC)

Previamente ao inicio do estudo (semana basal), e durante os 14 dias de
tratamento (1* e 2° semanas), os animais foram pesados duas vezes por semana, usando-se
uma balanca para pequenos animais (Balanga para pequenos animais, Harvard Apparatus,
Inc., MA, USA). Nos mesmos dias, 2 pressdo arterial de cauda foi avaliada. A medida da
pressdo arterial de cauda era obtida estando o animal em estado de vigilia, apods
aquecimento em gabinete com temperatura controlada (gabinete para aquecimento de
ratos), para produzir vasodilatagio arterial. A pressdo arterial de cauda foi avaliada,
utilizando-se manguito colocado em tormo da cauda do animal. Este manguito estava
conectado a um sensor {sistema indireto de medida de pressdo artenial, Harvard Apparatus,
Inc., MA, USA). O manguito foi inicialmente insuflado a um valor superior & da pressio
arterial normal do animal, para em seguida ser desinsuflado, lentamente, até que as

pulsagBes arteriais detectadas por método pletismografico fossem visiveis ao osciloscopio.

Os valores médios das duas medidas semanais do peso corporal e da presséo

arterial de cauda foram usados como representativos de cada semana.,

3.2.2. Procedimento cirdrgico e monitorizacio da pressio arterial média (PAM)

No 15° dia, os animais foram inicialmente anestesiados com pentobarbital
sodico (40mg/kg de peso animal) (SANDER er al, 1995) administrado pela via
mtraperitoneal e, quando necessario, doses de manutencio foram administradas no decorrer

do experimento.

Apés mmobilizagio em tabua cirirgica, os animais foram traquectomizados e
entubados com cénula endotraqueal de polietiieno para manutencdo do padrBo respiratério
normal. Afravés desta mesma incisfio, a carétida direita foi dissecada e isolada da pele,
traquéia, glindula tiredide, musculatura paratraqueal e do nervo vago. As extremidades da

caréuda, foram clampeadas, isolando-se a porcio distal com fio de algodiio n° 5.0. Através
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de uma pequena incisdo na parede anterior da cardtida, um cateter heparinizado (PEso) foi
introduzido na artéria para medida da pressdo arterial média (PAM). Este cateter estava
acoplado a um transdutor de pressio COBE (Arvada, CO), O sinal amplificado da PAM
emitido pelo transdutor era registrado em poligrafo GP4A-general (Stemtech,
MacLab/PowerLab, Milford. MA). A saida do amplificador estava conectada a uma placa
analogico digital e esta a um computador contendo software CODAS (AT-CODAS;
DATAQ Instruments Inc., Akron, OHIO).

A veia femoral esquerda ou direita foi canulada e mantida com um cateter

heparinizado para administra¢iio dos farmacos em estudo.

3.2.3. Curva dose-resposta & bradicinina (BK)

Apbs o procedimento cirdrgico descrito acima a BK foi administrada, em bolo,
via intravenosa (femoral) nas concentrages de 0,1; 0,4; 1,6; 6,3, 25 ¢ 100 ug/kg de peso
animal (VAN DEN BUUSE & KERKHOFF, 1991), dissolvidas em salina.

Antes da administragio de cada dose, aguardava-se 2 a 10 minutos para
estabilizagio da pressio arterial. Quarenta e cinco minutos apds 2 ultima dose, adminisirou-
se nicotina (CRUZ & VIDRIO, 1997) (200ug/kg em O,1mL de salina, iv) ou salina
(0,1mL). Imediatamente apds a estabilizag8o da pressdo arterial, repetiu-se as doses de BK

indicadas acima.

3.2.4. Analise dos valores de Epax, EDso ¢ Log EDsy

As respostas individuais as doses de BK gerada em cada experimento foram
ajustadas para uma equagdo logistica usando o programa ALLFIT (MACKAY, 1988). Este
programa ALLFIT fornece wma estimativa da resposta maxima (Fmax) € da dose produzindo
50% de efeito maximo (EDso). A transformagio em logaritmo (log) foi efetnada sobre os
valores individuais de EDsg, e a média geométrica foi calculada como anti-log da média dos

valores logaritmicos,

Adateriaf ¢ Métodes 17




3.2.5, Analise estatistica

Os resultados sio mostrados sob a forma de médiaterro-padrio da média
(média=EPM). Para a analise destes resultados foram utilizados testes parametricos (Sigma
Stat, Jandel Scientific Co, CA, USA) levando-se em consideragio a natureza das

distribuigbes dos valores e a variabilidade das medidas efetuadas. Os testes aplicados

foram:

Andlise de varidncia (ANOVA) para medidas repetidas foi aplicada para
comparar as médias de peso corporal ¢ de pressdo arterial de cauda nos ratos
durante as 2 semanas de estudo em cada grupo experimental. Quando
significante, o Teste de Dunnett foi utilizado para definir as superposicdes ¢

contrastes nos valores confrontados.

Andlise de varidncia (ANOVA) para medidas independentes foi aplicada
para comparar as meédias de peso corporal e de pressio arterial de cauda

entre grupos experimentais.

Testes “t” de Student - pareados foram utilizados para comparar os valores

dé Exax ¢ EDsp em cada grupo experimental,

Testes “¢” de Student - nfo pareado foram utilizados para comparar os
valores de Ensyx € EDso, entre os grupos Controle, Enalapril e Losartan.

Em todos os testes fixou-se em 5% (erro o < 0,05) o nivel para a rejeicio da

hipétese de nulidade, assinalando-se com os seguintes simbolos (*,**) os valores

significativos.
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4. RESULTADOS



4,1, AVALIACAO DO PESO CORPORAL E PRESSAO ARTERIAL DE CAUDA
4.1.1. Peso Corporal (PCorp)

Os grupos CONTROLE, ENALAPRIL ¢ LOSARTAN ganharam peso durante
o periodo de tratamento, porém nfo houve diferenga significativa, entre os grupos

experimentais quanto 3 evolugdo do ganho de peso ponderal (Figura 1).
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‘;-i: 300 semana 2
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controle enalapril losartan

Figura 1. Curva dos valores, médiazzEPM do peso corporal, dos grupes experimentais

durante as 3 semanas de estudo. * p<0,03, versus Basal ** p<0,05, versus 1 semana.
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4.1,2. Pressdo Arterial de Caunda (PAC)

Nio houve diferenga significativa, entre os grupos experimentais quanto 3
pressdo arterial de cauda, embora os animais tratados com enalapril ou losartan tenham
apresentado discreta alteragdo da PAC durante a primeira semana de tratamento. E esta
alteragio bem como o restabelecimento da pressio arterial na segunda semana de

tratamento pode ser observado na Figura 2.

160+ 2 basal
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controle enalaprii losartan

Figura 2. Curva dos valores, médiazEPM da pressio arterial de cauda, expressa em
milimetres de mercirio (mmHg), dos grupos experimentais durante as 3 semanas de

estudo. * p<0,08, versus basal
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4.2. CURVA DOSE-RESPOSTA A BRADICININA
4.2.1. Curva dose-resposta 3 BK no grupe Controle (GC)
4.2.1.1. Curva dose-resposta 42 BK antes e apds a2 administragio de salina.

A Figura 3 mostra o efeito das diferentes doses de BK no Grupo CONTROLE
antes e apods a administragio de salina. Os resultados obtidos na curva dose-resposta a BK

mostram que a administragio de salina nfo alterou a resposta hipotensora induzida pela BK

{Figura 3),

o pré-salina

0- « pés salina

A PAM {mmHqg)
o
o
X

-80-

0 01 04 16 63 25 100
bradicinina {u g/kg)

Figura 3. Curva dose-resposta A4 bradicinina da variaciio da PAM, antes ¢ apds a

administraciio, em bolo, de salina no Grupe CONTROLE (n=4). Circule aberto: 1

curva dose-resposta @ BK, na auséncia de salina. Circulo fechado: 2° curva dose-

resposta & BK, na presenca de salina.
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4.2.1.2, Curva dese-resposta & BK antes ¢ apds a administracio de nicotina.

A Figura 4 mostra o efeito das diferentes doses de BK no grupo CONTROLE,
antes e apos a administragfio de nicotina (200ug/kg). Os resultados obtidos na curva dose-
resposta 4 BK mostram que 2 administragio de nicotina diminuiu a resposta hipotensora

mediada pela BK.
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Figura 4. Curva dose-resposta & bradicinina da variaciio da PAM, antes ¢ apés a

administracde, em bolo, de nicotina no Grupe CONTROLE {n=12). Losango aberto:
1 curva dose-resposta 4 BK, na auséncia de nicotina. Losange fechado: 2* curva dose-

resposta & BK, na presenca da nicotina.

Resuttados 23



4.2.2. Curva dose-resposta a BK no grupo ENALAPRIL (GE)
4.2,2.1. Curva dose-resposta & BK antes e apos a administracio de salina.

Os resultados obtidos pa curva dose-resposta 4 BK mostram que a

administraciio de salina nfio alterou a resposta hipotensora induzida pela BK, porém houve

um desvio 4 esquerda da curva dose-resposta (Figura 5).
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Figura 5, Curva dose-resposta & bradicinina da variacio da PAM, antes e apés a
administracio, em bolo, de salina no Grupo Enalapril (n=5). Trifngule aberto: 1
curva dose-resposta 3 BK, na auséncia de salina. Tridingulo fechado: 2" curva dose-

resposta a BK, na presenca da salina.
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4.2.2.2. Curva dose-resposta 2 BK antes ¢ apos a administracio de nicotina.

A Figura 5 mostra o efeito das diferentes doses de BK do grupc ENALAPRIL
antes e apos a administracdio de nicotina (200ug/kg). Os resultados obtidos na curva dose-
resposta 4 BK mostram que a administragio de nicotina diminuiu a resposta hipotensora

mediada pela BK, porém houve um desvio & esquerda da curva dose-resposta.

20 PP
U pré-micotina
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) 0.1 0:4 i:ﬁ 6;3 25100
bradicinina (u g/kg}
Figura 6. Curva dese-resposta 3 bradicinina da variaciio da PAM, antes e apés a
administraciio, em bolo, de nicotina ne Grupo Enalapril (n=11). . Quadrado aberto: 1
curva dose-resposta 3 BK, na anséncia de nicotina. Quadrado fechado; 2* curva dose-

resposta & BK, na presenca da nicotina.
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4.2.3. Curva dose-resposta i BK do grupe LOSARTAN (GL)
4.2.3.1. Curva dose-resposta i BK antes e apos a administracio de salina.

A Figura 7 mostra o efeito das diferentes doses de BK do grupo LOSARTAN
antes € apds a administragio de salina. Os resultados obtidos na curva dose-resposta 2 BK

mostram que a administragio de salina ndo alterou a resposta hipotensora induzida pela BK
(Figura 7).

201 o pré-salina
0 * poés-salina
~2{)-
40

-

A PAM {(mmHg)

-80-

O 01 04 16 63 25 100

bradicinina {p q9/kg}
Figura 7. Curva dose-resposta 4 bradicinina da variacio da variacio da PAM, antes ¢
apds a administraciio, em bele, de salina no Grupo LOSARTAN (p=5). Circulo
aberto: 1’ curva dose-resposta 4 BK, na auséncia de salina. Circulo fechado: 2% curva

dose-resposta 2 BK, na presen¢a da salina.
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4.2.3.2. Curva dose-resposta & BK antes e apos a administracie de nicotina.

A Figura 8 mostra o efeito das diferentes doses de BK do grupc LOSARTAN,

antes ¢ apods a administra¢io de nicotina(200ug/kg). Os resultados obtidos na curva dose-

resposta & BK mostram que a administragio de nicotina diminuiu a resposta hipotensora

mediada pela BK.
20~ & pré-nicoting

0- A pos-nicotina

20
40 -

~B0

A PAM {mmHg)

~-8B0 -

H ¥

H i I J 1
G 01 04 16 63 25 100
bradicinina {ng/kq)

Figura 8. Curva dose-resposta 3 bradicinina da variacie da PAM, antes e apés a
administracio de nicotina no Grupe LOSARTAN {n=10). Tridngulo aberte: 1 curva

dose-resposta 3 BK, na auséncia de nicotina, Triangulo fechado: 2* curva dose-

resposta & BK, na presenca da nicotina.
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4,3. ANALISE DOS VALORES DE Emax, EDs E LOG EDs
4.3.1. Grupo Centrole (GC)

As Figuras 9 e 10 mostram os valores de Emax e EDsp, expressos,
respectivamente, em mmHg e pg/kg, antes e apds a administragdo, em bolo, de salina ou

nicoting.

Os resultados obtidos mostraram que a administragio de salina n8o apresentou
diferenca significativa, quanto aos valores de Eusx € EDso (Tabela 1 e Figuras 9 ¢ 10}.
Entretanto, os resultados mostraram que a administragio de nicotina apresentou diferenga
significativa, para os valores de Emax (de-732 2,1 2 -65+ 1,0), p<0,05, conforme Figura 9 ¢
Tabela 1.

mm  présalina ou nicotina
60~ pos salina ou nicotina

7

Emnax {mmHg)
3

-60- 4/ 7
~-80- *
Salina Nicotina
(n=4) (n=12)

Figura 9. Valores da médiatEPM de Emax, expresso em mmHg, antes e apds a
administracio de salina ou de nicotina no Grupo CONTROLE (n=16), * p<0,05,

versus pré nicotina.
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10+ BB pré salipa ou nicotina

pos salina ou nicotina
8_
D
B 6 ,L
=
8 4
T
) / ' %
0
Salina Nicotina
(n=4) {n=12)

Figura 10. Valores da médiatEPM de EDgp, expresso em tgfkg, antes e apés a
administracio de salina ou nicotina ne Grupso CONTROLE (n=16). p>0,05.

SALINA (n=4) NICOTINA (n=12)

Pré-Salina Pas-Salina Pré-Nicotina Pos- Nicoting

E..x (mmHg) 80 £0,6 “76+£1,5 73+2.1 66 + 1,0
EDs(pg/kg) 4,3+0,5 55+ 13 3,0403 25202
Log EDsy(ugfkg) 0,640, 0,6+ 0,04 0,4 0,05 0,4 +0,03

Tabela 1. Valores média+EPM de E .y, EDg e log EDsq, antes ¢ apds a administracio
de salina on nicotina no Grupo CONTROLE, * p=0.01, versus pré-nicotina. p>0,05:

vide anexo 21. O volume administrado de salina ou nicotina é de 0.1 mlL,
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4,3.2, Grupo Enalapril (GE)

As Figuras 11 ¢ 12 mostram os valores de Emax ¢ EDso, expressos em mmHg e

ug/kg, respectivamente, antes e apds a administragio, em bolo de salina ou nicotina

(200pg/kg).

Os resultados obtidos mostraram que a administragdo de salina nfo apresentou
diferenca significativa, quanto nos valores de Emax € EDso (Tabela 2 e Figuras 11 e 12).
Entretanto, os resultados mostraram que a administragio de nicotina apresentou diferenga
significativa, para os valores de Emay (de -58£ 2.8 a ~43:42,3), p<0,05, conforme Figura 11 ¢
Tabela 2.

pré salina ou nicotina

50 pos salina ou nicotina
40~
%’ 20-
€ 0
%X -20- |
£
11 . Ty W
-60- *
-B0- Salina Nicotina
{n=5) (n=11)

Figura 11. Valores da médiatEPM de Emax, expresso em mmbg, antes e apos a
administracio de safina ou nicotina no Grupo ENALAPRIL (n=16). * p<0,03, versus

pré nicotina.
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2.0n
— pré salina ou nicotina

1.5+ pos salina ou nicotina

EDg (1g/ke)

0.5
0ol M7 17
Salina Nicotina
(n=5) (n=11)

Figura 12. Valores da médiatEPM de EDs,, expresso em ug/kg, antes e apés a
administracfio de salina on nicotina no Grupo ENALAPRIL (n=16). p>0,05.

SALINA (n=4) NICOTINA (x=12)
FPré-Salina Pas-Salina Pré-Nicotina Pis- Nicotina
Enq: (mmHg) 6053 0443 -58+28 43 +32,3%
EDso(ughy) 0200 0.2+0,02 022002 0.2+0,03
Log EDsfug/kg) 0,7 0,0 -0,74 0,05 -0,8 0,06 0.9+0,1

Tabela 2. Valores médiatEPM de Eopay, EDsg ¢ log EDse, antes e apés a administracio
de salina ou nicotina no Grupo ENALAPRIL. * p=0.0006, versus pré-nicotina p>0,05:

vide anexo 22. O volume administrado de salina ou nicotina é de 0,1 mL.
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4.3.3. Grupo Losartan (GL)

As Figuras 13 e 14 mostram os valores de Emax e EDso, expressos em mmHg e

ug/kg, respectivamente, antes ¢ apoés a administragio, em bolo de salina ou nicotina

{(200ug/kg).

Os resultados obtidos mostraram que a administracdo de salina nio apresentou
diferenca significativa, quanto nos valores de Enax € EDso (Tabela 3 e Figuras 13 e 14).
Entretanto, os resultados mostraram que 3 administragdo de nicotina apresentou diferenca

significativa, para os valores de Emax (de -68+2,3 a -63+1,0), p<0,05, conforme Figura 13

- pré salina ou nicotina

pos salina ou nicotina

¢ Tabela 3.
60~
40-
%? 20
£ 3}
x 204 Z
€
w404
H0-
//
-80- ffé
Saiina
(n=5)

Figura 13. Valores da médiazEPM de Emax, expresso em mmHg, antes e apos a

administracio de salina ou nicotina no Grupo LOSARTAN (n=16). * p<0,05, versus

pré nicotina.

*

Nicotina
{n=10)
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9- IR Pré salina eu nicotina

= W - - w »
8 Pos salina on nicotina

EDg (ng/kg)

Salina Nicotina

{n=5) {n=10)

Figura 14. Valores da médiaterro-padriio da média de EDs,, expresso em ng'kg, antes
e apbs a administracio de salina ou nicotina no Grapo LOSARTAN (1=16). p>0,05.

SALINA (n4) NICOTINA (r-12)
Pré-Salina Pds-Salina Pré-Nicotina Pos- Nicoting
Epax (mmHg) 8066 6 £6,9 68423 03+ 1,0*
EDso(uglke} 4007 444905 42408 45+08
Log EDg,(ug/kg) 0,6 +0,07 0,6+ 0,04 0,501 0,6 £ 0,08

Tabela 3. Valores médiatEPM de Epng, EDg; € log EDs, antes ¢ apds a administracdo
de salina ou nicotina do Grupo LOSARTAN. * P=0.01, versus pré-nicotina. p>0,05;

vide anexo 23. O volume administrado de salina ou nicotina & de 8,1 mL.
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5. DISCUSSAO




Muitos investigadores tém demonstrado que o ato de fumar estd associado com
disfungio endotelial (HEITZER et al, 1996a; HEITZER et al., 1996b; JACOBS ef al,, 1993
MCVEIGH GE et al, 1996). Embora os mecanismos exatos envolvidos na distungfio
endotelial ndo estejam completamente estabelecidos, a redugio da resposta vascular a
substincias vasodilatadoras endotélio dependente sugerem que o ato de fumar compromete a
integridade funcional do endotélio (MORENO et al., 1998). A nicotina desempenha um
importante papel nos efeitos cardiovasculares do ato de fumar porque ela interage com o
endotélio (MACKLIN et al, 1998; VILLABLANCA, 1998) diminuindo a vasodilatagdo
endotélio dependente (MAYHAN ef al., 1997).

Cruz e Vidrio (1997), demonstraram que doses idénticas de 200ugkg de
nicotina, administradas tanto em bolo, quanto em infusfio continua ndo apresentaram
taquifilaxia, mas produziram aumento significativo da PAM. Estudo recente mostrou que a
nicotina nas doses de 0.6 e 2 umolkg aumentaram a PAM, dose de 6 umolkg obteve
resposta pressorica menor € a PAM nio alterou significativamente com a dose de 20 pmol/kg
(TANUS-SANTOS ef al., 2000). Estes efeitos presséricos agudo da nicoting no trabalho de
TANUS-SANTOS sdo semelhantes ao estudo de DOMINIAK er ol , 1985,

O presente estudo demonstra que a administragfio aguda de 200ugikg (1,24
umol/kg) de nicotina diminui 2 hipotensao induzida pelo vasodilatador endotélio dependente,
bradicinina. Considerando, que esta dose de 200ug/kg de nicotima produz aumento
significativo da pressdo arterfal média, os resultados obtidos também mostram que com a

mesma dose ha uma reduglo na resposta hipotensora 4 BK.

Podemos comparar também no presente estudo, que a resposta hipotensora a BK
apbs a administragio da nicotina esta alinhada com estudos prévios, os quais demonstram que
a administragdio aguda da nicotina inibe a ago vasodilatadora da BK (TURKER et al., 1982).
Similarmente, outros estudos demonstram que a exposicdo & mnicotina (MAYHAN e
SHARPE, 1998) ou ao extrato do fumo (OTA ef al, 1997, RUBENSTEIN ef al., 1991,

comprometem o relaxamento do vaso dependente do endotelio.

O mecanismo através do qual a nicotina reduz a reatividade vascular ou a
resposta & BK € controverso. E bem conhecido que a BK causa vasodilatag@o por atuar em

receptores cininas Bp nas células do endotélio estimulando, assim, a liberacio de
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prostacicling, NO ¢ Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio (LINZ et af, 1999 ¢
REGOLI ef al, 1998). A nicotina inibe a liberagio de NO em reposta a acetilcolina e ao
difosfato de adenosina em hamsters (MAYHAN et al, 1999). Também, uma redugio na
atividade do NO basal ocorre em fumantes e €, a0 menos, parcialmente responsével por
prejudicar o relaxamento dependente do endotélio em tabagistas (MCVEIGH ef al,, 1996; SU
et al, 1998, HIGMAN e al, 1996; KIOWSKI ef af., 1994). A L-arginina exdgena restaurou
0 venorelaxamento 4 BK em fumantes, desse modo dando um suporte adicional & sugestio
que o relaxamento dependente do endotélio prejudicado nestes sujeitos é provavelmente
atribuido ao distirbio da via L-arginina/NO (MORENO et al, 1998). Alternativamente, a
exposi¢do a nicotina pode aumentar a producdo de radicais livres derivados do oxigénio que,
por sua vez, podem seqiiestrar o NO e contribuir para o cornprometimento da vasodilatagio
dependente do endotélio (MAYHAN e SHARPE, 1998; MAYHAN er al, 1999). Existe,
portanto, a possibilidade de que a nicotina diminua a resposta hipotensora 4 BK por

prejudicar a liberagio da mesma ou a Tesposta & outras substincias dilatadoras.

Conforme demonstrado neste estudo, o tratamento prévio com enalapril ¢
losartan ndo atenuam a resposta & BK observado apés injegdo de micotina. Em contraste a este
resultado, o captopril atenua o comprometimento de relaxamento dependente do endotélio
causado pelo extrato da fumaga do cigarro (OTA ef al, 1997). Esta divergéncia entre estudos
pode resultar: a) da auséncia de radical sulfidrila no enalapril, o qual pode seqiiestrar radicais
livres derivados do oxigénio (GOLDSCHIMIDT ¢ TALLARIDA, 1991); b) da presenga de
outros componentes além da nicotina no extrato da fumaga do cigarro e c) de diferencas em

preparaghes experimentais.

SCHULTZ e RAIJ (1989), trataram ratos normotetisos com captopril ou enalapril
adicionados na 4gua de beber por 2 semanas e demonstraram que o captopril, mas nio o
enalapril altera significativamente o relaxamento endotdlio dependente 3 acetilcolina. De
onde conclufram que o grupo sulfidrila do captopril ¢ importante para o aumento do
relaxamento endotélio dependente. BOSSALLER ef of. (1992), demostraram que seis

s€manas

de tratamento com enalapril também aumentou significativamente o relaxamento dos

vasodilatadores endotélio dependente. Assim, esta diferenca pode indicar que o periodo de
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tratamento acima de duas semanas € necessario para observar o efeito do enalapril sobre o

relaxamento do endotélio.

Embora os inibidores da ECA melhorem a fungio endotelial em ratos hipertensos
(CLOZEL et al, 1990), em doengas arteriais coronarias ateroscleroticas (MANCINI ef al,
1996) e em fumantes (CHALON ef al, 1999), os resultados obtidos sugerem que o
tratamento prévio por duas semanas com enalapril ndo restaura a normalidade da resposta

reduzida 2 BK causada pela nicotina.

Nos estudos realizados, o pré-tratamento com enalapril foi também de duas
semanas, e os resultados obtidos mostram que este tratamento prévio ndo interferin na
resposta hipotensora & BK apoés a administragdo de nicotina. Se considerarmos &
possibilidade de que os inibidores da enzima conversora de angiotensina necessitam que O
tratamento, em ratos normotensos, seja realizado por longo periodo de tempo (acima de 2
semanas) para exercer efeito de protegdo a fungdo endotelial, sugerimos aos proximos

estudos um periodo maior de tratamento, para que pOSsamos comparar 0s efeitos da nicotma.

A administragio intravenosa com doses diferentes de BK diminuiuz a pressdo
sangiiinea tanto em ratos normotensos como hipertensos e, © pré-tratamento com captopril
aumentou o efeito da BK, apresentando curva dose-resposta & esquerda{VAN DEN BUUSE
¢ KERKHOFF, 1991). Nosso estudo também mostrou um desvio a esquerda da curva dose-
resposta & BK do grupo enalapril em relago aos grupos controle ¢ losartan. Este desvio ficou
demonstrado pelos valores de EDsg (0,2 £0,0; 43305 ¢ 4.040,7) dos grupos enalapril,
controle e losartan, respectivamente. Podemos considerar entdo, que hé interagdo da BK com
o sistema renina angiotensina e que os inibidores da ECA atenuam a degradacdo da BK e
inibem a formagiio do vasoconstritor angiotensina I, conforme estudos realizados, também,
por PONTEIRI et al,, (1990) e SHARMA, {1990).

Os niveis de bradicinina e angiotensina II, dentro da parede vascular, sdo
controlados pela enzima conversora de angiotensina, a qual ¢ responsavel por degradar a

bradicinina e produzir angiotensina II. Sabe-se também que a bradicinina estimula células

endoteliais para liberar substincias vasodilatadoras € que esta agao ¢ mantida apesar da
disfuncio endotelial, exceto se houver leséo arterial severa. De acordo com oS auiores a

angiotensina II pode ser em pare responsavel pela disfungiio endotelial por induzir
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resisténcia a aglio vasodilatadora do NO. Assim, o comprometimento da produgdo de
angiotensina II bloqueia o efeito vasoconstritor do mesmo (MOMBOULI ¢ VANHOUTTE,
1999). Também, o efeito vasoconstritor da angiotensina Il pode ser reduzido por antagonismo
de receptores AT, de angjotensina (DE LAS HERAS er 47,1999). LAUSTIOLA ef al,
(1988) ¢ SUGIYAMA er al, (1988), mostraram que o sistema renina-angiotensina-
aldosterona esta ativado em fumantes. Nos hipotetizamos que a angiotensina I pudesse estar
envolvida na disfungio endotelial induzida pela nicotina. Contudo, o pré-tratamento com
losartan n3o alterou a resposta hipotensora 4 BK reduzida pela nicotina. Assim os resultados
sugerem ¢que a nicotina diminui a resposta 4 BK através de um mecanismo que ndo envolve

receptores AT;.

Observamos que na curva dose-resposta & BK no grupo losartan nio houve
desvio 4 esquerda, quando comparada com o grupo enalapril {Tabelas 2 e 3 ). WOOD, 1996
mostrou que possiveis diferencas entre os mecanismos de agio dos inibidores da ECA ¢
antagonista de receptor AT;, podem ser devido ao actimulo de BK, promovido pelos
inibidores da ECA. Também podemos concordar com os estudos de MOMBOULI e
VANHOUTTE, (1999), os quais mostram que os inibidores da enzima conversora de
angiotensina promovem a liberagio de vasodilatadores para restaurar a funcio

vasodilatadora, potencializando o efeito da BK.
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6. CONCLUSAO




Nossos estudos sugerem que:

» A administra¢iio de 200ug/kg de nicotina prejudica a resposta hipotensora

dependente do endotélio 8 BK.

® O efeito agudo de 200ug/kg de nicotina nfo ¢ influenciado pela inibigdo da

enzima conversora de angiotensina ou pelo antagonista de receptores AT,

> A curva dose-resposta & bradicinina no grupo enalapril apresentou desvio a

esquerda.

» A curva dose-resposta & bradicinina nos grupos controle e losartan ndo

apresentaram desvio a esquerda.
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7. SUMMARY



Nicotine, one of the compounds of cigarette smoke, may contribute to smoking-
induced endothelial dysfunction because of its ability to impair endothelium-dependent
vasodilatation. We investigated whether the acute administration of nicotine changes the
hypotensive responses to bradykinin in rats. The effects of pre-treatment with losartan or
enalapril on the nicotine-induced changes in the responses to bradykinin were also

evaluated.

In study 1, anesthetized rats were cannulated via carotid artery for the
measurement of mean arterial pressure (MAP), Dose-response curves to bradykinin (0.1,
0.4, 1.6, 64, 25 and 100 pg/kg) were generated before and 10 min afier the injection of
micotine (200 pg/kg, 1.v.) or saline. The individual dose-response curves were fitted to a
four-parameter logistic equation using the ALLFIT program, which provided an estimate of
the the maximal response (Enax) and of the dose of bradykinin producing the half-maximal
response (EDsp). In study 2, rats were pre-treated orally with losartan (10 mg/kg/day) or
enalaprii maleate (25 mg/kg/day) for two weeks. Control rats received tap water alone.
Blood pressure was measured by the tail-cuff method during the study. After pre-treatment,

the rats were anesthetized and used as described in study 1.

In study 1, bradykinin produced dose-dependent hypotensive responses which
were not affected by treatment with saline. The administration of nicotine decreased the
Eex (from 7321 to -66%1,0 mmHg; P<0.05) but did not affect the EDsp. In study 2,
orally administered losartan or enalapril did not affect the tail-ouff pressure afier two
weeks, nor did they affect the dose dependent hypotensives responses to bradykinin.
Nicotine decreased the E,., in both groups (from -68+23 to -63x1,0 mmHg, and from
~58+2 8 to -43+2.3 mmHg, respectively; P<0.05) without significantly changing the EDsp,

These results suggest that the acute administration of nicotine impairs the
endothelium-dependent hypotensive responses to BK. This acute effect of nicotine is not
influenced by chronic inhibition of the angiotensin converting enzyme or by blockade of

the AT, receptors.
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Anexe 1. Valores individuais de peso corporal, expressos em gramas, do grupo
CONTROLE durante as trés semanas de estudo

Basal semana semana 2
rato 1 240 263 286
rato 2 236 251 278
mato 3 223 239 278
o 4 248 270 297
Fa 5 271 292 30
rate & 266 230 300
rato 7 267 280 296
1aio 8 254 281 303
rato 9 257 265 280
rato 10 270 288 300
rate 11 264 297 317
mate 12 265 292 320
vato 13 221 250 280
rato 14 207 225 253
rato 15 200 225 240
o 16 258 290 315
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Anexe 2. Valores individuais de peso corporal, expressos em gramas, do grupo

ENALAPRIL durante as tr8s semanas de estudo

Basal semana 1 semanz 2
rato 1 230 250 78
rato 2 220 248 274
raw 3 240 255 280
rato 4 230 250 260
1ato 5 240 262 280
rate 6 255 2T 300
rata 7 247 276 295
rato 8§ 240 258 270
o 9 255 278 290
rato 10 240 250 271
rato 11 230 258 270
mato 12 252 270 290
aw 13 263 292 313
1ato 14 214 240 271
raio 15 260 290 325
rato 16 200 247 270
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Anexo 3. Valores individuais de peso corporal, expressos em gramas, do grupo

LOSARTAN durante as trés semanas de estudo

Basal semana 1 semana 2
rato i 240 281 300
ato 2 250 276 310
rato 3 245 286 296
rats 4 230 284 300
rato 5 250 200 315
rae 6 260 274 296
rato 7 259 280 30
rato 8 247 265 285
mto 9 250 265 283
rato 10 250 280 310
rato 13 230 258 291
rato 12 220 267 292
rato 13 240 281 300
rato 14 250 284 315
rato 15 240 284 300
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Anexo 4. Valores individuais de pressio arterial de cauda, expressos em mmHg, do grupo

CONTROLE durante as trés semanas de estudo

Basat semana 1 semana 2
mto 1 116 110 110
Talo 2 110 110 il
ratn 3 110 110 100
rato 4 116 110 110
rato 5 110 110 110
o 6 116 110 30
Tato 7 118 110 110
rato & 100 110 116
rato 9 114 110 110
wato 10 110 110 110
rato 11 113 109 110
rato 12 108 110 112
rafe 13 116 110 100
Tato 14 100 110 110
rato 15 119 116 110
rato 16 116 110 110
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Anexo 3. Valores individuais de pressio arterial de cauda, expressos em mmHg, do grupo

ENALAPRIL durante as trés semanas de estudo

Basal semanz 1 semana 2
rata 1 110 160 3
rato 2 118 HO 114
rato 3 126 1i0 118
raio 4 116 110 160
rato 3 110 10 110
Tatn 6 120 113 120
386 7 116 110 115
rato 8 il 10 110
rato @ 110 140 114
rato 10 110 100 110
rato 11 108 110 110
o 12 116 163 116
rato 13 102 112 110
rate 14 120 110 120
rato 15 110 110 100
rato 16 118 112 110
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Anexo 6. Valores individuais de pressdo arterial de cauda, expressos em mmHg, do grupo
LOSARTAN durante as trés semanas de estudo

Basat semana 1 semana 2
rato 1 118 110 115
rato 2 116 110 110
rato 3 117 110 112
ato 4 116 100 110
rate 5 110 10 110
rato 6 117 100 117
Tato 7 112 110 115
rato 8§ 118 110 110
rato 9 110 110 100
rato 10 118 110 120
rato 1 116 110 110
rato 12 116 106 110
mato 13 116 110 119
rato 14 117 110 118
rato 15 116 110 114
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Anexo 13. Valores individuais do Ena, EDso € Log EDsq, antes e apds a administragio de
salina 0,1mL, dos animais do grupo CONTROLE. Os valores abaixo da tabela

representam as médiasterro padrio da média.

pré-saling pos-salina
Emax ED50 [LogEDS0) Emax ED36 | Log EDS
(mmHg) | (ug/Kg) (mmHe) | (up/Ko)

Rato § =79 4,0 0,62 ~74 7.0 0,82
Rato 2 ~80 44 0,64 -1 6,0 0,77
Raio 3 80 32 {,49 <76 7.2 0,85
Rato 4 -82 5,5 0,73 =76 L7 0,22

Média 80,0 43 0.6 =76.0 55 07

+ & * % + + +

EPM 1,3 0,9 0.1 3,0 2.6 0,3
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Anexo 14. Valores individuais do Epe, EDso € Log EDsg, antes ¢ apos a administracio de
nicotina 0,1mL, dos animais do grupo CONTROLE. Os valores abaixo da
tabela representam as médiasterro padrie da média.

pré-nicotina pis-nicotina
Emax ED50 {LogED30; Emax ED30 Log ED30
(mmHg) | (1e/Ke) (mmHg) | (uKe)

mio 1 =77 3.3 0,52 -68 3,0 0,50
rato 2 62 27 0,43 <70 1,7 0,23
rato 3 ~79 1,7 0,23 64 3.0 0,38
raio 4 -87 3.3 0,52 65 2,0 0,30
1aio 3 73 3,6 0,55 -07 17 0,23
rato 6 -64 30 0,46 -64 3.4 4,53
rato 7 62 4.0 0,62 -71 LY 0,30
rato 8 ~74 L9 0,27 64 1,8 0,25
Tato 9 -76 3,7 0,57 -69 1,9 0,30
1ato 10 -76 4.1 0,61 66 14 0,14
rato 11 ~74 3.4 0,53 64 2,1 0,33
rato 12 76 1,3 0,10 -58 3,1 0,50
Média 73 2.7 0.4 -65 22 0.4

* + + En s * ®
EPM 7.4 1.0 02 3.4 0.6 0,1
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Anexo 15. Valores individuais do Eyay, EDsy ¢ Log EDs, antes e apds a administracio de
salina 0,ImL, dos animais do grupo ENALAPRIL. Os valores abaixo da tabela
representam as médiasterro padrio da média.

pré-salina pos-saling
Emax ED56 [LogED38{ Fmax ED50 | Log ED50
(mmbg) | (up/Kg) (mmBe) | (ug/Ke)

rato 1 «30 0,2 0,7 -62 0,17 .76
ratp 2 -52 0,2 -0,7 36 0,13 -1,87
rate 3 -B0 0.2 0,7 -80 0,25 0,59
rato 4 -60 .2 4,7 -39 0,15 0,81
ratp 3 60 0,2 0,7 60 0,16 .77
Média ~60 6,2 4,7 -64 4,17 -7

& + 'S + + & &

EPM 12,0 0,0 0.0 9.6 0,05 0,1
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Anexo 16. Valores individuais do Ena, EDsp € Log EDsq, antes ¢ apés a administracio de
nicotina 0,1ml., dos animais do grupo ENALAPRIL. Os valores abaixo da
tabela representam as médias+erro padrio da média.

pré-nicotina pos-nicotina
Emax ED56 {Log ED30] Emax EDS0 | Log EDS0
(mmHg) | (us/Ke) (mmHg) | (up/Kg)
rato | ~52 0,30 0,52 -46 0,30 0,52
ratg 2 -48 0,23 0,63 -33 0,10 -1,00
rato 3 =56 0,36 -0,52 -46 0,40 0,40
rato 4 5] 0,10 -1,00 ~43 0,01 ~2.00
rato 3 -0 0,11 -1,95 ~44 0.01 -2,00
rato 6 ~67 0,10 -1,00 ~58 0,08 -1,09
rato 7 ~34 0,30 -0.52 -38 0,12 0,92
1ato & 66 0,20 0,70 -44 0,20 -0,70
raio 9 -45 0,10 -1,00 -41 0,30 0,52
mtoe 10 -2 0.20 0,70 -34 0,20 0,70
mato 11 -58 0,20 ~1,70 29 0,10 -1.00
Média -58 0.2 0.7 ~43 0,2 0,9
* * * + * + +
EPM 9.3 0,1 0.2 7.8 0.1 0.5
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Anexo 17. Valores individuais do Emax, EDso ¢ Log EDso, expressos em mmHg, antes e
apos a administragdo de salina 0,1mL, dos animais do grupo LOSARTAN. Os
valores abaixo da tabela representam as médias+erro padrio da média.

pré-salina pas salina
Emax EDS0 |LogED50] Emax ED3¢ | Log ED50
(mmHg) | (ug/Kg) gnmHg) | (iz/Kg)
1ato 1 64,0 6,0 0,78 40,0 30 0,70
rato 2 ~99.0 23 0,40 <770 30 0,60
1ato 3 68,0 30 0,68 -76,0 40 0,56
rato 4 91,0 2.9 0,46 66,0 50 0,75
rato 3 81,0 2.8 0,435 -100.9 6.0 0,76
Média 80 4,0 0,6 <16 a4 0,6
e + e £ e + ok
EPM 148 1,6 0,1 15,3 1,14 0,1
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Anexo 18. Valores individuais do By, EDse ¢ Log EDso, expressos em mmblg, antes ¢

ap6s a administragio de nicotina 0,1ml, dos animais do grupo LOSARTAN,

Qs valores abaixo da tabela representam as médias+erro padrio da média.

pré-micotina pés nicoting
Emax ED50 |Log ED38! Emax EDS0  ; Log ED56
(mmHp) | (1g/Kg) _(mmHp) | yKg)
rato 01 66,0 5.7 0,75 -57.0 7.1 6,85
rato 02 47,0 7.9 0,89 60,0 6,3 0,80
rato 63 ~60,0 8.3 0,52 52,0 25 0,41
rato 04 -56.,0 2.3 0,36 -57.0 3,0 0,70
rato 03 -71.0 40 0,60 ~60.0 3,2 0,50
rato 06 76,0 2,0 0,95 67,0 5,0 0,70
rato 07 52,0 3,1 0,49 -60,0 1,3 0,11
ratn 08 S12.6 1.6 0,20 62,0 2,1 0,33
rato 09 -77.0 4,0 0,60 5,0 9.0 0,95
rate 10 -72,0 4,0 0,60 65,0 3.0 0,48
Média 68 4,2 0.5 63 4,5 0,6
& & + * e * &
ErM 74 2,7 0.4 34 2,3 0.3
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Anexo 19, Tabela de valores médiosterro padrdo da média de peso corporal, expresso em

gramas, dos grupos experimentais durante o periodo de estudo.

Grupos Basal 1 semana 2 semana
CONTROLE (n=16) 247 £57 B9 +57* 201 & 5,0%*
ENALAPRIL (n=16) 238+£50 262 +4,0% 283 £33 14%
LOSARTAN (n=15) 244+ 40 276 +2 5% 300 £ 2 5%*




Anexo 20. Tabela de valores médiosterro padrio da média da pressdo arterial de cauda,
expresso em mmHg, dos grupos experimentais durante o periodo de estudo.

Grupos Basal 1 semana 2 semang
CONTROLE (n=16) 111+13 10906 1082160
ENALAPRIL (n=16) 113414 106+ 14 110+ 1,3
LOSARTAN (r=15) 115208 10712 112212




ANEXO 21. Anilise estatistica do grupo CONTROLE com valores de p>0,05.

Teste “t” de Student pareado:

Emax:
* pré vs pos-salina: p=0,1;
(t calculado=2,0;t critico=3,18; graus de liberdade=3),
®  pré vs pos-nicotina: p=0,0174;
{t calculado=2,80; t critico=2,20; ; graus de liberdade=1 1),

EDs

®  pré vs pos-salina: p=02;

{t calculado=-1,3; t critico=3,18; graus de liberdade=3);

®  prévs pos-nicotina: p=0,1051;

{t calculdado=1,77; t eritico=2,20; ; graus de liberdade=11);

Iog Ei}jg

=  pré vy pos-salina: p=0,6;

(t calculdado=-0,47t critico=3,18; graus de liberdade=3);

*  pre vs pds-nicoting: p=0,18;

(t calculdado =1,42; t critico=2,20; ; graus de liberdade=11);

Teste “t” de Student nio pareado
CONTROLE: pré salina vs pré-nicotina:

EIBBX

p=0,07; (t calculdado=1,94; t critico=2.14; ; graus de liberdade=14);
EDs

p=0,1486; (t caleuldado=1,53; t critico=2,14; graus de liberdade=14);
LOg EDj{}

p=0,1347, (t calculdado=1,59; t critico=2,14; ; graus de liberdade=14);

Anexes
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ANEXQ 22, Analise estatistica do grupo ENALAPRIL com valores de p=0,03.

Teste “t” de Student pareado;

Einax
» pré vs pos-salina: p=0,2; t obtido=-1,51; t critico=4,31; ; graus de liberdade=2;
* pré vs pds-nicotina: p=0,0006; t obtido=4,89; t critico=2,22; ; graus de liberdade=10;

EDs

* pré vs pos-salina: p=1.0;

(t calculado=1,6e-016; t critico=4,31; ; graus de liberdade=2),
= pré vs pos-picotma: p=0,7560;

{t calculado=0,319; t eritico=2,22; ; graus de liberdade=10};

log EDsp

= pré vs pos-salina: p=0,8;

(t calculado=-0,286; t critico=4,31; ; graus de liberdade=2};

= oré vs pds-nicotina: p=0,5, (t calculado=0,623; t critico=2,22; ; graus de hiberdade=10),

Teste “t” de Student ndo pareado

pré salina vs pré-nicotina:

Emax

p=0,3910; t calculado=-0,89; t critico=2,17, ; graus de liberdade=12;

EDsp
p=0,7325; t calculado=035; t critico=2,17; ; graus de liberdade=12;

Log EDs(}
p=0,4880; t calculado=0,715; t critico=2,17; ; graus de liberdade=12;




ANEXOQ 23. Analise estatistica do grupo LOSARTAN com valores de p>0,05.

Teste “t” de Student pareado:

Ernax

®  pré vs pos-salina: p=0,7;

{t calculado =0,379; t critico=2,77; ; graus de liberdade=4);

s pré vs pos-nicotina: p=0,01; (t caleulado =3,17; t critico=2,26; ; graus de liberdade=9);

EDso

s pré vs pos-salina: p=0,3;

(t caleulado =1,22; t critico=2,77; graus de liberdade=4),
®  pré vs pOs-nicoting: p=0,7;

{t obtido=-0,324, t critico=2,26; ; graus de liberdade=9);

Iog EDjG

®  pré vs pos-salina: p=0.2;

{t calculado =1,42; t critico=2,77; ; graus de liberdade=4),
®  pré vs pos-nicotina; p=0,4661;

{t caleulado=-0,761; t critico=2,26; ; graus de liberdade=9);

Teste “t” de Student nfo pareado
pre salina vs pré-nicotina:

Ermax
p=0,05;
(t caleulado=2,13; t critico=2,16; ; graus de liberdade=13);

b=y
p=0,03;
{t calculado=2,26; 1 critico=2,16; graus de liberdade=13);

Log EDsg

p=0,03,
{t obtido=-2,36; t critico=2,16; graus de liberdade=13};
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Anexo 24, Curva dose-resposta a bradicinina dos valores individuais da variagio da PAM,
expresso em milimetros de mmHg, antes ¢ apds a administragio de salina, do

grupo CONTROLE.
pré salina pos-salina
Rato §
100~ 100
24+ 80
‘&‘f —
x _ L
g *
E E
E 45 5 4{H
B R .
2 20 . g *
-~ 0 “ - g- - :
r T T T T T T {i} U‘.‘I ﬁid 1f5 5?3 215 ‘
8 01 04 16 63 258 0 be 100
. sdicining
bradicinina {nakg) aka)
pré -salina pos-saiina
Raio 2
itk
100+
80+
80 2 =
‘& (] g SG_
E 60+ £
£ - 404
= 40+ g
<
& 8 M
a 20
i < ol %
“ - r Y T T 7 1 Y
R 0 01 04 15 83 2B 100
g D1 04 16 €3 25 0 bradicinin (ug/kg)
CMINa
bradicinina (pgfig) 9
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pré-salina Rato 3 pés-salina
100+
100 -
8- 80+
a a——,
T e £ % .
E =
= =
5 40- — 40
o E "
a.
a 20 o 20
o o
<2 Q.J ' : = 0_
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¢ &1 564 16 83 25 100 6 081 04 16 B3 25 10
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Anexo 23, Curva dose-resposta a bradicinina dos valores individuais da variacio da PAM,
expresso em milimetros de mmHg, antes e apds a administragiio de nicotina, do

grupo CONTROLE,
pré -nicotina pos-nicotina
Rato 1
1004 100~
80+ . 801
a —
‘_‘E 60 :‘g 80
E
g & £
% 20 §
= o 20
-t =
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pré-nicotina pos-nicetina
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Rato 9
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pré -picotina Rato 11 pés-nicotina
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Anexo 26, Curva dose-resposta 4 bradicinina dos valores individuais da vaniagio da PAM.
expresso em milimetros de mmHg, antes e apds a administragio de salina, do

grupo ENALAPRIL.
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Anexo 27, Curva dose-resposta 2 bradicinina dos valores individuais da variagiio da PAM,
expresso em milimetros de mmHg, antes e apos a administraco de nicotina, do

grupo ENALAPRIL
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Anexo 28, Curva dose-resposta & bradicinina dos valores individuais da variacio da PAM,
expresso em milimetros de mmHg, antes e apos a administragdo de salina, do

grupo LOSARTAN.
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Anexo 29. Curva dose-resposta 3 bradicinina dos valores individuais da variacdo da PAM,
expresso em milimetros de mmHg, antes e apos a administragéio de nicotina, do

grupo LOSARTAN
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