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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar se a exposicdo aguda a fumaca de cigarros (EFC) altera as
respostas contrateis a fenilefrina em anéis de aorta de ratos submetidos a natacdo. Foram
utilizados ratos Wistar (250-300g) divididos em 4 grupos: CONTROLE (N=6), FUMO
(exposicdo aguda a fumaca de cigarros, 1 vez/dia/5 dias N=6), TRN (submetidos a natacdo, 5
vezes/semana, 60 min./dia, N=6) e TRN+FUMO (submetidos a natacdo e a EFC, N=6). Ap0ds
a Ultima exposicdo, ratos foram anestesiados e decapitados. A reatividade vascular foi
avaliada por doses crescentes de FENILEFRINA (10 a 10 M) em anéis com endotélio
preservado (E+), ap6s bloqueios com L-NAME (100 pM) e INDOMETACINA (10 pM) e em
anéis sem endotélio (E-). Observamos que aneis com E+ houve um aumento na resposta
contratil maxima (RMax) do grupo TRN+FUMO (75 + 7%) em relacdo ao TRN (54 + 4%,
#p<0,05). Em anéis E-, ndo houve diferenca na RMax entre os grupos TRN+FUMO e TRN
(123 = 4 vs 138 £ 12%, respectivamente), assim como no bloqueio pela INDOMETACINA
(93 £ 2 vs 103 + 12 %, respectivamente). O bloqueio com L-NAME néo foi capaz de inibir o
aumento da RMax & FENILEFRINA nos grupos TRN+FUMO e TRN (155 + 13" vs 113 +
4%, ™p<0,05). Concluimos que a exposicdo aguda & fumaca de cigarros altera a RMax de
anéis de aorta de ratos submetidos ao exercicio fisico por participacdo do endotélio vascular.

Palavras-chave: Anéis de aorta. Natacdo. Fumaca do cigarro



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate whether acute exposure to cigarette smoke (ECS)
changes the contractile responses to phenylephrine in aortic rings of rats submitted to
swimming. Wistar rats (250-300g) were divided into 4 groups: CONTROL (N=6), SMOKE
(acute exposure to cigarette smoke, 1 time/day/5days; N=6), TRN (submitted to swimming, 5
times/week, 60 min./day, N=6) and TRN+SMOKE (submitted to swimming and the ECS,
N=6). After the last exposure, rats were anesthetized and decapitated. VVascular reactivity was
assessed by increasing doses of phenylephrine (10™ to 10° M) in rings with preserved
endothelium (E+) after blocking with L-NAME (100 puM) and indomethacin (10 uM) and ring
without endothelium (E-). We note that rings with E+ there was an increase in the contractile
response maximum (RMax) group TRN+SMOKE (75 + 7 %) compared to the TRN (54 +
4%, *p <0.05). In E- rings, there was no difference between RMax in groups TRN and
SMOKE+TRN (123 + 4 vs 138 + 12%, respectively), as well as blockade by
INDOMETHACIN (93 £ 2 vs 103 £ 12%, respectively). Blocking with L-NAME was not
able to inhibit the increase of RMax phenylephrine in groups TRN+SMOKE and TRN (155 +
13" vs 113 + 4 %, ™p<0.05). We conclude that acute exposure to cigarette smoke alters the
RMax of aortic rings of rats subjected to physical participation by the vascular endothelium.

Keywords: Aortic rings. Swimming. Cigarette smoke.
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1 INTRODUCAO

O tabagismo é a principal causa de morte evitdvel a nivel mundial, representando uma
epidemia global que afeta tanto os paises desenvolvidos quanto os subdesenvolvidos. Os
dados epidemiol6gicos mostram que o0 numero de mortes tabdgica vem crescendo
mundialmente e ja representa mais de cinco milhdes de sujeitos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2012). No Brasil, segundo a Pesquisa Nacional por Amostra de
Domicilios do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, aproximadamente 200 mil
individuos morrem por ano. Se os numeros de consumidores de cigarros ndo diminuirem,
estima-se que em 2030 mais de 8 milhdes da populacdo mundial vira a ébito por ano,
incidindo num importante problema econémico para a saude publica (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2011).

O cigarro apresenta um complexo nimero de substancias tdxicas que ainda ndo foram
totalmente identificadas. A fumaca do cigarro contém cerca de 4.700 elementos quimicos ja
conhecidos que sdo aspirados ou inalados. O cigarro quando aceso emite dois tipos de
fumaca, a chamada de principal, geralmente exalada diretamente pelos fumantes ativos; e a
fumaca secundaria, emitida para a atmosfera a partir da queima da ponta do cigarro, e inalada
de forma indireta pelos fumantes passivos. Muitos componentes toxicos e cancerigenos sao
encontrados em concentracdes mais elevadas na fumaca secundaria do que aqueles contidos
na fumaca da via principal (SMITH; FISCHER, 2001). Uma explicacdo plausivel é a
temperatura na ponta do cigarro que chega a 900 graus Celsius (°C) incidindo na combustéo
completa, pois h& oxigénio suficiente para o processo da combustdo. Diferente do que
acontece nos intervalos entre as tragadas, a temperatura € menor em torno de 600°C, o que
promove uma queima incompleta diminuindo o oxigénio e, consequentemente, menor
combustdo, sendo produzida uma abundancia de substancias quimicas (TAYLOR,;
JOHNSON; KAZEMI, 1992; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2008).

O tabagismo contribui para a etiologia e 0 aumento da incidéncia de diversas patologias como
canceres (pulmé&o, boca e outros), impoténcia sexual masculina, hipertenséo, aterosclerose,
angina pectoris, infarto do miocéardio, acidente vascular cerebral (AVC), insuficiéncia
cardiorrespiratdria entre outras, as quais estdo associadas com o prejuizo da qualidade de vida

e 0 aumento da mortalidade (ROSEMBERG, 2003). No tabagismo a nicotina, o alcatrdo, e 0s



produtos da queima do cigarro, como o monoxido de carbono, sdo responsaveis
principalmente pelos efeitos deletérios ao sistema cardiovascular. Esses elementos séo
extremamente reativos e estdo presentes na fumaca do cigarro e podem induzir numa maior
oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL), reducéo da lipoproteina de alta densidade
(HDL), aumento dos niveis das moléculas de adesdo fibrinogénio, aumento da agregacédo
plaquetéria, formagdo de trombos, aumento da atividade adrenérgica, disfuncdo endotelial
(SMITH; FICHER, 2001; PAIVA et al., 2003).

Evidéncias experimentais mostram que a exposicdo a fumaca do cigarro em ratos wistar, por
trinta dias ndo acarretou em alteracdo mecanicas no musculo papilar isolado, entretanto, a
estrutura cardica avaliada por meio do ecocardiograma, apresentou aumento do didmetro
sistélico final do ventriculo esquerdo e diminuicdo da fracdo de encurtamento sistélico e da
fracdo de ejegdo, quando comparado aos animais que ndo foram expostos a fumaga do
cigarro. Desse modo, apesar da funcdo do musculo permanecer conservada 0s animais
submetidos a fumaca do cigarro apresentaram uma atenuacdo da funcdo da camara do
ventriculo esquerdo (PAIVA et al., 2003). Confirmando tal achados Castardeli et al. (2005),
ao submeter animais por quatro meses a fumaca do cigarro, mostraram que o atrio esquerdo
encontrava-se maior, houve um aumento do didmetro diastdlico e sistdlico do ventriculo
esquerdo, resultando em remodelacédo cardiaca, quando comparado aos animais ndo expostos
ao tabagismo. Além disso, o tabagismo ainda provoca vasoconstricdo em artérias coronarianas
mediada pela estimulagéo alfa-adrenérgica (a-adrenérgica) afetando na constri¢cdo proximal e
distal das artérias coronarianas e no aumento do ténus em vasos de resisténcia. Além de
danificar as paredes dos vasos sanguineos, tornando-os menos elasticos (JUNIOR; TOLEDO;
MELO, 2005).

Os vasos sanguineos morfologicamente sdo descritos por possuirem basicamente trés camadas

(ou tunicas): a adventicia, a média e a intima (Figura 1).

A camada adventicia tem a funcdo de recobrir externamente 0s vasos sanguineos e consiste de
tecido conjuntivo denso composto de fibroblastos, fibras colagenas, elasticas e terminacdes
nervosas e pequenos vasos sanguineos que abastecem o tecido da parede do vaso. A tunica
média é a camada intermediaria (entre a adventicia e a intima) composta de células
musculares lisas, fibras colagenas e uma pequena quantidade de tecido conjuntivo elastico.

Esta camada € responsavel em regular o fluxo sanguineo e a presséo arterial, ou seja, a



capacidade de aumentar ou diminuir o didmetro quando submetido a uma determinada
pressdo interna. A camada intima conhecida como endotélio vascular, fica situada entre o
sangue circulante e a camada média revestindo internamente 0s vasos sanguineos, e €
constituida por uma unica camada de células endoteliais (TORTORA; DERRICKSON, 2010;
SILVA; ZANESCO, 2010).

ARTERIA
/ Camada Média Camada Intima
Camada Adventicia (camada de musculo (endotélio)
(tecido conectivo)  liso e tecido elastico)

Figura 1 - Estrutura morfolégica dos vasos sanguineos a camada adventicia, a camada média e a camada intima.

O endotélio ¢ uma monocamada de revestimento pavimentoso simples com células alongadas
e com nucleo saliente, na qual encontra-se vesiculas ou invaginagdes chamadas de cavéolas.
A cavéola € a regido que confere a presenca de receptores, moléculas efetoras e sinalizadoras
que regulam o ténus vascular, a trombose, a coagulacdo, o trafego de leucécito (GALLEY;
WEBSTER, 2004; NASCIMENTO PATRIARCA; HEIMANN, 2005). O endotélio € um
6rgdo endocrino, que além de representar uma barreira fisica entre o limen e a parede do
vaso, a sua localizacdo estratégica controla ativamente a homeostasia da parede vascular.
Além de que, regula ativamente o tdnus vascular e a reatividade vascular, advindas de
estimulos humorais, neurais, quimicos e mecanicos, sintetizando e liberando uma variedade
de substancias contrateis e relaxantes desempenhando um papel relevante na circulacao
(FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989; CANNON, 1998).

O endotélio libera e sintetiza substancias vasoativas conhecidas, como: fatores relaxantes
derivados do endotélio - EDRF (0xido nitrico, prostaciclina e o fator hiperpolarizante
derivados do endotélio) e fatores constritores derivados do endotélio - EDCF (endotelina,
prostandides, angiotensina e espécies reativas de oxigénio) (JASPERSE; LAUGHLIN, 2006).
Vale ressaltar que na homeostasia o tdnus vascular é advindo pelo equilibrio dos fatores

vasoconstritores e vasodilatadores (Figura 2). Caso ocorra perda da integridade funcional ou



disfuncdo endotelial, isso resultard em desequilibrio na produgdo e/ou liberacdo dos fatores
relaxantes e contrateis vasculares estando associado a alteragcbes no sistema vascular
(MATHER et al., 2002; CARVALHO et al., 2005).

VASOCONSTRITORES VASODILATADORES
TXAz PGFz NO
ROS ET
PGz

Angiotensina |l
Serotonina EDHF

— —

Figura 2 - Fatores vasoconstritores e vasodilatadores derivados do endotélio. NO — o6xido nitrico; PGI, —
Prostaciclina; EDHF - fator hiperpolarizante derivado do endotélio; TXA, — tromboxano; PGF, —
prostaglandinas; ET — endotelina; ROS — espécies reativas de oxigénio.

Dentre as substancias relaxantes derivadas do endotélio, ressalta-se a participacdo do 6xido
nitrico (NO), por ser um gas instavel e lipossolivel é também a principal substancia
vasodilatadora sintetizado nas células endoteliais, a partir do aminoécido L-arginina por agédo
da enzima 6xido nitrico sintase (BRANDAO; PINGE, 2007). Quando o endotélio encontra-se
intacto, 0 NO ¢é essencial para inibir a agregacdo plaquetaria, a adesdo de mondcitos e
leucdcitos e a proliferacdo celular (CARVALHO et al., 2005). Atualmente, trés isoformas da
enzima Oxido nitrico sintase (NOS) foram identificadas, uma é expressa como induzivel
(iNOS) localizada em macrofagos, leucocitos polimorfonucleares entre outros e €
independente de calcio. E duas sdo expressa constitutiva, isto €, sdo dependentes de calcio, na
qgual temos a NOS neural (nNOS) presente em neurdnios e a NOS endotelial (eNOS)
encontrada em plaquetas e principalmente nas células endoteliais vasculares (MONCADA,
HIGGS; FURCHGOTT, 1997; GALLEY; WEBSTER, 2004).

No endotélio vascular, a eNOS encontra-se inativa quando associada a proteina caveolina-1
(Cav-1). A dissociagdo da ligacdo eNOS+Cav-1, acontece a partir do aumento da
concentracdo de célcio (Ca®) intracelular, favorecendo na interacdo do complexo Ca®'-
calmodulina, resultando na ativagdo da eNOS (GRATTON; BERNATCHEZ; SESSA, 2004).

Com a eNOS ativa, ocorre hidroxilagdo do aminodcido L-arginina que serd formado NC-
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hidroxil-L-arginina para em seguida ser convertida em citrulina (bioinativo) e NO (bioativo)
(GOLIGORSKY et al., 2002; DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003). Em seguida, o0 NO
(Figura 3) se difunde para o musculo liso vascular estimulando a guanilato ciclase soltvel
(GCs), que cataliza a saida de dois fosfatos de guanosina trifosfato (GTP), elevando os niveis
de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). A formacdo de GMPc, promove a ativacdo da
bomba de célcio dentro da célula muscular lisa, diminuindo as concentracfes de calcio
intracelular, o que promovera a reducdo do ténus vascular, isto é, o relaxamento dos vasos
sanguineos (WEBB, 2003). Vale ressaltar, que todas as isoformas de NOS podem ser inibidas
por analogos da arginina, como a N®-monometil-L-arginina (L-NMMA), N-imino-etil-
Lornitina (L-N10), N®-amino-L-arginina (L-NAA), N®-nitro-L-arginina (L-NA) e o metil
éster correspondente ao NC-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) (DUSSE; VIEIRA;
CARVALHO, 2003).

Além do NO, outras substancias vasodilatadoras séo liberadas pelo endotélio a prostaciclina
(PGI,) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (LAURINDO; LIBERMAN;
LEITE, 2005). A prostaciclina (PGl,;) foi o primeiro mediador vasorrelaxante endotelial
identificado, e é o produto mais abundante do &cido araquidénico produzido pelo tecido
vascular, sua meia vida é maior do que a do o6xido nitrico (NARUMIYA, SUGIMOTO;
USHIKUBI, 1999). E responsavel pelo relaxamento do masculo liso e uma potente inibidora
da agregacao plaquetaria. A sintese da PGl nas células endoteliais é desencadeada por acédo
da enzima fosfolipase A,, que hidrolisa os fosfolipidios de membrana, provocando a liberacdo
do &cido araquidénico (AA). O acido araquidbnico é oxidado pela enzima ciclooxigenase,
dando origem a PGIl, (MICHELINI; ROSSONI, 2008).

A acdo da PGI, nas células endoteliais (Figura 3) é desencadeada por varios estimulos,
incluindo fatores mecénicos (forca de cisalhamento), substancias enddgenas derivadas do
plasma (bradicinina, trombina), entre outros. Em seu mecanismo de agdo vasorrelaxante, a
PGIl, nas células do musculo liso ativa receptores especificos na membrana acoplado a
proteina G, ativando a adenilato ciclase. A ativacdo dessa enzima cliva o trifosfato de
adenosina (ATP) em monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), o que é o segundo
mensageiro que aciona os efeitos da PGIl, (CARVALHO et al., 2001; MICHELINI;
ROSSONI, 2008).
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Ja o Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio — EDHF (Figura 3) tem sido apontado
como responsavel pelo relaxamento de vasos com didmetro menores, e sua identificacéo
quimica ainda permanece uma incégnita. A vasodilatacdo é seguida por hiperpolarizacdo das
células musculares lisas. Esta hiperpolarizacdo da célula do musculo liso vascular ocorre pela
participacdo dos canais de potassio (K*) dependentes de calcio (Ca’*). A diminuicdo da
concentracéo de K* intercelular ativa a sodio/potasio ATPase (Na'/K* ATPase) e os canais K"
retificadores, contribuindo para a hiperpolarizagdo, que impede a ativacio dos canais de Ca*
dependentes de voltagem que gera uma diminuicio do Ca®* citosélico resultando em
relaxamento muscular (CARVALHO et al., 2005).

SHEAR STRESS ou AGONISTAS
(ACh, SP, BK, ATP)

JUUEE [ B
a7 v
AA A
GDX@E EDHF ?
PGI; — :\\_
SR
: Y
]I K" Na*/K* ATPase

Célula endotelial

. 0
Hiperpolarizagao l'T

ATP  AMPC - 0 -

| RELAXAMENTO |

Célula muscular lisa

Figura 3 - Fatores vasodilatadores originado do endotélio e a acdo no musculo liso vascular. Dentre 0s agonistas
pode-se citar a acetilcolina (ACh), substancia P (SP), bradicinina (BK), e adenosina trifosfato (ATP).
Prostaciclina — PGl,; 6xido nitrico — NO; fator hiperpolarizante derivado do endotélio — EDHF; L-arginina — L-
arg; acido araquidénico — AA; ciclooxigenase — COX; adenilato ciclase — AC; trifosfato de adenosina — ATP;
monofosfato ciclico de adenosina — AMPc; guanosina ciclase solivel — GCs; fosfato de guanosina trifosfato —
GTP; monofosfato ciclico de guanosina — GMPc (Adaptado MICHELINI; ROSSONI, 2008).

As alteracGes na liberacdo de substancias relaxantes derivadas do endotélio podem ser
encontradas em algumas situacdes patoldgicas, tais como as doengas cardiovasculares,
diabetes, hipertencdo arterial e também no exercicio fisico (MARSH; COOMBES, 2005). A
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pratica regular de exercicio fisico vem sendo usualmente utilizado como uma medida n&o-
farmacoldgica no tratamento e/ou prevencdo de patologias como hipertensdo, diabetes
mellitus tipo Il, obesidade, dislipidemias, aterosclerose entre outras. Diminuindo assim, a
incidéncia e a progressao de doencas cardiovasculares (MYERS, 2003). Durante o exercicio,
h& uma sequéncia de demandas metabdlicas, essas exigéncias metabolicas sdo saldadas pelo
aumento na oferta de oxigénio e de substratos energéticos para a musculatura que esta sendo
exigida, implicando na vasodilatagio muscular, através da producdo de Oxido nitrico
(NEGRAO; SANTOS; ALVES, 2005).

Apos a descoberta do 6xido nitrico, inimeros estudos apontam que o treinamento fisico
provoca no Vvaso Sanguineo uma melhora na resposta vasodilatadora e atenuacédo
vasoconstritora aos agonistas adrenérgicos tanto em humanos quanto em animais (CHEN; LI;
CHEN, 1994; SPIER; LAUGHLIN; DELP, 1999; CLARKSON et al., 1999; CHIES et al.,
2004) . Um dos motivos pelo qual o exercicio melhora a producdo do 6xido nitrico parece ser
devido ao shear stress ou estresse de cisalhamento (a forca que o sangue exerce na parede do
vaso durante o exercicio), elevando o influxo de célcio na célula endotelial que estimula a
enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) a produzir NO (MARSH; COOMBES, 2005).

Fica bem descrito na literatura, a importancia da liberagio do NO na melhora da funcéo
contratil dos vasos sanguineos apds o exercicio fisico. Outros mecanismos, além destes
podem corroborar com essa resposta em situacdes patoldgicas ou ndo. Mas ndo estd bem
definido se o exercicio fisico é capaz de evitar danos vasculares promovidos pelo tabagismo.
Ou mesmo, se 0 tabagismo agudo é capaz de induzir alteragdes prejudiciais na estrutura
vascular. Portanto, este trabalho investigara se cinco dias de exposi¢do a fumaca do cigarro é
capaz de alterar a resposta vasoconstritora vascular, e se o treinamento fisico € capaz de
proteger o endotélio frente a exposicdo aguda ao tabagismo, em ratos wistar submetidos ao

treinamento de natacdo (cinco dias).
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2 OBJETIVO

Avaliar se a exposi¢cdo aguda (cinco dias) a fumaca de cigarros altera as respostas

vasomotoras contrateis a fenilefrina em anéis de aorta de ratos submetidos a natacéo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Avaliar a resposta vasoconstritora a fenilefrina (FEN) em anéis de aorta sem o endotélio

vascular de ratos treinados e sedentarios expostos ou ndo a fumaca de cigarro;

« Avaliar a resposta vasoconstritora a fenilefrina (FEN) em anéis de aorta com o endotélio
vascular intacto de ratos treinados e sedentarios expostos ou ndo a fumaca de cigarro com ou
sem bloqueio farmacologico com L-NAME (inibidor da sintese de 6xido nitrico - NOS) e

Indometacina (inibidor da ciclooxigenase).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foram utilizados ratos wistar machos (Rattus norvegicus albinus), com peso
inicial de 250 a 300 g e com aproximadamente trés meses de idade, provenientes do biotério
central da Universidade Federal do Espirito Santo — UFES. Os animais foram mantidos em
caixas coletivas de polipropileno com a tampa de arame, forrada com maravalha de pinus
esterilizada contendo até cinco animais por caixa. Dispostos em ambiente dotado de controle
de temperatura que era mantida constante (25°C), e com ciclo claro-escuro de 12/12 horas
(das 06h0Omin até as 18h00min). Ambos 0s grupos receberam agua e comida (racao
PRESENCE) ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o0s
principios éticos de experimentacdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Espirito Santo — UFES (Protocolo
numero: 057/2010; UFES). Para determinacdo e distribuicdo dos grupos, os animais foram

escolhidos por uma tabela de nimeros ao acaso.

3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos nos grupos:

Controle (Controle): composto por animais sem qualquer tratamento e que permaneceram

sedentérios e também ndo tiveram contato com a fumaca do cigarro.
Fumo (Fumo): composto por animais expostos agudamente a fumaca do cigarro.

Treinado (TRN): composto por animais submetidos ao treinamento de natacdo por oito

semanas.

Treinado e Fumo (Fumo+TRN): composto por animais submetidos por oito semanas ao

treinamento de natagdo e expostos agudamente a fumaca do cigarro.
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3.2 PROTOCOLO DE TREINAMENTO FiSICO AEROBICO

O protocolo de treinamento com a natacédo foi realizado durante oito semanas, cinco vezes por
semana com duracdo de 60 minutos/sessdo. O exercicio desenvolveu-se em uma piscina de
vidro (comprimento 100 centimetros (cm) x largura 80 cm x altura 80 cm) com subdivis@es, e
com 4gua a uma temperatura entre 32° e 35°C. A profundidade da piscina garantiu que 0s
animais ndo alcancassem a cauda no fundo da piscina, impedindo a utilizacdo do rabo como

suporte.

O protocolo proposto consistiu de duas fases: a adaptacdo e o treinamento. Inicialmente, 0s
animais passaram pelo periodo de adaptacdo ao meio aquético, durante os seis primeiros dias
de treinamento. Assim sendo, no primeiro dia 0s animais exercitavam-se por dez minutos, e a
cada dia aumentava progressivamente em dez minutos (10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos) até
gue os ratos nadassem por sessenta minutos. J& o treinamento consistiu de oito semanas, cinco
vezes por semana e a duracdo da sessdo didria era de sessenta minutos (5x/semana — 1
hora/dia). Os animais que ndo conseguiram nadar por sessenta minutos foram excluidos do
treinamento (PORTES; TUCCI, 2006). A cada sessdo foram colocados trés ratos juntos na

mesma raia para evitar que eles boiassem.

3.3 EXPOSICAO AO FUMO

Os animais dos grupos Fumo e Fumo+TRN foram expostos diariamente por cinco dias a
fumaca do cigarro. O cigarro empregado no experimento, segundo o fabricante, forneceu 1,1
miligramas (mg) de nicotina, 14 mg de alcatrdo e 15 mg de mondxido de carbono.
Empregamos o método descrito por Simani et al. (1974), adaptado por Wang et al. (1999) e
padronizado por Paiva et al. (2003), que consiste em um artefato construido especialmente
para expor animais a fumaca do cigarro. Os ratos foram colocados em uma camara de
contencdo com volume aproximado de 95x80x65 cm conectada ao aparato de fumar (Figura
4). A fumaca era tirada dos cigarros por vacuo e impelida para a cAmara de contencdo durante

0 periodo de trinta minutos. Em seguida, a fumaca era liberada da camara através de um
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exaustor, no qual os animais permaneciam em um periodo de intervalo de dez minutos, para
que em seguida fosse repetido o procedimento de exposicdo de dez cigarros por trinta

minutos.

Figura 4 - Camara e maquina de exposicdo a fumaca do cigarro.

3.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.4.1 Retirada e preparacao da aorta

Os animais foram anestesiados com Tiopentax (50 mg/kg; IP) e decapitados por meio da
guilhotina, logo ap6s, foi feita uma incisura no abdome do animal, na qual a aorta torécica foi
retirada e dissecada em uma placa de petri contendo solucdo tampdo Krebs-Henseleit (em
mM: NaCl, 124; KClI, 46; CaCl,.2H,0, 2,5; MgS0,.7H,0, 1,2; KH,POy,, 1,2; EDTA, 0,01 e
pH = 7,4) para a remoc¢do dos tecidos conectivo e adiposo, e dividida em quatro anéis de
aproximadamente 4 a 5 milimetros de comprimento cada, que foram montados em cubas de

Orgéos isolados.

Indistintamente, um dos anéis de aorta teve o endotélio removido mecanicamente com o
auxilio de uma haste de ferro, enquanto que nos outros trés anéis manteve-se integro a camada
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endotelial. A efetividade da remocdo ou manutencdo do endotélio foi comprovada pela
auséncia ou presenca de resposta vasodilatadora a acetilcolina (10 molar - M) em anéis pré-

contraidos com fenilefrina (10°° M).

3.4.2 Avaliacdo da reatividade vascular

Com o intuito em mensurar in vitro as respostas de tensdo isométrica desenvolvida pelos anéis
aorticos frente aos agonistas empregados no protocolo. Cada anel foi suspenso em um par de
ganchos inoxidavel, em uma cuba de fibra de vidro para 6rgdo isolado, contendo 5 mililitros
(ml) de solucéo nutriente de Krebs-Henseleit, mantida a uma temperatura de 36,5 °C e aerada
com mistura carbogénica (95% O,, 5% CO,). Um gancho encontrava-se fixado na parte
inferior da cuba, enquanto o outro gancho foi conectado a um transdutor de forca (Letica Tri
011) interligado a um sistema de aquisicdo de dados (Biopac — Biopac Systems, Inc., Santa
Bérbara, Califérnia, USA, mod. MP 100A/série 94111065) que estava acoplado a um
computador para o registro da tensdo isométrica desenvolvida pelo vaso.

Os anéis de aorta permaneceram por um periodo de quarenta e cinco minutos para
estabilizacdo, sob uma tensdo inicial de 1 grama (g), no qual se manteve ao longo de todo o
experimento, com a troca da solugdo nutriente e ajuste da tensdo quando necessario. E em
seguida, administrou-se KCI (Cloreto de Sddio, 75 milimolar - mM) para comprovar a
viabilidade das artérias. E tracaram-se as curvas concentracdo efeito a fenilefrina, na presenca
ou auséncia dos inibidores enzimaticos: N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME - inibidor
da sintese de Oxido nitrico) e indometacina (inibidor da ciclooxigenase). A seguir serdo
detalhados os protocolos efetuados.
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3.4.3 Avaliacéo da integridade endotelial

Depois do periodo de estabilizacdo, realizou-se o protocolo para verificar a auséncia ou
presenca da integridade do endotélio, na qual se adicionou acetilcolina (10 M) nos anéis de
aorta pré-contraidos com fenilefrina (10° M). Considerou-se que o endotélio estava presente
nos anéis que apresentaram no minimo 80% de relaxamento, e ausente nos anéis que nao

apresentaram nenhum relaxamento.

3.4.4 Estudo da resposta vasoconstritora a fenilefrina

Em seguida, foi realizada a troca da solucdo de Krebs-Henseleit da cuba e depois de trinta
minutos em estabilizacdo, foram realizadas as curvas concentragcdo-resposta cumulativa ao
agente vasoconstritor fenilefrina (102 a 10 M) tanto nos anéis de aorta integros quanto nos

anéis com o endotélio removido.

3.4.5 Estudo da resposta vasoconstritora a fenilefrina na presenca de L-NAME

Para avaliar a participacdo do dxido nitrico na modulacdo da resposta vasoconstritora a
fenilefrina, apos a estabilizacdo, o anel adrtico foi incubado por trinta minutos com N-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME, 100 micromolar - uM) inibidor da sintese de oxido nitrico e
em seguida foi realizada a curva concentragdo-resposta cumulativa de fenilefrina (10*?a 10°
M).
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3.4.6 Estudo da resposta vasoconstritora a fenilefrina na presenca de Indometacina

Avaliaram-se os efeitos das substancias liberadas pela enzima da ciclooxigenase na resposta
vascular. Os anéis de aorta foram pré-incubados por trinta minutos com indometacina (10
HM), inibidor da ciclooxigenase. Depois iniciamos a curva de doses crescentes cumulativas de
fenilefrina (10%a 10° M).

Transdutor tens3o ACh (1 Ocm) ACh (1 OFH)
1E01msmco l
Fe (105M) Fe (10-5M) l Fe (1022 10-2M)
- ) - t
0, 9% = '
o0 BN |
@ L-NAWME (100pM):
INDOMETACINA (10 |.Jl'-;l);
E+; E-

Figura 5 - Representagdo esquematica dos protocolos experimentais realizados na reatividade vascular em aortas
torécicas de ratos Controle, Fumo, TRN, Fumo+TRN, com a camada endotelial integra (E+) ou removido (E-).
Ach: acetilcolina; Fe: fenilefrina.

3.5 ANALISE MORFOLOGICA DO TECIDO CARDIACO

O ventriculo direito (VD) e o ventriculo esquerdo (VE) foram separados e pesados in natura
em balanga analitica de precisdo. Em seguida, os fragmentos foram colocados em estufa para
a secagem a uma temperatura de 100°C, por um periodo de vinte e quatro horas. Apds esse
periodo os tecidos encontravam-se desidratados sendo novamente pesados, obtendo-se assim
0 peso seco de cada fragmentos de VD e VE. O peso total das cAmaras cardiacas foram
corrigidas pelo comprimento da tibia. As analises morfoldgicas para distinguir os grupos de
animais constituiram-se do peso do ventriculo esquerdo (VE), tanto imido quanto seco, e 0

comprimento da tibia (VEUmido/Tibia; VEseco/Tibia).
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como média = desvio padrdo. Os dados foram avaliados
utilizando-se o programa GraphPad Prism (version 5.00) através da analise de variancia
(ANOVA) post hoc Tukey. O nivel de significancia considerado para todas as variaveis foi de
p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 PARTICIPACAO DA RESPOSTA VASOCONSTRITORA A FENILEFRINA

Este resultado apresenta a resposta vasoconstritora maxima (RMax) de anéis de aorta ao
agonista ay, fenilefrina, no qual foram realizadas curvas de doses crescentes cumulativas ao
agonista fenilefrina (10 a 10° M) em anéis de aorta com o endotélio preservado. Podemos
observar na Figura 6, que ndo houve diferenca na porcentagem de contracédo (% Contracdo ao
KCI) vasoconstritora entre os grupos Controle e Fumo. Entretanto, houve uma diminuicéo
significativa da resposta contratil maxima (RMax) no grupo Controle (82 £ 8%) quando
comparada ao grupo TRN (54 + 4%). Mas ao observarmos a RMax dos animais Fumo+TRN,
houve um aumento significativo na RMax dos animais do grupo Fumo+TRN (75 £ 7%)

guando comparado aos animais do grupo TRN (Figura 6).

Controle  Fumo TRN Fumo+TRN
(n=5) (n=6) (n=5) (n=5)

Figura 6 - Valores das RMax dos grupos estudados. Respostas obtidas por doses crescentes de fenilefrina (102 a
10°*M) obtidas em anéis de aorta com endotélio preservado de ratos wistar controles, fumo, treinado e fumo e
treinado. Dados expressos como média + EPM. Anélise de variancia (ANOVA) post hoc Tukey. *p<0,05 vs
Controle; #p<0,05 vs TRN.
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42 PARTICIPACAO DO ENDOTELIO NA MODELACAO DA RESPOSTA
VASOCONSTRITORA A FENILEFRINA

A fim de verificar a participacdo do endotélio vascular nas modificagbes das respostas
encontradas na Figura 6, foram realizadas curvas de doses crescentes cumulativas a fenilefrina
(10?2 10 M), em anéis de aorta toracica de ratos wistar que tiveram as células endoteliais
removidas mecanicamente. Podemos observar, que na auséncia do endotélio vascular ndo
houve diferenca nas respostas méximas (RMax) entre os grupos estudados Controle (122 +
2,8%), Fumo (107,7 = 11%), TRN (138 + 12%) e Fumo+TRN (123 £ 4%) (Figura 7). Diante
destes resultados podemos salientar que o endotélio vascular demonstra uma importante

participacdo por meio da liberacdo de fatores relaxantes e constritores derivados do endotélio.

200 A
150 -

100 A

RMax (%)

50 A

Controle  Fumo TRN Fumo+TRN
(n=5) (n=6) (n=5) (n=5)

Figura 7 - Valores das RMax dos grupos estudados. Respostas obtidas por doses crescentes de fenilefrina (10 a
10*M) obtidas em anéis de aorta com endotélio desnudo dos grupos estudados. Dados expressos como média +
EPM. Analise de variancia (ANOVA) post hoc Tukey.
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4.3 PARTICIPACAO DO OXIDO NIiTRICO NA MODELACAO DA RESPOSTA
VASOCONSTRITORA A FENILEFRINA

Dentre os fatores liberados pelo endotélio vascular que poderiam mediar as reapostas
encontradas na Figura 6, podemos citar o éxido nitrico, gés solivel que em contato com a
musculatura lisa vascular produz relaxamento. Foram realizadas curvas de doses crescentes
cumulativas ao agonista fenilefrina (10™? a 10° M), em anéis de aorta toracica de ratos wistar
com o endotélio preservado e pré-incubados com L-NAME (100puM), um inibidor da sintese

de NO, a fim de verificar a participacdo da liberacéo dessa substancia, no modelo estudado.

Apdbs o pré-tratamento dos anéis de aorta com L-NAME ndo promoveu alteracdo na RMax
induzida por fenilefrina nos grupos estudados Controle (132 + 8%) e Fumo (141 + 2%). JA em
relacdo aos grupos TRN (113 = 4%) e Fumo+TRN (155 + 13%) houve um aumento na
resposta contréatil (Figura 8), semelhante a encontrada nos animais com endotélio preservado
(Figura 6). Isso demonstra que a provavel participacdo do endotélio nas alteracGes das
respostas observadas nos animais TRN quando comparado aos Fumo+TRN, ndo se deve a
participacdo do NO na modulagéo da resposta vasoconstritora a fenilefrina.

Controle  Fumo TRN Fumo+TRN
(n=6) (n=6) (n=6) (n=5)

Figura 8 - Valores das RMax dos grupos estudados. Respostas obtidas por doses crescentes de fenilefrina (10 a
10M) obtidas em anéis de aorta com endotélio preservado (E+) apés o bloqueio da enzima NO sintase (L-
NAME, 100uM) nos grupos estudados. Dados expressos como média + EPM. Andlise de variancia (ANOVA)
post hoc Tukey. ##p<0,05 vs TRN.
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4.4 PARTICIPACAO DA CICLOOXIGENASE NA MODELACAO DA RESPOSTA
VASOCONSTRITORA A FENILEFRINA

Dentre outras substancias liberadas pelo endotélio vascular que podem estar envolvidas nas
respostas encontradas nos grupos de animais estudados, podemos citar o envolvimento dos
prostandides, liberados por meio da ativacdo da enzima ciclooxigenase (COX) produzindo
substancias relaxante (prostaciclina) e vasoconstritora (prostaglandina) modulando as
respostas do musculo liso vascular. Para avaliar a participa¢do da enzima COX na mediacdo
destas respostas encontradas na figura 6 foram realizadas curvas de doses crescentes
cumulativas a fenilefrina (10 a 10 M), em anéis de aorta toracica de ratos wistar com o

endotélio preservado e pré-tratados com indometacina (10 uM), inibidor da ciclooxigenase.

Na figura 9, observamos que a pré-incubacdo dos anéis de aorta com indometacina nédo
promoveu alteracfes significativas na RMax dos grupos estudados; Controle (96,6 + 7%),
Fumo (90,2 £ 5,58%), TRN (93 + 2%) e Fumo+TRN (103 + 12%). Essa resposta é
semelhante a encontrada na Figura 7, quando a RMax foi avaliada em anéis com endotélio
removido. Este resultado sugere que dentre os fatores endotelial que medeiam essas
alteracdes, podemos citar que a via da ciclooxigenase possui importante participagao.

150 -
< 1004 1=
S
= 50
Controle Fumo TRN Fumo+TRN

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Figura 9 - Valores das RMax dos grupos estudados. Respostas obtidas por doses crescentes de fenilefrina (10 a
10°M) obtidas em anéis de aorta com endotélio preservado (E+) ap6s o bloqueio da enzima ciclooxigenase
(Indometacina, 10uM) nos grupos estudados. Dados expressos como média + EPM. Analise de variancia
(ANOVA) post hoc Tukey.
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4.5 AVALIACAO DO PESO DAS CAMARAS CARDIACAS

A fim de verificarmos se o exercicio de natacdo promoveu alteracGes cardiacas sobre 0 peso
do ventriculo esquerdo que notoriamente acontece por meio do treinamento fisico, realizamos
a pesagem das camaras ventriculares esquerdas dos animais dos grupos estudados, um efeito
positivo do treinamento fisico pode ser observado pelo aumento do peso do ventriculo

esquerdo.

Na Figura 10, podemos observar que ndo houve alteragdes nos pesos Umidos e secos dos
animais Controle e Fumo (Umido: 0,20 + 0,008 e 0,18 + 0,010) e (seco: 0,044 + 0,001 e 0,04
+ 0,002); respectivamente. Também ndo houve diferenca entre os grupos TRN e Fumo+TRN
(Gmido: 0,20 £ 0,11 e 0,21 + 0,009) e (seco: 0,056 + 0,004 e 0,052 + 0,002); respectivamente.
Entretanto, quando comparamos o peso dos VE seco dos grupos Controle e TRN observamos
um aumento significativo (0,044+0,001 e 0,056+0,004*, p<0,05), este aumento nao foi
modificado nos animais Fumo+TRN (0,052+0,002*, p<0,05). Mostrando assim, que as 0ito
semanas de treinamento foram suficientes para promover alteracGes cardiovasculares do

treinamento fisico.

0.31
3 Controle (n=6)

< Bl Fumo (n=6)
- Bl TRN (n=6)
3 @l Fumo+TRN (n=6)
£
L
3 0.1
L * %
] nln

0.0+ T

Umido Seco

Figura 10 - Valores médios dos pesos Umido e seco do ventriculo esquerdo (VE) e corrigido pelo comprimento
da tibia de ratos wistar sedentario (Controle), expostos por 5 dias a fumaca do cigarro (Fumo), submetidos ao
treinamento de natacdo (TRN) e ratos treinados e fumantes (Fumo+TRN). Dados expressos como média = EPM.
Anélise de variancia (ANOVA) post hoc Tukey. *p<0,05 vs Controle
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5 DISCUSSAO

A fumaca do cigarro € uma mistura complexa de agentes biologicamente ativos e séo
responsaveis por alteracdes, principalmente no sistema cardiovascular (SMITH; FISCHER,
2001). Além de ser apontado como um possivel agente responsavel por disfuncdo endotelial
vascular, que se manifestam por alteraces nas substancias vasoativas, resultando no
comprometimento na biodisponibilidade de agentes, tais como: 6xido nitrico, prostaciclina,
tromboxano, endotelina (JUNIOR; TOLEDO; MELO, 2005). Acredita-se que o exercicio
fisico seja capaz de prevenir e tratar doengas como obesidade, hipertensdo arterial,
dislipidemias entre outras (MYERS, 2003). Seus beneficios estdo relacionados com a melhora
na capacidade funcional dos musculos: esquelético e cardiaco, além de beneficiar na funcéo
endotelial vascular, o que poderd atuar como um fator protetor, promovendo assim uma
melhora na qualidade de vida (BRANDAO; PINGE, 2007).

O exercicio fisico é bem identificado para o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca, onde as
alteragOes estruturais resultantes do treinamento fisico resultam numa melhora na capacidade
contratil do miocérdio (MILL; VASSALLO, 2001). Nossos resultados mostram que o tempo
de treinamento (8 semanas) ao qual foram submetidos os animais do grupo TRN (Figura 10)
foi capaz de promover alteracGes cardiovasculares que podem ser observadas pelo aumento
do peso seco do VE. Estes dados estdo de acordo com Medeiro e outros (2000), que também
mostram que oito semanas de treinamento de natagdo com ratos wistar, apresentou um
aumento do peso do ventriculo esquerdo quando comparado aos animais sedentarios. Vale
ressaltar, que neste trabalho ndo foi possivel observar alteracdes no peso do VE no grupo

FUMO+TRN induzidas pelo tempo de exposi¢do ao fumo (5 dias).

Com relacéo aos resultados da reatividade vascular encontrados neste estudo, mostram uma
reducdo na resposta contratil maxima a fenilefrina nos anéis de aorta de ratos wistar no grupo
treinado quando comparado ao grupo controle. Mostrando que o exercicio fisico foi capaz de
reduzir a resposta constritora a fenilefrina. Varios trabalhos tem mostrado que o exercicio
fisico reduz a resposta vasoconstritora adrenérgica (CHEN; LI; CHEN, 1994; SPIER;
LAUGHLIN; DELP, 1999; CHIES et al., 2004). Os possiveis mecanismos que podem estar
envolvido nesta atenuagdo vasoconstritora a fenilefrina, encontrada neste estudo, podem ser

devido a diminuicéo da sensibilidade ou da expressé@o de receptores adrenérgicos presentes no
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musculo liso vascular, principalmente os aj-adrenérgico o que é predominante na aorta
toracica (JANSAKUL, 1995; CHIES et al., 2004).

Uma caracteristica marcante deste trabalho, € que anéis de aorta intactos do grupo treinado e
expostos a fumaca do cigarro apresentaram aumento da resposta vasoconstritora maxima a
fenilefrina, quando comparado ao grupo TRN (Figura 6). Estes resultados sdo inéditos na
literatura a respeito do estudo da reatividade vascular neste modelo, que nos revela que ha
modificacdes na resposta protetora do exercicio fisico sobre a resposta contratil, quando os
animais treinados sdo expostos por cinco dias a fumaca do cigarro. 1sso nos leva a sugerir que,
as substancias presentes no cigarro agem de maneira extremamente agressiva e sdo capazes de

alterar os efeitos benéficos protetores do treinamento fisico sobre o sistema vascular.

No entanto, com a remogdo mecanica das células endoteliais ndo observamos diferenca na
resposta contrtil induzida pela fenilefrina entre os grupos TRN e Fumo+TRN (Figura 7).
Evidenciando o importante papel da camada endotelial na modulacdo do ténus vascular
envolvida na atenuacdo da resposta vasoconstritora observada antes quando o endotélio estava

preservado.

Um dos fatores endoteliais responsaveis pela modulagio do relaxamento vascular é o Oxido
Nitrico (NO). Alguns estimulos como o shear stress contribuem para a elevacdo do calcio na
célula endotelial e estimulando na liberacdo da enzima NO sintase. Essa enzima converte a L-
arginina em NO. O NO propaga-se até o musculo liso vascular que ativard a enzima guanilato
ciclase que catalisa a conversdao de guanosina trifosfato em GMPc o que resultard em
relaxamento do musculo liso vascular (NEGRAO; SANTOS; ALVES, 2005).

O pré-tratamento dos anéis de aorta de ratos com L-NAME promoveu aumento significativo
na resposta contratil maxima a fenilefrina no grupo Fumo+TRN quando comparado ao grupo
TRN (Figura 8), mostrando que ndo houve alteracdo na RMax e que nédo se deve unicamente
a participacdo da via NO, a modulacdo da resposta vasoconstritora mediada pelo endotélio.
Este dado estd semelhante aos achados de Rahman e outros (2007), ao analisarem a
contratilidade de vasos isolados de aortas e carotidas de ratos Sprague-Dawley expostos a
fumaca do cigarro, durante dezesseis semanas, mostram uma diminuicdo na
biodisponibilidade de NO, isso pode ser devido a uma redugdo da sintese de NO, ou ao

aumento da liberacdo de endotelina quando comparado ao grupo controle. Diferente do que é



28

encontrado quando os animais sdo submetidos somente ao treinamento fisico com a natagéo,
durante cinco e seis semanas, que promove mudanca na resposta vascular em aortas toracicas,
resultando em um aumento na liberacdo de fatores relaxantes derivados do endotélio (NO)
(JANSAKUL, 1995). No entanto, ndo foi encontrado na literatura estudos que relacionassem
os efeitos da exposi¢do aguda a fumaca do cigarro associado ao treinamento fisico em estudos
de reatividade vascular. Diversos estudos tem mostrado que o exercicio fisico esta relacionado
com um aumento da biodisponibilidade de NO devido a aumentada atividade da expressao da
enzima eNOS (LAUGHLIN et al., 2003; ZANCHI et al., 2006). Em razdo de nao termos
avaliado a expressdo da proteina eNOS neste trabalho, ndo podemos associar se ha

envolvimento desta proteina relacionado com os nossos achados.

O endotélio vascular libera além do NO, outros importantes agentes vasodilatador e
vasoconstritor, que conjuntamente a0 NO produzem a modulagdo do tonus vascular
(CARVALHO et al., 2005). Dentre eles podemos citar os prostandides sintetizados a partir da
enzima ciclooxigenase, por acdo da fosfolipase de membrana (NARUMIYA, SUGIMOTO;
USHIKUBI, 1999). O pré-tratamento dos anéis de aorta de ratos com indometacina, inibidor
da ciclooxigenase, mostrou um importante resultado neste estudo, representado pela
atenuacdo da RMax dos animais Fumo+TRN (Figura 9) quando comparada ao TRN. 1sso nos
permite sugerir que a via da ciclooxigenase, participa ativamente na liberacdo de substancias
vasoconstritoras observado nos animais Fumo+TRN. Além de que, ndo existem dados na
literatura que enfatizem de fato a importancia da via dos prostandides e o seu envolvimento
no treinamento fisico (JANSAKUL, 1995). Achados na literatura corroboram no sentido de
enfatizar a relacdo existente entre fatores inflamatorios liberados pelo fumo, tais como
citocinas pro-inflamatdrias, interleucinas 1, 6 e 8 (IL-1, IL-6, IL-8), fator de necrose tumoral
alfa, entre outros (FORONJY; D’ARMIENTO, 2006; SMITH; FISCHER, 2001), que
podem aumentar a expressdo vascular da COX e assim promover o aumento da RMax

observado neste estudo.

Sendo assim nossos dados nos permitem concluir, que a exposi¢do aguda ao fumo induz
alteracdes na reatividade vascular dos animais treinados pela natacdo e que esta € atenuada

pela inibicdo da enzima ciclooxigenase.
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